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PRESENTATION DU TRAVAIL
DE THESE



La mucoviscidose (CF) est une maladie autosomalessive due a une mutation du
gene codant pour la protéine CFTR (Cystic Fibrdsesismembrane conductance Regulator).
Cette maladie affecte principalement les fonctioaspiratoires, digestives, génitales et
cutanées. Cependant, les manifestations respeatogaracterisées par une inflammation
respiratoire chronique et des infections bactégsnneprésentent 90 % de la morbidité et de

la mortalité des patients atteints de la mucovissed

Les premieres étapes dans l'infection bactérierore Badhérence bactérienne aux
cellules, la multiplication et la dissémination Itegent pathogene, qui induisent la mise en
place des défenses actives de I'hdte. Cette mipdaer débute par la sécrétion de médiateurs
inflammatoires et est suivi par le développemenhd’ défense immunitaire innée et acquise.
Staphylococcus aureu$. aureus commensal de I'épithélium nasal, est un des [@em
pathogénes a coloniser I'appareil respiratoire gigents mucoviscidosiques. Cependant, le
réle deS. aureusdans la réponse de I'héte et l'induction de laedé€é immunitaire dans

I'épithélium respiratoire a été encore tres pewdiétu

Le but de ce travail de thése a été d'étudier teséguences de linteraction &e
aureusavec les cellules épithéliales bronchiques none€EF sur la mise en place de la
réponse immunitaire, notamment sur la sécrétion deimiokines (molécules
chimioattractantes des leucocytes) et I'inductionctiimiotactisme des lymphocytes T (LT)
primaires non-CF et CF. Ce mémoire est articul®w@aud’une introduction bibliographique
générale, suivie de la partie expérimentale aveprésentation des résultats sous forme

d’articles et d’'une discussion générale incluastderspectives.

L’introduction générale porte sur I'appareil regpiire et son épithélium constitué de
différents types cellulaires, sur les infectionspieatoires et les défenses immunitaires de
I'épithélium respiratoire (inflammation, chimiokisest leurs récepteurs, LT, etc....). Dans la
mesure ou ce travail porte essentiellement sur leoniscidose, la derniere partie de
I'introduction sera consacrée aux modifications gont associées a cette maladie, aux
infections et phénomenes inflammatoires qui 'acpagnent, aux principales chimiokines et

leurs récepteurs décrits dans la mucoviscidose fptusur la population lymphocytaire.

La partie expérimentale et les résultats présesags formes d’articles, décrivent dans

un premier temps, l'effet d&. aureussur la sécrétion de chimiokines par les cellules
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épithéliales bronchiques normales et sur le chiactidme des LT primaires de donneurs
sains. Nous avons également analysé I'importansekleniokines et de leurs récepteurs lors
de l'infection des cellules épithéliales bronchisjparS. aureuset plus particulierement I'lL-

8 (article 1).

Dans un deuxiéme temps, nous avons comparé latisécoe chimiokines par les
cellules épithéliales bronchiques non-CF et CF.Naons ensuite étudié I'effet & aureus
sur la sécrétion de chimiokines par les celluleghéfiales bronchiques CF et sur le
chimiotactisme des LT primaires de patients CFeetlonneurs sains. L'effet de I'lL-8 sur le
chimiotactisme des LT non-CF et CF ainsi que I'esgion différentielle des récepteurs des

chimiokines sur les LT CF et non-CF a aussi étéepns (article 2).

La discussion et les perspectives nous ont periamiguinenter les résultats obtenus et

de décrire les perspectives de ces travaux.
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Introduction : Appareil respiratoire humain

APPAREIL RESPIRATOIRE HUMAIN

|. Structure générale de I'appareil respiratoire

L’appareil respiratoire est un systeme complexet danprincipale fonction est de
conduire l'air extérieur jusqu’aux alvéoles pulmivaa et ainsi permettre les échanges gazeux
entre l'air et le sang. Chez les mammiféres, ldesye respiratoire est constitué des voies
respiratoires extra-pulmonaires qui regroupenfdsses nasales, le rhino-pharynx, le larynx,
la trachée et le début des deux bronches souchks eoies respiratoires intra-pulmonaires
comprenant les bronches, les bronchioles et lelokds pulmonaires (Figure 1). Les voies
aériennes humaines sont extrémement ramifieéesrtk da la trachée, I'arbre respiratoire se
divise en branches de longueur et de diametre inggavec des dichotomies irréguliéres et

asymétriques. La surface totale d’échange du powsbd’environ 100 & 150°m

Figure 1. Structure générale de l'appareil respi@te humain (ttp://tecfa.unige.ch
2007).

Depuis les voies proximales (fosses nasales) jasqu/oies distales alvéolaires.
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Introduction : Appareil respiratoire humain

[.1. Structure de I'épithélium respiratoire

L’appareil respiratoire humain est recouvert par@pithélium dont 'organisation
differe selon les étages considérés. Les cellllaagent également en fonction de I'étage, ou
elles auront chacune leurs propriétés spécifigu@pithélium respiratoire est composé de
trois types d’épithélium : I'épithélium bronchiqui&pithélium bronchiolaire et I'épithélium

alvéolaire (Figure 2).

TRACHEE / BRONCHES BROMNCHIOLES ALVEOLES
eallula oallubs calule eellule callula eallule  calkils pr@aumocyls  pReUmasyin
Ciligs calicilormea ntamadiaing basale de Clarg cilse nauro de Iy‘p& ] de tg,-p-e 1]

dpithilinle

CANAL

MESENCHYME '

T
eallules callulas *r
& mucus GLANDE S¢reuses ’,
S50US-MUGUEUSE ]
r

'

i Gﬁﬁ@q @gﬁaag 'f
o F @@ 4
@ oo o Tof

Figure 2. Les différents types de cellules épitlédis respiratoires de surface sel
I'étage considéré (these Sandie Escotte, 2001).

L’épithélium respiratoire de surface est pseuddsfitcaau niveau de la trachée et des bronches, et
composeé de 4 types cellulaires (cellules ciliéaficiformes, intermédiaires et basales). L'épithéti
glandulaire est composé deois types cellulaires (cellules a mucus, cellulgseuses et cellules
myoépithéliales (non représentées sur ce schéma@pithélium bronchiolaire est monostratifié et
formé de cellules ciliées, de cellules neuroépitlesd et de cellules de Clara. L’épithélium alvéama
monostratifié est composé de pneumocytes de Btpgel pneumocytes de type Il

CARTILAGE

[.1.1. L’épithélium bronchique

Depuis les fosses nasales jusqu’aux bronchiokesitfiélium respiratoire comprend un
épithélium de surface, en contact avec l'air inhatéun épithélium glandulaire, situé dans la

sous-muqueuse respiratoire. Ces deux épithéliuntssgparés par la lame basale.
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Introduction : Appareil respiratoire humain

[.1.1.1.L’épithélium bronchique de surface

L’épithélium bronchique de surface est composéuasrg types cellulaires différents :
les cellules ciliées, les cellules caliciformes mewgses, les cellules intermédiaires et les

cellules basales (Figure 3).

H N
-‘ | ¥ Epithélium bronchique
i ¥ o LA " % Pseudostratifié
Ry N o 'i_.- = "B
- s 4 i = -
e, Bam e S ":H:-:."‘ e A i] Lame basale
= N o3 TS | _ _—
Rt mie - — » - = Tissu conjonctif
s — = =
= & W — :
= salld Cellules musculaire
50 jurm A | lisses

Figure 3. Histologie de la muqueuse bronchique (H@Gaetan Deslée, 2007).

Les cellules musculaires lissel,(le tissu conjonctifd), la lame basale3), les cellules basales au
noyau petit et plus ou moins arrondl) les cellules intermédiaires fusiformes ressemiaux
cellules basales5}, les nombreuses cellules caliciform& &u mucus a peine teinté et au noyau
basal triangulaire, les cellules ciliées au noyaalaire (7) et les cils 8).

I.1.1.1.a.Les cellules ciliées

Les cellules ciliées représentent plus de 50 %cdésles de I'épithélium de surface
(Spina, 1998). Ce sont des cellules prismatiquasgau ovalaire situé a la partie basale de la
cellule. Elles se caractérisent par la présendeurapdle apical, de nhombreux cils (environ
300 cils chacune) et de nombreuses microvillogiégure 4). Ce pble apical est également
riche en mitochondries qui fournissent I'énergiecasSaire aux battements ciliaires. La
densité et la longueur des cils varient selon llecalisation (5-7 pum dans la trachée et 3-4 um
dans les bronches) (Greenwaatdal, 1972). La fréquence de battements des cils espise
entre 10 et 15 Hax vivo (Zahmet al, 1990), et elle est plus élevée dans les bronches
proximales que dans les bronches distales (Ruttdnal, 1982). Les battements ciliaires
assurent la clairance mucociliaire permettant dfigler le mucus contenant les aéro-
contaminants et les micro-organismes qui pénétlans les voies respiratoires. Outre leur

role dans le transport du mucus, les celluleseslgermettent la sécrétion de macromolécules
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Introduction : Appareil respiratoire humain

et le transport d’eau et d’'ions a travers la mugaeespiratoire (Varsarai al, 1987 ; Nadel
et al, 1985).

E1V IR T AT
\FV
y T e A

Figure 4. Cellules ciliées en microscopie électrgne (X 3250) (Chilvers e
O’Callaghan, 2000).

I.1.1.1.b.Les cellules sécrétoires ou caliciformes

Dans la trachée humaine, le nombre de cellules&ii@s est estimé en moyenne a
6000-7000 cellules/mffEllefsenet al, 1972). Elles présentent un noyau basal entouré&pa
plupart des organites cellulaires. En microscopéeteonique, elles sont caractérisées par la
présence de granules sécrétoires peu denses atrode(Figure 5), principalement situés a
leur péle apical et contenant des mucines (Verdeigal, 1990). Les mucines sont des
protéines acides (en raison de la présence d'asimiEgue et de groupement sulfate) et
fortement glycosylées. Les cellules sécrétoireslyisent également des protéines a activité
anti-bactérienne telles que les IgA sécrétoirepelxydase, etc... (Goodmat al, 1981 ;
Christenseret al, 1981 ; Christensept al, 1982). Ces cellules sont capables de s’auto-
renouveler et de se différencier en cellules dliégeffery et Li, 1997). Le nombre de ces
cellules augmente dans certaines pathologies atspes telles que les bronchites chroniques

et la mucoviscidose.
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Introduction : Appareil respiratoire humain

Figure 5. Cellules de [I'épithélium respiratoire ermicroscopie électronique a
transmission (Jeffery et Li, 1997).

C: Cellules ciliées. G : Cellules sécrétoires. Eellules basales. M : Mastocytes. V : Vaisseau
sanguin

I.1.1.1.c.Les cellules intermédiaires ou parabasales
Les cellules intermédiaires sont des cellules fusiks, ancrées a la lame basale et
n'atteignant pas la surface de I'épithélium. Ennwsgcopie électronique a transmission, elles
ressemblent aux cellules basales mais avec desxgyas hauts que ceux de ces derniéeres
(Breezeet al, 1977 ; Merceet al, 1994). En microscopie optique, les cellules imkdiaires
ne présentent pas de caractéristiques ciliéescande ou sécrétoires (Donnelly al, 1982 ;
Breueret al, 1990).

[.1.1.1.d.Les cellules basales
Les cellules basales sont des cellules de peti#igst triangulaires. Elles ont un
faible rapport nucléo-cytoplasmique. Les cellulasdles sont ancrées a la lame basale par des
jonctions stables situées a leur péle basal (lesdesmosomes), et sont attachées aux autres
cellules épithéliales par des desmosomes (Baldi®84). Elles jouent un réle principal dans

la régénération de I'épithélium respiratoire (Ayetsleffery 1988).
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Introduction : Appareil respiratoire humain

[.1.1.2.L’épithélium bronchique glandulaire

L’épithélium respiratoire glandulaire, présent démsous-muqueuse bronchique, est
situé entre I'épithélium de surface et le cartilaljeest constitué d’un tissu conjonctif lache
contenant les glandes sécrétoires mixtes, ellesemnéranstituées de trois types cellulaires :

les cellules muqueuses, les cellules séreuses etlleles myoépithéliales (Figure 6).
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Figure 6. Histologie de I'épithbum bronchique glandulaire (thése Delphine Gr:
2006).

1. Glande séro-muqueuse. 2. Cellules glandulaireguauses. 3. Cellules glandulaires séreuses. 4.
Lumiére. 5. Capillaire sanguin.

I.1.1.2.a.Les cellules muqueuses
En microscopie électronique, les cellules muqueusest caractérisées par un
cytoplasme dense aux électrons. Leur cytoplasmgetrde nombreux granules sécrétoires
de petites tailles. Ces granules, situés au péiealages cellules, sont électron-clairs en
microscopie électronique et riches en mucines.
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1.1.1.2.b.Les cellules séreuses

Les cellules séreuses sont caractérisées par desilgs denses aux électrons
(Meyrick et Reid, 1970). Ces granules sont situgssda partie apicale du cytoplasme. Elles
renferment des protéines telles que la transfertiaetileucoprotéase, le lysozyme considéré
comme marqueur spécifique de l'activité sécrétdes glandes séreuses, et(Boweset al,
1981 ; Frankeret al, 1980 ; Frankemt al, 1989). Les cellules séreuses sécrétent également
des mucines neutres sulfatées, et des substannemutpeuses, probablement des lipides
(Spiceret al, 1980).

[.1.1.2.c.Les cellules myoépithéliales
Les cellules myoépithéliales de forme allongée spositionnées a la base de
I'épithélium glandulaire en contact avec la lameadbe. Elles sont également en contact direct
avec les cellules sécrétoires glandulaires tratinénehiques. Elles entourent les glandes, et
en se contractant, elles exercent une pressionesudernieres favorisant ainsi la libération

des sécrétions glandulaires vers la lumiére dess\vaériennes.

[.1.2. L’épithélium bronchiolaire

L’épithélium bronchiolaire se situe vers la péripbeéu niveau des bronchioles. Il est
dépourvu de cellules caliciformes. Les celluleged sont moins hautes mais présentent la
méme morphologie et les mémes propriétés que dépighElium bronchique. Les cellules
basales sont beaucoup moins nombreuses. On distégalement les cellules de Clara et les

cellules neuro-épithéliales.

1.1.2.1.Les cellules de Clara

Les cellules de Clara ou cellules en dome présentepdle apical faisant saillie dans
la lumiere bronchiolaire, caractérisé par la présate quelques microvillosités et de granules
sécrétoires denses aux électrons (Singh et Kat9al7). Ce sont des cellules bronchiolaires
non-ciliées, de forme ovale chez 'Homme et irrénel chez les autres especes (Plopper,
1983). La majeure partie du cytoplasme est rengaredes organelles, dont le noyau, qui est
le composant le plus volumineux. Leur fonction pifrale est la production et la sécrétion de

nombreuses molécules telles que des glycoprot@&ndss lipides, I'antileucoprotéase et les
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protéines A et B du surfactant alvéolaire (Widditenet Pack, 1982 ; De Waietral, 1986).

Elles sont également connues pour leur capacitéhdrége ionique (Van Scadt al, 1987).

I.1.2.2.Les cellules neuro-épithéliales

Les cellules neuro-épithéliales ou neuro-endocrirses regroupent au niveau
bronchiolaire ou elles forment des corps neurohéficiux, ou bien elles peuvent étre isolées
les unes des autres. Elles possedent de nombreanulgs denses et ont une forme
triangulaire proche de celle des cellules basé&lkss sont toutes au contact de la lame basale.
Néanmoins, elles ont des prolongements cytoplassiqui atteignent la lumiere des voies
respiratoires (Knight et Holgate, 2003 ; Boetsal, 1996). Ces cellules expriment a leur
surface une protéine de liaison a I'oxygene qur nférent la fonction de détecteur et de
transducteurs de I'hypoxie (Cutz et Jackson, 19%®ungsonet al, 1993). Elle ont
également un rdle dans la régulation de la crocesat de la régénération de I'épithélium
(Reynoldset al, 2000).

1.1.3. L’épithélium alvéolaire

L’épithélium alvéolaire est monostratifié. Les oddls épithéliales alvéolaires sont de
deux types : les pneumocytes de type | et les poeyms de type Il. Les alvéoles sont
recouvertes par une fine pellicule constituant lefagtant. Le surfactant joue un role
important dans la défense immunitaire du poumostienulant la phagocytose et la capacité

de migration des macrophages alvéolaires (O’'Neidll, 1984 ; Hoffmaret al, 1987).

1.1.3.1.Les pneumocytes |

Bien que les pneumocytes | couvrent 95 % de lasarélvéolaire environ (5100 im
environ), ils ne représentent que 37 % de la populapithéliale & cause de leur forme
allongée. lls ont un volume moyen de 1800°@rapo et al, 1982) et possédent peu
d’organelles intracellulaires témoignant de leurvité métabolique peu intense (Mercurio et
Rhodin, 1976). lls ont un compartiment cytoplasmidues fin (0,1 a 0,3 um d’épaisseur), ce

qui expligue leur implication dans les échange®gaz
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1.1.3.2.Les pneumocytes Il

Les pneumocytes Il occupent 5 % de la surface Eiréoet constituent 63 % de la
population épithéliale, avec un volume moyen de {5 environ (Crapoet al, 1982 ;
Fehrenbactet al, 1995). Ce sont des cellules métaboliquement dotiswes possédant un
cytoplasme riche en mitochondries et en réticulurdoplasmique rugueux. La principale

fonction des pneumocytes Il est la production sglerétion intra-alvéolaire du surfactant.

Il. Fonctions de défense de I'épithélium respiratoire

L'épithélium de surface trachéo-bronchique, exmaséagressions extérieures et a de
nombreux agents pathogénes, constitue la premigre Ide défense de la muqueuse
bronchique vis-a-vis de l'environnement. Etant dofenfréquence et la diversité des agents
toxiques et infectieux qui entrent en contact aigathélium respiratoire, celui-ci s’est doté
d'un systéme de défense constitué des jonctioescieitulaires, du liquide de surface qui le

couvre ainsi que de la réponse immunitaire associée

[I.1. Intégrité de I'épithélium respiratoire

La cohésion de I'épithélium de surface est assyaela présence de jonctions
intercellulaires qui constituent une barriere physi imperméable vis-a-vis des aéro-
contaminants et des agents pathogénes. Difféngms e jonctions cellulaires contribuent a
la cohésion et I'intégrité de cette barriére (Fegid).

Les jonctions serrées, situées au niveau de leeicale de la membrane baso-latérale des
cellules ciliées, ont pour role d’assurer l'impeabdité de [I'épithélium et d'éviter la
pénétration des bactéries dans la muqueuse resmaratiout en permettant la diffusion de
petites molécules chargées et hydrophiles telleslgs ions (Madara et Dharmsathaphorn,
1985 ; Godfreyet al, 1992). Les jonctions serrées sont associéegéadtifes protéines telles
gue lazonula occludeng (ZO-1), I'occludine et les claudines. Les facsede virulence de
Pseudomonas aeruginog®. aeruginosa)induisent une dégradation de la protéine ZO-1,
diminuant ainsi I'intégrité de la barriere épitladdi (Corawet al, 2004).

Les jonctions intermédiaires forment une ceintyspedéezonula adherensituée juste en-
dessous des jonctions serrées. Ces jonctions gennéadhésion intercellulaire. Elles sont
composées de protéines d’adhésion telles que Emee et les cadhérines. La cadhérine-E

constitue la principale protéine de ces jonctiofeniada et Nelson, 2007).
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Les desmosomes, situés le long de la membraneldt@sale, sous les jonctions adhérentes,
forment des complexes jonctionnels liant les ceflutiliées aux cellules basales, et aux
cellules ciliées adjacentes (Leube et RustB@O1). Les desmosomes sont constitués de
desmoplakines et de glycoprotéines transmembran&irenant une plaque cytoplasmique
dense. Les plaques intracellulaires de ces complgdtionnels sont liées aux protéines
intermédiaires de type cytokératine (Gareddl., 1996).

Les jonctions communicantes sont des canaux quoigtégnt la communication intercellulaire
(Falk, 2000a). Elles sont constituées de moléctimssmembranaires, les connexines, et
jouent un réle majeur dans la coordination desviéés cellulaires comme le controle de la
fréquence des battements ciliaires en réponseaireestimuli (Falk, 2000b).

Les hémidesmosomes sont des complexes multipre®iqui permettent I'attachement des
cellules épithéliales a la lame basale sous-jacent@ssurent la connexion entre les éléments
du cytosquelette et la matrice extracellulaire (Gadyr 1993 ; Green et Jones, 1996). lls sont
présents dans les cellules basales (Nakagitrad, 1998) mais pas dans les cellules ciliées et

sécrétoires (Shebaet al, 2005).

& (a) Tight

5 Tight —— ="
junction j

junctions

n; Intermediate
filaments

(anchoring
junction)

(c) Gap junction
(communicating
junction)

Plasma membranes —|
of adjacent cells

"~ Channel
between cells

Space between cells

{b) Courtesy of L Orci and A, Porelnl, Froeze.Eich Histolegy (Hoefelbarg: Spanger-Verleg, 1975, ©1975 Sprnger-Vaslag
S99 Adcson Waslay Longman, inc

Figure 7. Les jonctions des cellules épithélialégtp://fig.cox.miami.edy 2007).
a. Jonctions serrées. b. Desmosomes. c. Jonctions Gap
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[I.2. Défenses mécaniques

[1.2.1. Le systéme mucociliaire

A l'état normal, le mucus respiratoire forme unigapontinu a la surface de
I'épithélium respiratoire et constitue ainsi unerpiere barriére de protection efficace entre

I'environnement et la muqueuse des voies aériennes.

11.2.1.1. La clairance mucociliaire

La clairance mucociliaire est considérée comme tékanpremier mécanisme de
défense innée au niveau des voies aériennes (Ka@tlBoucher, 2002). Elle est composée
d’'un systeme coordonné de transport d’'eau et d’idles sécrétions de mucines et d'une
activité ciliaire synchronisée (Randell et Bouct2806).

L'élimination ou la clairance des particules inkal@st différente suivant I'étage bronchique
considéré. Les plus grosses particules (d'un di@nséfpérieur a 10 um) sont éliminées par la
cavité nasale et le nasopharynx. Dans les voiedrpates, les particules sont piégées dans le
mucus de surface, puis I'ensemble est transpor® eropharynx grace aux battements
ciliaires puis dégluti (Zahnet al, 1990). Les battements ciliaires sont coordonmése des
cellules adjacentes grace aux jonctions commuresamans les voies distales, le surfactant
facilite la clairance des particules en réduisarnéehsion de surface.

Les principales molécules intervenant dans I'agchire tridimensionnelle du mucus sont les
mucines. Les mucines sont des glycoprotéines dehtxdit poids moléculaire (> 1 x°1Da)
constituées de tres longs filaments peptidiquesecamt des régions hautement glycosylées
(2 & 20 saccharides) insensibles aux protéasekesetégions nues dépourvues de glycanes.
Les structures glycaniques sont reconnues padle&sines bactériennes et interviennent donc
dans l'adhérence des bactéries au mucus, I'ensasblensuite transporté par le systeme

mucociliaire et éliminé hors des voies respiratiteamblinet al, 1992).

11.2.1.2. Le mucus

A I'état normal chez I'adulte, un film de mucus titépaisseur varie entre 0,5 et 2 um
recouvre I'épithélium respiratoire de surface depas voies aériennes supérieures jusqu’aux

bronchioles terminales (King et Rubin, 1999). Qe fconstitue, a la surface de la muqueuse
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respiratoire, un véritable tapis roulant permettipiéger en permanence des bactéries et de
les entrainer des petites bronches jusqu’au phamyretles seront normalement dégluties.

La composition du mucus bronchique est complexprdsente deux phases: une phase "sol"
périciliaire, tres fluide, et une phase "gel", wggastique du fait de la présence de mucines.
Dans les expectorations bronchiques humaines, lkeusnaontient 95% d'eau, 2 a 3% de
protéines et glycoprotéines, 1% de lipides, 1% deéraux, d'ADN et d'ions (Cros al,
1994). Le pH du mucus peut varier de 6,5 a 7,8¢épghts facteurs peuvent influencer le pH
du mucus, comme la sécrétion d'ionsddl HCQ' et la présence d'autres systémes tampons,
incluant les glycoconjugués acides ou les macroocatdé basiques, comme le lysozyme
(Robinsoret al, 1989 ; Widdicombe, 1989).

Le mucus bronchique des voies aériennes est sépagtdes cellules des glandes sous-
muqueuses (90%), les cellules caliciformes supeltgs (5%) et les cellules de Clara (5%).
(King et Rubin, 1999)L'hydratation du mucus permet de controler |'effitades battements
ciliaires des cellules épithéliales. La teneur an du mucus, les propriétés physigues de la
phase "gel" et I'osmolarité de la phase "sol" s@égulées par les cellules épithéliales de
surfaceyia le transport actif d'ions Cét N& (absorption de Naet sécrétion de ¢l Dans la
mucoviscidose, les anomalies de la protéine tramtimenaire CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator), qui est mal €, entrainent une déshydratation
considérable du mucus, source d'infection et d'obison bronchique sévere (Cuthbert,
1991).

[1.2.2. Les agents antimicrobiens

Si la clairance mucociliaire élimine la plupart geghogénes et particules inhalées, le
mucus quant a lui, comporte de nombreuses substaswerétées par les cellules épithéliales,
qui possedent une activité protectrice par rapport agents infectieux. Certaines de ces
molécules possedent une acthantimicrobienne directe et agissent comme debiatijues
endogenes (Bals et Hiemstra, 2004). Ces molécutespiennent des petits peptides
antimicrobiens cationigues comme Ilgsdéfensines et le LL-37 et des protéines
antimicrobiennes plus grandes telles que le lysezyfta lactoferrine et linhibiteur de
protéinases leucocytaires (SLPI) (Hiemstra, 208&hutte et McCray, 2002). Ces molécules
permettent I'inhibition de la croissance des micgamismes inhalés qui seront par la suite
phagocytés et éliminés par la clairance mucoadialres caractéristiques structurales des

peptides antimicrobiens permettent de les diviserdéférentes familles (Table 1). Les
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défensines et les cathélicidines représententdes grincipales familles exprimées au niveau

respiratoire.

Défensinesd-défensines ei-défensines) Inhibiteur de protéinases leucocyddisd Pl)
Cathélicidines (LL-37) Protéines du surfactant (8Bt SP-D)
Lysozyme Peptides anioniques
Phospholipases#sécrétées (PLA Protéine de la famille du facteur « Trefoil » E)F
Immunoglobulines A (Ig A) Protéines riches en Rrel

Lactoferrine

Table 1. Agents antimicrobiens sécrétés par ledutes épithéliales (D’apré Devine
2003).

Chez 'Homme, au niveau pulmonaire, les peptidesracrobiens sont produits et sécrétés
principalement par les cellules épithéliales et delules phagocytaires. Certains de ces
peptides sont produits constitutivement commg@-tefensine 1 humaine (hBD-1); tandis que
d’autres sont surexprimés suite au contact deslesllavec des agents microbiens ou des
médiateurs pro-inflammatoires tels que hBD-2, hBDvBD-4 et LL-37 (Hardeet al, 2000 ;
O'Neil et al, 1999 ; Tsutsumi-Ishii et Nagaoka, 2002 ; Krisaafiprnkit et al, 2002 ;
Takahashiet al, 2001 ; Garciaet al, 2001). Des étudesn vivo ont montré que la
concentration de certains peptides antimicrobiesrame lesp-défensines augmente dans
différents fluides biologiques de patients atteint® maladies infectieuses et/ou
inflammatoires telles que la pneumonie et la mwsmdbse (Hiratsukat al, 1998 ; Balset

al., 2001) (Table 2).
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Substance Source Concentrations élevées dans lethpéogies

pulmonaires (Référence)

a-défensines Cellules épithéliales Pneumonie (Ashitaret al, 2001 et 2002)
Cellules inflammatoires ~ Mucoviscidose (Soonet al., 1997)
Bronchite chronique (Panyutight al, 1995)
Panbronchiolite (Ashitaret al, 1998)

Fibrose pulmonaire idiopathique (Mukeeal,

2002)

B-défensines (BD) Cellules épithéliales Pneumonie (Schaller-Badg al, 2002)
hBD-1 Monocytes/Macrophages Mucoviscidose (Singkt al, 1998)
hBD-2 Cellules dendritiques Panbronchiolite (Hiratsuket al, 2003)
hBD-3
hBD-4

Cathélicidine Cellules épithéliales Pneumonie (Schaller-Badg al, 2002)
LL-37/hCAP-18 Neutrophiles Sarcoidose (Agerbertt al, 1999)

Table 2. Présence de peptides antimicrobiens prtslpiar les cellulegpithéliales et le
cellules immunitaires dans les pathologies humairggmonaires.

Les défensines possedent un large spectre d’&ctiwiitre les bactéries a Gram positif et a
Gram régatif mais aussi contre les champignons et lessvenwvelopps (Koczulla et Bals,
2003). L’activié antimicrobienne de ces derniéres est basée sty ilet@ractions avec les
membranes cibles. En effet, les défensines setfx@nles membranes cibles puis pénétrent
dans la membrane sous linfluence de leur forcectémotrice provoquant ainsi la
déstabilisation de la membrane bactérienne paofadtion de pores (Oppenheiet al,
2003 ; Hooveet al, 2000). Par exempl&taphylococcus aureus (S. aurelgctérie a Gram
positif, est résistant aux hBD-1 et hBD-2 mais g#asa hBD-3 (Hardeet al, 2001). Les
défensines agissent en synergie avec d’autres oletécomme le lysozyme et la lactoferrine.
Le lysozyme est une enzyme antibactérienne séce¥tégrandes quantités au niveau de
'appareil respiratoire humain (10 a 20 mg de Iysoe sécrétés par jour). |l est
essentiellement sécrété par les glandes de lansogeeuse de la trachée, I'épithélium de
surface et les macrophages alvéolaires (Konstaal, 1982). Le lysozyme est capable de
dégrader les peptidoglycanes des parois bactésenne

La lactoferrine, appelée aussi transferrine, pri&sen grandes quantités dans les larmes, les
sécrétions vaginales et intestinales, la saliviessécrétions respiratoires, possede a la fois

des propriétés antimicrobiennes et anti-inflammeati(Rogaret al, 2006). Elle exerce une
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activité bactéricide directe, en se liant a la memé bactérienne altérant ainsi la perméabilité
membranaire, et une activité bactéricide indirgide sa capacité a lier le fer essentiel a la
croissance des microorganismes. Des études onténoamé activité bactéricide directe de la
transferrine sur des souches cliniquassgherichia coli (E. coli)S. aureuset P. aeruginosa
isolées de patients atteints de la mucoviscidosev{Jet al, 1999).

Le SLPI, inhibiteur des sérines-protéases, estyir@ér les cellules glandulaires de la sous-
muqueuse bronchique et par les cellules épithélint-ciliées. Sa fonction principale est
d’inhiber I'élastase du neutrophile. Le SLPI estréé& en grandes quantités dans le liquide
épithélial de surface principalement sous formetina, donc incapable de dégrader I'élastase
du neutrophile (Vogelmeieat al, 1991). Le SLPI posséde une activité antimicrotéecontre

les bactéries a Gram positif et a Gram négatif (delet Taggart, 2007).

[1.3. Défenses immunitaires

D’autres mécanismes de défenses interviennentdessagressions de I'épithélium
respiratoire par des agents infectieux. Ces méuwesscomprennent linitiation d’un
processus inflammatoire et la mise en place de éfende innée. Ces aspects seront
developpés dans la partie « inflammation et imngéusit
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INFECTIONS PULMONAIRES

|. Généralités

Les infections pulmonaires constituent le tiers d#ections respiratoires et sont
actuellement, dans les pays dits développés, la Gemse de déces et la premiére d’origine
infectieuse. Leur incidence annuelle se situe eriret 15 pour 1000 habitants. Les infections
pulmonaires peuvent étre d'origine bactérienneal@iret plus rarement parasitaire ou

fongique.

[l. Infections bactériennes

I1.1. Généralités

Plusieurs bactéries ont un tropisme pour I'épitlrélirespiratoire.Streptococcus
pneumoniae (S. pneumoniagdsponsable de 30 a 45 % des pneumopathies riéoessie
hospitalisation, est considéré comme le plus mieudies agents bactériens. Il est la cause de
500000 & 1,4 millions de décés annuels au mdidemophilus influenzae (H. influenzasst
un pathogéne opportuniste, commensal fréquent dees vaériennes supérieures. Sa
prévalence, diversement évaluée, est probablemerstanée (a la 2eme place ap®s
pneumoniag Les autres pathogénes responsables de pneunespatntP. aeruginosa
Legionella pneumophila, Chlamydia pneumonigcoplasma pneumonia€oxiella burnetti
(agent de la fievre Q), diverses entérobactéKésbsiella pneumoniade. coli). S. aureusest
un pathogene opportuniste, responsable Iui ausan diertain nombre d’infections

pulmonaires (Léophonte, 2001).

I1.2. Infections a S. aureus

Les infections &. aureuseprésentent moins de 5 % des pneumonies comnauiresut

et 15 a 30 % des pneumonies nosocomiales.

[1.2.1. Description générale deS. aureus

S. aureugest un membre de la famille delscrococcaceagqui inclut deux genres : les
Microcoques et les Staphylocoques. Le geBt@phylococcusegroupe trente six espéces,

dont dix huit espéces retrouvées chez 'Homme, pkesquellesS. aureusC’est un coccus a
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Gram positif qui s’organise en grappe (Figure 8keecaractérise surtout par la pigmentation

« dorée » de ses coloni&.aureusest I'espéce la plus pathogéne du g&iephylococcus

Figure 8. S. aureus en microscopie optique et ercragcopie éléctronique.

Organisation en grappe de S. aureus vue en migiesoptique apres coloration de Gram (X 1000)
(A) (http://protocol-online.org 2007) et en microscopie électronique (X 3025) (B)
(http://student.ccbcmd.edR007).

[1.2.1.1. La paroi de S. aureus

La structure de la paroi bactérienne Sleaureusest caractéristique des bactéries a
Gram positif. C'est une structure rigide et résistaqui entoure le cytoplasme et sa
membrane. Sa structure est homogéne, son épaismgeirde 10 a 80 nm, elle est riche en
osamines mais pauvre en lipides (1 a 2 %). Cettei st principalement constituée de
peptidoglycane mais il s'y ajoute d'autres corestits. Le peptidoglycane forme autour de la
cellule un filet & mailles plus ou moins serréesequoure la bactérie a la maniére d'un sac. Il
constitue une structure trés rigide, c'est un aBlét exo-squelette qui est responsable de la
forme des bactéries. Ce réseau est composé deestdgrglycanes reliées entre elles par des
chainons peptidiques. Le peptidoglycane possedactgté « endotoxin-like », il stimule la
seécrétion de cytokines par les macrophages, detivemplément et I'agrégation plaquettaire.
Les acides téichoiques sont quantitativement lidme composant (Figure 9). Ce sont des
polyméres constitués d'unités glycérol-phosphatd'anité ribitol-phosphate ou d'unités plus
complexes dans lesquelles le glycérol ou le ribffoht associés a des sucres (glucose,
galactose, ...). De plus, ils contiennent souventadD-alanine liée au glycérol ou au ribitol
(Lowy, 1998). Les acides téchoiques sont associgééseeau de peptidoglycane, ils atteignent
la surface externe et constituent des antigénesriants. Les acides lipotéchoiques (LTA),

liés par des liaisons covalentes aux lipides dedanbrane, traversent le peptidoglycane de
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part en part pour émerger a la surfé&&eaureusest donc capable de coloniser I'hbte grace aux
LTA qui se lient aux cellules épithéliales.

A Surface proteins Secreted proleins
[exponential-growth phase) istationary phase)
Coagulase Entarotoxin B
Protein A . - TBST-1
. L _ er-Toxin
Efastin- L9\ -

Peptidoglycan Capsule
| |

binding 1
o el e Y o
‘Statjonary teichoic &
Collagen- il i
hi;:i’.’g Penicillin- f-Lactamase
i) binding
B = Exponential- Cross-linking
growth phasa peptides
Fibronectin-
binding P membrzne “Lipateichoic
protein acid

Clumping factor

Cell-wall- Rapears Ligand-binding
enchaoring domain
damain

Figure 9. Structure de S. aureus (Lowy, 1998).

A.Les protéines de surface et les protéines sé&gd@té S. aureus. La synthese d'un grand nombre de
ces protéines dépend de la phase de croissanceCB@oupes de I'enveloppe bactérienne. Plusieurs
protéines membranaires possédent une organisatraotsrale similaire a celle du Clumping factor,
comprenant des segments répétés d'acides aminés (C)

[1.2.1.2. La capsule de S. aureus

La plupart desStaphylocoqueproduisent des microcapsules. Parmi les onze types
polysaccharides microcapsulaires identifiés, lpesys et 8 sont retrouvés dans pres de 75 %
des infections humaines. La majorité des isolatS.dmireugésistant a la méticilline (SARM)
produisent des polysaccharides microcapsulaireypmie5. La plupart des souches cliniques
de S. aureug90 %) possédent des polysaccharides capsul&ireaireusest aussi capable de
produire des exopolysaccharides, permettant la g&bom de biofilms qui conferent aux

bactéries une forme de résistance.
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11.2.1.3. Les protéines de surface de S. aureus

Les « Microbial Surface Component Recognizing AdresMatrix Molecules »
(MSCRAMM) qui sont en majorité ancrées aux peptigoanes de la paroi bactérienne,
permettent la fixation d&8. aureusaux molécules de la matrice extracellulaire. Gstinjue
cing groupes différents de protéines de surfage:(Brotéine A), Cna (protéine de liaison au
collagéne), FnBP (protéine de liaison a la fibraimed, CIf (protéine de liaison au
fibrinogéne) et EbpS (protéine de liaison a I'étest (Table 3) (Foster et McDevitt, 1994 ;

O’Connellet al, 1998).

Abréviation Nom complet de la protéine Ligands

Bbp Protéine de liaison a la sialoprotéine de I'os Sialoprotéine de I'os

CIfA Protéine de liaison au fibrinogéne - A Chajndu fibrinogéne
Fibrine

CIfB Protéine de liaison au fibrinogéne - B Chainet du fibrinogéne
Cytokeératine 10 de type |

Cna Protéine de liaison au collagéne Collagéne

EbhAB Protéine de liaison & la matrice extraceitala Fibronectine

EbpS Protéine de liaison a I'élastine Elastine

FnBP-A Protéine de liaison & la fibronectine A Bitectine, fibrinogéne
Elastine

FnBP-B Protéine de liaison a la fibronectine B Bilmctine, élastine

Spa Protéine A Facteur Von Willebrand, IgG

Table 3. Principales protéines de surface de S.aus.

La protéine A est la protéine de surface bactéadarmieux caracterisée. C’est une protéine
de 42 kDa, présente dans plus de 90 % des southiegies deS. aureusElle peut étre
sécrétée ou bien liée au peptidoglycane. Elle @salde de se lier aux immunoglobulines et
inhiber ainsi I'opsonisation des bactéries et lélimination par les macrophages et les
polynucléaires neutrophiles.

Les protéines du collagéne, constituants majeuta deatrice extracellulaire, représentent un
site de choix pour I'ancrage d® aureusaux tissus. L'attachement au collagéria les
protéines de liaison au collagéne (Cna) est dia#lenécessaire et suffisant pour I'adhérence
deS. aureusau cartilagen vitro (Switalskiet al, 1993).

32



Introduction : Infections pulmonaires

Les protéines de liaison a la fibronectine (FnBBjnmettent aS. aureusde se lier a la
fibronectine avec une tres grande affinité et d@fagquasiment irréversible. FnBP jouent un
role important dans I'adhérence et l'internalisatde S. aureugdans les cellules épithéliales
primaires en culture (Sinhat al, 2000). Il existe deux FnBP : la FnBP-A qui se dida
fibronectine A et la FnBP-B qui se lie a la fibrotiee B.

La protéine de liaison au fibrinogéne, ou « clurgpiactor » (CIf), est un récepteur pour le
fibrinogene qui provoque I'agrégation des bactéeileprésence de plasma. L'interaction CIf-
fibrinogene est régulée par la concentration cakigelle est inhibée par des concentrations
de C&" supérieures & 1 mM. Les CIf induisent I'agrégatmaquettaire via le fibrinogéne
(Miajlovic et al, 2007). Il existe 2 ClIf : CIfA et CIfB codées pdeux genes distincts et
reconnaissant deux régions différentes du fibrinege

La protéine de liaison a I'élastine 8e aureugEbpS) est une protéine de 25 kDa associée a la
surface cellulaire. Contrairement aux autres pnetide surface, EbpS n’est pas ancrée au
peptidoglycane, c’est une protéine transmembrar{@osvneret al, 2002). Elle se lie a la

région NH terminal libre de I'élastine.

[1.2.1.4. Les protéines sécrétées par S. aureus

S. aureusest capable de sécréter, au cours de la phagmstite de croissance, des
enzymes et des exotoxines, comprenant quatre héimedy(alpha, béta, gamma et delta), des
nucléases, des protéases, des lipases, une hydaseret une collagénase (Table 4). En plus
de ces protéines, certaines souche$.daureusgproduisent une ou plusieurs exotoxines qui

ciblent spécifiqguement les molécules d’adhésiorulzgie et le systéme immunitaire de

I'néte.
Superantigenes Cytotoxines Enzymes
Entérotoxines A a E Hémolysines @, 5 ety) Protéases

Toxine du syndrome de choc toxique (TSST-1) Leuwdineide Panton-Valentine Nucléases

Toxines exfoliatives (ET A, B et D) Lipases
Hyaluronidase
Collagénase

Table 4. Principales protéines sécrétées par S eaisr

Les cytotoxines comme l'alpha-toxine possedentasi&ité membranaire. Elles induisent la

formation de pores et des changements pro-inflawineat dans la cellule animale. Ces
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altérations cellulaires peuvent contribuer aux rieestations du syndrome septique (Bhakdi et
Tranum-Jensen, 1991 ; Waleval, 1995).

Les superantigénes, quant a eux, se lient au camph@jeur d’histocompatibilité (CMH) de
classe I, causant une prolifération importante desphocytes T et une production de
cytokines (Marrack et kappler, 1990). Les entéroex sont responsables de
'empoisonnement alimentaire et du syndrome de doa@ue (Harriset al, 1993). La
structure de TSST-1 (toxine du syndrome de chodquey est similaire a celle des
entérotoxines B et C. Le géne codant la TSST-Ireispbuvé dans 20 % des isolats Se
aureus Les toxines exfoliatives, parmi lesquelles lesries épidermolytiques A et B, causent
I'érytheme et la séparation de la peau. La leudoeidle Panton-Valentine est une toxine
leucocytolitique, associée épidémiologiquement eafgctions cutanées séveres (Cribar
al., 1992).

Les enzymes sécrétées ar aureusdétruisent les tissus, et sont capables de facilit
propagation de I'infection aux tissus voisins. Gegant leur role exact dans la pathogénése de
I'infection reste mal défini. Lg-lactamase est une enzyme qui inactive la pémieilliLa
coagulase, activateur de la prothrombine, conJerfibrinogene en fibrine. Sa contribution a

la virulence des. aureuseste incertaine.

[1.2.2. Colonisation et transmission deS. aureus

Les Staphylocoquesont des bactéries commensales de la peau etupsenses de
I'Homme et de I'animal. Cependant, le principale®®ir de ce germe reste 'Homme ; 15 &
40 % des adultes ont un portage nasal persista®. deireusa une densité de i@ 1d
CFU/cnt (Heczkoet al, 1981), le reste de la population a un portagerinittent.S. aureus
sensibles et SARM sont tous les deux des colonisafeersistants (Sanfoad al, 1994). Les
personnes colonisées raureupossedent un risque élevé d’infections ultérieUtaseffet,
le taux de colonisation p&. aureusst élevé chez les patients présentant un didedigpe 1
(Tuazonet al, 1975), les utilisateurs de drogues par voie walireeuse (Tuazon et Sheagren,
1974), les patients sous hémodialyse €Yal, 1986), les patients chirurgicaux (Kluytmaets
al., 1995) et les patients avec un syndrome d’'immuficidéce (Weinkeet al, 1992). Les
patients ayant une déficience quantitative ou tatale de la fonction leucocytaire possédent
également un risque élevé d’infections |&araureus Les personnes colonisées avec des

souches d&. aureugncourent un grand risque de devenir infectéesgmsouches.
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[1.2.3. Pathogénese et invasion tissulaire

S. aureusposseéde un arsenal tres diversifié de facteursirdéence (protéines de
surface, toxines, etc...) qui contribuent a la pafimege de l'infection. Ces facteurs de
virulence ont des rbles chevauchants et peuvent sails ou en concertation pour le
développement de linfectioi®. aureusse lie aux sites lésés ou s’accumulent les pléegiet
les fibrinesvia les MSCRAMM. Alternativement, il a la capacité dfeérer aux cellules
endothéliales directemenia les interactions entre les adhésines et leurptéges, ou en se
fixant aux composants de la matrice extracellulaites altérations de la matrice
extracellulaire et les modifications du microenwinement cellulaire modifient la
susceptibilité des cellules endothéliales a l'itifec Aprés phagocytose parles cellules
endothélialesS. aureusécrete des enzymes protéolytiques qui vont facik diffusion dans
les tissus avoisinants et le relargageSdeaureusdans le systeme vasculaire (Lowy, 1998).
Une fois dans les tissus sub-épithéliaux avoiss)aBt aureusprovoque une réaction
inflammatoire et la formation d'abcés. Aprés phagose, les cellules endothéliales
expriment des récepteurs Fc et des molécules dsamhéet sécretent des cytokines telles que
I'lL-1, I'lL-6 et I'lL-8. Suite a la sécrétion deytokines, les leucocytes adherent aux cellules
endothéliales et migrent par diapédese vers le dsitdection. Les modifications de la
conformation des cellules endothéliales augmentknt perméabilité vasculaire qui
s’accompagne d’une transudation des protéines pligues. Aprés exposition & aureus
les macrophages tissulaires et les monocytes airtsisécretent de I'lL-1, I'IL-6, I'IL-8 et le
TNF-a. L'activation des macrophages survient apresliggage d’'IFN par les lymphocytes
T (Figure 10).
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Figure 10. Invasion tissulaire de S. aureus (Low4998).

[1.2.4. Pouvoir pathogéne deS. aureus

Les toxémies staphylococciques et les infectiongpusrtatives sont des syndromes

provoqués pab. aureuslLes toxémies peuvent étre dues soit aux toximeduitesin vivo

(exfoliatines et TSST1), soit aux toxines ingérgestérotoxines dans les aliments). Les

infections suppuratives impliquent la prolifératibactérienne, l'invasion, la destruction des

tissus de I'hdte et la réponse inflammatoire loaatlesystémiqueS. aureusest responsable

d’infections au niveau de la peau, des articulatiaes os et des systémes vasculaire et
respiratoire, mais aussi d’'infections superficelb@itanées, sous-cutanées et muqueuses telles

gue les furoncles, l'abcés, les cellulites et ksmpghangites.S. aureusest également la

principale cause de meéningites, d'ostéomyélitegendocardites infectieuses et d'arthrites

septiques.

S. aureus pathogene majeur impliqué dans les infectionpira®ires, est capable

d’adhérer aux mucines respiratoires (Shatieal, 1996). Des études récentes d’interaction

entreS. aureuset les cellules épithéliales bronchiques ont néontre les bactéries adhérent

aux cellules aprés 1h d'interaction; les bactésiest internalisées aprés 4h, et aprés 24h la
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plupart des cellules présentent une altératioradeeiméabilité membranaire et rentrent dans
un état de nécrose (Da Sileaal, 2004, Moreilhoret al, 2005).

[1.2.5. Sensibilité et résistance aux antibiotiques d8. aureus

Le traitement des infections &. aureusrepose essentiellement sur ['utilisation
d’antibiotiques. Cependant, depuis 1960, on assist&mergence croissante de souches
résistantes aux antibiotiques, avec une incidereesaliches résistantes a la méthicilline
actuellement supérieure & 30 % en France. Ces asude SARM sont devenues
progressivement résistantes a de nombreuses ctiiasgibiotiques telles que les macrolides,
les aminosides et les fluoroquinolones. Actuelletmplus de 90 % des souchesSleaureus
sont résistantes a la pénicilline G grace a layetdn de pénicillinase d’origine plasmidique.
Compte-tenu de la fréquence des infectioss aureusl’émergence de souches 8eaureus
multi-résistantes aux antibiotiques constitue uobf@ame préoccupant de santé publique
(Lowy, 1998).

[ll. Infections virales

De nombreux virus peuvent étre responsables dlioies respiratoires.
L’Orthomyxovirus ou virus Influenzae, le virus Pdrdluenzae, le virus respiratoire
syncytial, l'adénovirus, le rhinovirus et le coreimas sont des virus a tropisme
essentiellement respiratoire, dont la réplicatiost dimitée aux voies respiratoires.
L’entérovirus (echovirus et virus coxsackie), leugi de la rougeole, le virus de la varicelle et
du zona (Varicella zoster virus), I'herpés virusnglex, le cytomégalovirus etle virus
d’Epstein-Barr (EBV) sont des virus & tropisme negpire occasionnel, et sont responsables

le plus souvent d’infections généralisées (Léopda2d01).
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IV. Infections fongiques et parasitaires

Ces maladies infectieuses sont rares et survienmamtipalement chez les personnes
immunodéprimées. Aspergillus fumigatys Aspergillus flavus Aspergillus nidulans,
Aspergillus terreus, Aspergillus nigeet Aspergillus versicolorsont les principaux
responsables de la survenue des aspergilloses mpaire® invasives ou semi-invasives.
Cryptococcus neoformans, essentiellement opportuniste, provoque la cryatoose
pulmonaire, une mycose cosmopolite. Les Candides Wwures opportunistes, sont
responsables des candidoses pulmonaires. Seulelizeiee d'espéces est potentiellement
pathogeéne chez 'Homme. Par ordre de fréquenceidéante, on retier@. albicans(70 %),

C. tropicalis C. torulopsisglabrata C. parapsilosis C. krusej C. pseudotropicalisLes
principales parasitoses pulmonaires sont le pahalis’amibiase, les schistosomiases, la

leishmaniose, la paragonimose ou distomatoseatdtiitose (Léophonte, 2001).
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INFLAMMATION ET IMMUNITE

Outre les défenses mécaniques et physiques vis-ded agents infectieux, la mise en
place de la défense immunitaire est un processosomtial pour empécher la progression

d’une infection.

l. Inflammation pulmonaire

L'inflammation est un des processus essentielsadprdtection d’'un organisme, et
constitue un phénoméne physiologique déclenché dbuse agression entrainant une
altération voire une destruction tissulaire. L'afimation se manifeste par une rougeur due a
la vasodilatation, un oedeme, une sensation deewhaline douleur et une impotence
fonctionnelle. La fonction premiére de la réponsiammatoire est d’éliminer ou d’isoler
'agent agresseur (bactéries, virus, parasitesugidésés) du reste de l'organisme et de
permettre le plus rapidement possible la réparaigsulaire. La réaction inflammatoire se
divise en quatre étapes :

- La phase d'initiation : pendant cette premiére phdss cellules inflammatoires les
plus proches du site de I'agression sont activEes produisent donc des facteurs
chimiotactiques qui vont permettre le recrutemennduvelles cellules inflammatoires
et favoriser leur survie.

- La phase d'amplification : elle correspond au déppement de la réponse des
premieres cellules et a I'accélération de I'infitton locale d’autres types cellulaires.

- La phase de stabilisation : phase au cours de llagtemplification s’arrétevia la
neutralisation des signaux inflammatoires et I'étation des débris cellulaires.

- La phase de résolution : c’est la phase de resianrde la matrice extracellulaire et la
re-épithélisation de la lame basale permettanestauration de l'intégrité des tissus
endommages.

Bien que le mécanisme central de ce phénoméneqgibgijue soit sous la dépendance des
cellules phagocytaires, d'autres cellules et fastemterviennent aussi, comme les cellules
épithélialesvia la sécrétion de cytokines et de chimiokines etcldhiles immunitaires tels

que les lymphocytes. De cette interconnexion elgsedifférents protagonistes résulte un
afflux de cellules phagocytaires qui va permettdéinhination du pathogene et la mise en

place d’'une réponse immune spécifique.
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[I. Défense innée

Il est de plus en plus évident que les celluleshépales respiratoires ne constituent
pas uniguement une barriére passive mais participetivement dans le mécanisme de
immunité innée (Diamoncet al, 2000 ; Holgateet al, 2000). Ces cellules jouent un réle
majeur dans de nombreuses pathologies humaines tgie les infections respiratoires et la
mucoviscidose. Elles détectent les infections lvatées et permettent la mise en place d’'une
réponse immunitaire caractérisée par la productien molécules antibactériennes, des
cytokines et des chimiokines permettant l'initiatid'une réponse inflammatoire. En absence
de toute défense, des colonisations bactériennede®tinfections conséquentes peuvent
survenir. Ainsi la reconnaissance du pathogéena etise en place d’une réponse immune sont

essentiels pour la lutte contre les pathogenes.

[I.1. Reconnaissance des pathogénes

La reconnaissance des pathogénes tels quaureuspar les cellules épithéliales
respiratoires représente la premiere ligne de limité innée. Cette reconnaissance est
médiée par des récepteurs, les « pattern-recogmigiceptors » ou PRRs. Les PRRs peuvent
étre extracellulaires, membranaires ou cytoplasesdluee et Kim, 2007). Parmi les PRRs les
plus connus, on distingue les PRRs extracelluld@kssque le complément, les collectines et
les pentraxines qui ont pour role I'activation camplément et I'opsonisation du pathogene
(Garlandaet al, 2005 ; Gasque, 2004). Les PRRs membranaires colameMannose
Receptor », les intégrines et les «scavenger terep permettent l'induction de la
phagocytose et les « Toll Like Receptor » (TLR4RPlL. TLR6 etc..) permettent l'initiation
des voies de signalisation intracellulaire (Bro®006 ; Underhill et Ozinsky, 2002). Enfin,
les PRRs intracellulaires tels que le TLR3, le TLRZ TLR9 et les « Nucleotide-binding
oligomerization domain proteins » (Nod) jouent udler dans la défense intracellulaire
antivirale et antimicrobienne. Les PRRs sont cagmabe reconnaitre des motifs moléculaires
hautement conservés et associés trées souvent agdeds pathogénes les « Pathogen-
Assocciated Molecular Patterns » ou PAMPs. Les Pald&ctériens sont le plus souvent des
composants de la paroi cellulaire comme le lipogpatgharide (LPS), le peptidoglycane et le

LTA (Medzhitov, 2007). Les TLRs constituent la fdmde PRRs la mieux caractérisée.
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[I.1.1. Les TLRs et leurs voies de signalisation

Les TLRs sont impliqués a la fois dans les répoimeesunitaires innée et adaptative.
La famille des génes des TLRs et leurs voies dealigation sont trés conservées chez les
vertébrés et les invertébrés. A ce jour, onze ToRsété identifiés chez 'Homme TLR 1 a
11. lls sont exprimés dans plusieurs types cetksaiont les cellules épithéliales respiratoires
et reconnaissent différents PAMPs (Table 5) (Aldtaal, 2006, Gay et Gangloff, 2007).
TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10 et TLR11 somtcalisés a la membrane plasmique
des cellules (Trinchieri et Sher, 2007), ce sorg dEepteurs transmembranaires de type |
caractérisés par un domaine extracellulaire congmterdes motifs riches en leucine
responsable de la reconnaissance du ligand, ebmaide intracellulaire identique a celui du
récepteur de I'IL-1 (Toll/IL-1R domain = TIR domaigui permet l'initiation des voies de
signalisation intracellulaire (Akira et Takeda, 2DOAlors que TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9

sont intracellulaires.
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TLR Ligands Expression

TLR1/2 Triacyl lipopeptides (bactéries et mycobactéries) Cellules épithéliales
Facteurs solubles, Porine PofBefsseria meningitidés Cellules dendritiques
OspA @Borrelia burgdorfer) Lymphocytes B

Neutrophiles

TLR2 Lipoprotéines/lipopeptides/Diacyl lipopeptidamthétiques Cellules épithéliales
Peptidoglycane et LTA (bactéries Gram+) Cellules dendritiques
Lipoarabinomannane, Cellules endothéliales
LPS atypiquel{eptospira interrogans?orphyromonas Monocytes
gingivalig) Macrophages
Glyco-inositolphospholipides, glycolipides, Hsp70, Neutrophiles
Hyaluronane...

TLR3  ARN double brin Poly (I-C) Cellules épithékal

Cellules dendritiques

TLR4  Lipopolysaccharide (bactéries Gram-), Taxddupes) Cellules épithéliales
Fibrinogéne, Hsp60Qhlamydia pneumoniae Cellules dendritiques
Proteine de fusion du virus respiratoire syncytial Cellules endothéliales
Flavolipine Flavobacterium meningosepticiim Lymphocytes B
Oligosaccharides de I'acide hyaluronique Monocytes
Fragments polysaccharidiques de I'héparane sulfate Macrophages

Neutrophiles

TLR5 Flagelline bactérienne Cellules dendritiques
Epithélium intestinal
Monocytes
Neutrophiles
TLR6/2 Diacyl lipopeptides des mycoplasmes Cellules épithéliales
Zymosan $accharomyces cerevis)ae Neutrophiles
LTA (Streptococcusroupe B)
TLR7 Imidazoquinolones (composés synthétiques) Cellules épithéliales
Bropirimine (composés synthétiques), Cellules dendritiques
Analogues de la guanosine Eosinophiles
ARN du virusinfluenzae Neutrophiles
TLR8 Imidazoquinolones (composés synthétiques) Cellules épithéliales
ARN du virusinfluenzae Cellules dendritiques
ARN simple brin humain Neutrophiles
TLR9 Motifs CpG non méthylés, ADN Cellules épitladdis
Cellules dendritiques
Lymphocytes B
Macrophages
Neutrophiles

TLR10 Ligand non identifié Cellules épithéliales
Lymphocytes B
Neutrophiles

TLR11 Profiline deéToxoplasma gondii Macrophges

Bactéries uropathogéniques

Cellules épithéliales
(rein, foie et vessie)

Table 5.Les TLRs, leurs ligands et le type cellulaire ddeguel ils sont exprimé

Apres stimulation, tous les TLRs, sauf TLR3, inggsaent avec les protéines
adaptatrices MyD88, IRAK et TRAF6 pour activer laies de signalisation Ubc13/TAKL. Le
complexe TAK1 active ensuite le complexe IKK compae IKKa, IKKB et IKKy/NEMO
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qui catalyse la phosphorylation des protéinea8 I(Figure 11). Les protéineskB
phosphorylées vont ensuite étre dégradées permddtdransliocation nucléaire de NB-.
TAK1 peut aussi activer la voie des MAPK qui actéveon tour AP-1. La protéine IRF5 peut
étre recrutée par le complexe MyD88-IRAK4-TRAF6ppphorylée puis transloquée vers le
noyau. NFkB, AP-1 et IRF5 contrdlent I'expression des génedaat pour des cytokines et
des chimiokines inflammatoires (Kawai et Akira, ZDOLa production de cytokines et
chimiokines induit une réponse inflammatoire ettpEnsi influencer la mise en place d’'une
réponse immune adaptative.

MyDEETRAP-Qapanide pamivwdy
TREFTRAM-de ptnalent palFvay

TLRZ (U0 -

TD T

&2 <
| D>
l D T

Typa | IFN genes Type | IFN genes

IFM inducible genes Inflammatory cytokine genes IFM inducible genes

Figure 11. Les différentes voies de signalisatioesdTLRs (Kawai et Akira, 2007).

[1.1.2. Récepteurs deS. aureus

Les infections paf. aureusrésultent de la capacité de ce pathogéne a adaéxer
cellules et a échapper ainsi aux défenses de I'Rfigpendant, la reconnaissanceSdaureus
par la cellule héte se fait par le biais de difféserécepteurs, en fonction des différents
composants de la bactérie. Cette reconnaissangeenmettre linitiation d’'une séquence
d’événements qui vont conduire a la production ket sécrétion de nombreuses chimiokines

et cytokines inflammatoires, a I'activation de nogdrages et monocytes et a l'initiation de
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immunité adaptative (Schnaet al, 2001). Parmi les récepteurs 8eaureuson distingue
le TLR2, les protéines Nod, le « TNF receptor 1w ©NFR1 et les protéines de

reconnaissance du peptidoglycane ou PGRPs (Fid@)re 1
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Figure 12. Récepteurs de S. aureus (D’apres Foumé Philpott., 2005).

Les protéines de surface et facteurs de virulerc&.daureus interagissent avec différents récepteur
des cellules épithéliales ou endothéliales, desatytes, macrophages, neutrophiles ou lymphocytes.
Ces interactions entrainent une activation de léewvde signalisation NB d’'ou la sécrétion de
cytokines qui vont moduler le comportement celfalat induire une inflammation.

1111.2.1. Le TLR2

Le TLR2 est le récepteur majoritairement impliqunsl la reconnaissance 8e aureus |
reconnait essentiellement le LTA et le peptidoghgcdeS. aureugYoshimuraet al, 1999).
L’absence de TLR2 semble augmenter la suscepéiloiét'héte a I'infection pa®. aureusl!

a été montré que les souris TLR2 déficientes gest dusceptibles &. aureugTakeuchiet
al., 2000). Cependant, dans certains modéles d'ioiectiLR2 pourrait jouer un réle plutét
protecteur, comme dans les cas de dysfonctionneosdiaque provoquée p&. aureus
(Knuefermanret al, 2004). Comme précédemment décrit, les voiesgiabsation de TLR2
sont médiées par MyD88 et TIRAP qui régulent laevaie signalisation NkB. La
reconnaissance du LTA par le TLR2 induit la séorétile cytokines et de chimiokines telles
que TNFe, IL-10, MCP-1 et IL-8 (Seet al, 2007 ; Durancet al, 2006), et provoque chez
la souris une infiltration massive de neutrophiltsde macrophages au niveau du site
d’infection (Von Aulocket al, 2003).
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11.1.2.2. Les protéines Nod

Les protéines Nod pour « Nucleotide-binding Oligometion Domain protein »
jouent un réle dans l'immunité innée en régulamdiiction de cytokines initiée par des
ligands bactériengia une activation de NkB indépendamment de la voie de signalisation
des TLRs. Ces protéines ont une localisation cgplque et sont au nombre de deux (Nod1l
et Nod2). Nodl, exprimée de facon ubiquitaire, neadt principalement un fragment du
peptidoglycane des bactéries Gram négatives (Giratdal, 2003a) ; alors que Nod2 se lie
au motif MDP (Muramyl Dipeptide), motif commun aypeptidoglycanes des bactéries a
Gram positif et a Gram négatif. MDP induit la protdan de TNFe indépendamment du
CD14 et du TLR2via la voie Nod2 (Vidalet al, 2001). Or, le relargage de MDP par
aureusest une étape déterminante pour sa reconnaispandéod2. En effet, le MDP peut
activer Nod2, principalement exprimée dans les my@s et les macrophages, aprés son
internalisation dans les cellules phagocytairesai@inet al, 2003b).

Nodl est présente dans de nombreux tissus telleggoumons. Nod1 peut étre activée dans
de nombreux types de cellules épithéliales commecédlules du tractus oro-pharyngé, du
colon, de I'cesophage et du cerveau, mais aussilesmsonocytes. Cependant, Nod1 et Nod2
restent trés peu étudiées dans les cellules épidslrespiratoires humaines (Inohataal,
1999 ; Ueharat al, 2006).

11.1.2.3. Le TNFR1

Comme son nom lindique, TNFR1 est un récepteurTté-o. Il est largement
exprimé par les cellules épithéliales. Il est égelet considéré comme récepteur de la
protéine A deS. aureusDans les monocytes et les fibroblastes, la pretdi interagit avec
TNFRL1 et induit la sécrétion d’'ILgL IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y et TNFo (Tufanoet al, 1991 ;
Perfettoet al, 2003). Les souches & aureugiéficientes pour la protéine A provoquent une
mortalité plus faible chez les souris que les seaatormales (Palmqvist al, 2002). En se
fixant sur le TNFR1, la protéine A et le TNFactivent la méme voie de signalisation a savoir
la mobilisation et le clivage de TNFR1 dans le cartiment extracellulaire ainsi que la
production d’IL-8 et le recrutement des neutromia I'activation de NF<B (Gomezet al,
2004).
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[1.1.2.4. Les PGRPs

Les « Peptidoglycan Recognition Proteins » (PGRBB) des protéines qui possédent
une forte affinité pour le peptidoglycane d’ou lemom. Elles sont impliguées dans la
résistance aux bactéries (Miclatlal, 2001). Ces protéines, trés conservées des issagie
mammiféres, ont été isolées pour la premiére fdiezdrosophila melanogasterOn
distingue 4 types de PGRP : PGRP-S, PGRP-L, PGRR-PGRP{ contenant chacune au
moins trois domaines conservés de liaison au pagltidane (Girardin et Philpott, 2004).
PGRP-S, la protéine la plus étudiée, est obseraée ks granules des neutrophiles ou elle
diminue la croissance des bactéries a Gram patifaible virulence et induit leur mort
intracellulaire. La PGRP-S n’agit pas §iraureus
PGRP-L ressemble a I'amidase sérique en terme ids pwléculaire et de spécificité pour le
ligand et posséde une activité enzymatique. Ell¢ pae sérique comme les amidases mais
elle peut également étre membranaire @fial, 2001). PGRP-L dégrade le peptidoglycane et
inhibe son activité pro-inflammatoire. Elle joue téle mineur dans la réponse immunitaire
contreS. aureugXu et al, 2004).

PGRP-b. et PGRP{ sont surtout exprimées dans les cellules épitleélimalpighiennes de

I'cesophage ; les mécanismes de leur activité aictiemienne sont mal connus.

[I.2. Les chimiokines et leurs récepteurs

[1.2.1. Les chimiokines

Les chimiokines constituent un groupe de petitesémes sécrétées de 8 a 12 kDa,
qui sont capables d’induire le chimiotactisme dembreuses cellules telles que les
neutrophiles, les monocytes, les lymphocytes, lesinéphiles, les fibroblastes et les
kératinocytes. Ces molécules interagissent avec désepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés a la protéine G. Lesickines sont caractérisées par la présence
de quatre cystéines en positions hautement corese(i#gure 13). La position NHerminale
des résidus cystéines permet de classer les chimmlet leurs récepteurs en 4 familles :
CXC, CC, C et CX3C.

Les chimiokines de la famille CXC sont caractérsspar la présence d’'un acide aminé entre
les 2 cystéines. Celles de la famille CC sont ¢éris@es par I'absence d’acides aminés entre
les 2 cystéines. Les familles CXC et CC constitlest2 grandes familles de chimiokines. La

famille C quant a elle, possede une seule cysgtioemporte 2 membres, la lymphotactine et

46



Introduction : Inflammation eémmunité

la SCM1B. Enfin, la famille CX3C est caractérisée par lasence de 3 acides aminés entre

les cystéines et est composée d’'un seul membimacdtlkine (Mackay, 1997).

Figure 13. Familles des chimiokines (Rollins, 1997)

Les chimiokines sont groupées en 4 familles: CRC, C et CX3C, en fonction de leurs
caractéristiques génétiques et structurales (Cst&wye). Toutes les chimiokines possedent 3 feafille

et une hélice alpha COOH terminale. La plupart dbeniokines présentent également 4 cystéines en
positions hautement conserveées.

Les chimiokines des différentes familles posséddes structures monomériques tres
semblables qui comprennent une boucle, Mifminale, 3 feuillet$ anti-paralléles connectés
par des boucles et une extrémité COOH terminalbétine alpha (Figure 13) (Cloet al,
1990 ; Baldwinet al, 1991). La présence ou I'absence d’'un motif dei@es aminés (Glu-
Leu-Arg) en amont du premier résidu cystéine ;Ntdrminale permet de diviser les
chiomiokines CXC en 2 types : ELRt ELR (Hebertet al, 1991). La présence de ce motif
confére aux chimiokines une fonction angiogénigaedis que son absence engendre des
propriétés angiostatiques.

En général, les chimiokines attirent différentsclaaytes. Les chimiokines CC attirent

principalement les cellules mononucléaires, leinéphiles et les basophiles. Les CXC ELR
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attirent les neutrophiles, et les ELRttirent les lymphocytes. La lymphotactine atties
lymphocytes T et les chimiokines CX3C attirentligaphocytes T, les « Natural Killers » ou
NK et les monocytes.

Les chimiokines et leurs récepteurs posseédentquitssifonctions biologiques. Ils jouent un
role dans l'inflammation, I'angiogénese, le dévelement des organes lymphoides, le trafic
et le recrutement cellulaire etc... (Rossi et ZIot@R00). A ce jour, prés de 50 chimiokines et

18 récepteurs ont été découverts (Table 6).

Old name New name Receptor Main target
L& CxCLa o Meut rephils
CXCLE CXCR1 —+&
NAP2 CRCLY
ENA-TR CXCLS CHECR? ——»
GROo CRCLY
GROB CXCL2
GROy CXCL3 B cells
PFa CXCLA =
IP1n CXCL1D CXCR3B
*hllrltﬁ CXCLO g CXCRIA e
AC CXCL11 kol
SPF1o/p CXCE1? CXCR4 : mryeloid DCs
BCAL CxCL13 CXCRS x P eat Lo
CXCL16 CHCRE —m—s myeloid DCs
BRAK CXCL14 Utk pown Plasmaeyrond
MEPT coLd DCs
MCP4 CCL13 - T Monocytes
M CCLY CCR2 4
MERL Cels
MIP1 B ar l
MIPT o CCLY CCRS .
MIPLoP CCLEL
%NTES CCL5 Easinophils
MPIF-1 Cel2s
HECA1 CCL1a CCR1
-2 CCL15
%4 CCL1G Bmup]' ils
Eatasin cCL1l CCR3
Eataxin-2 L4
Eataxing CCL26 —_—
TARC CCL1y — . e 1 Malwe Teells
MDC CCL22 —— CChA Memory T cells
MIP3 o CCLzo CCRE  ———— Tl colls
f.[‘: cCL1g —— CCRT T2 cells
aLC GeLil —— .. cells
[-309 CClL CCRA .
TECK CCLas CCRO ——&
ﬁﬁﬂ Cear ———ccri0 ——4 NE cells
FARC CCL1R Unknown
Lymphotactin - XCL1 —_— i
SCMIR WCiz, —— — ¥GRL
Fracralkine CX,Cl1 CX,CR1

Table 6. Les chimiokines et leurs récepteurs (Mardai et al., 2006).

L'ancienne et la nouvelle nomenclature des chimieki leurs récepteurs et I'expression de ces
récepteurs sur les leucocytes. Les chimiokinesgmgdtre pro-inflammatoires (rose), homéostatiques
(vert) ou les deux a la fois (jaune).

[1.2.2. Les récepteurs des chimiokines

Les récepteurs des chimiokines appartiennent agariamille des récepteurs couplés

a la protéine G, GPCRs (G-protein-coupled receptotts possedent une chaine
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polypeptidique unique avec trois boucles extratahes et trois boucles intracellulaires, un
domaine NH terminal impliqué dans la fixation du ligand et domaine COOH terminal
riche en Sérine/thréonine. La partie externe deptsur contribue & la reconnaissance de la
spécificité du ligand, alors que les parties tragsioranaires et intracellulaires sont
responsables de la signalisation et l'internalisa{iMantovaniet al, 2006). Les récepteurs
des chimiokines sont essentiellement exprimés asirlducocytes (Table 6). L'interaction
chimiokine/récepteur de chimiokine entraine uneratign des leucocytes, jouant ainsi un
réle important dans les réactions inflammatoireslaetmise en place d'une réponse

immunitaire.

[1.2.3. IL-8 ou CXCL8

L’IL-8, découverte en 1987, est une chimiokine pritammatoire de la famille CXC
ELR". Pour déclencher son activité biologique, la ¢eltible doit posséder les récepteurs de
I'IlL-8 permettant a cette derniére de se fixer ‘ectiver la cascade intracytoplasmique. Les
récepteurs de I'lL-8 sont au nombre de 2 : CXCR1Le8 RA et CXCR2 ou IL-8 RB dont
I'expression varie selon le type cellulaire conéeffisaiet al, 2000). Les stimuli induisant la
production de I'lL-8 sont nombreux. Une augmentatie la sécrétion de I'lL-8 par les
cellules épithéliales est observée suite aux ifestpar des bactéries & Gram positif comme
S. aureus des bactéries & Gram négatif comRe aeruginosaet des virus comme le
rhinovirus (Larssoret al, 1999 ; Massiort al, 1994 ; Schrotfet al, 1999). Une production
importante d’IL-8 est aussi observée chez les pitiatteints de pneumonies ou de la
mucoviscidose (Boutteet al, 1996 ; Tabaret al, 1998). Les activités de I'lL-8 sont variées
et la chimioattraction induite par I'lL-8 a été ebgte sur de nombreuses cellules circulantes :

les neutrophiles, les basophiles, les éosinophtléss lymphocytes (Baggiolini, 2001).

[1.2.4. GROa ou CXCL1

GROu ou “growth-related oncogene alpha”, est une auttemiokine pro-
inflammatoire de la famille CXC ELR GRQu a été initialement décrite comme
chimioattractante pour les neutrophiles mais dettetion chimioattractante peut s’étendre a
d’autres leucocytes. Elle a un récepteur en comavee I'lL-8 : le CXCR2. GR@ posséde
les mémes propriétés sécrétoires et chimioattreetagque I'lL-8. Des quantités importantes

de GRQ sont retrouvées dans les lavages broncho-alvésl@ilBA) de patients atteints de
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pneumonies ou présentant le syndrome de détrespeateire (Villardet al, 1995). Les
facteurs de virulence soluble & aureusnduisent une production importante de GR&

d’IL-8 par les cellules épithéliales bronchiquesiaines (Moreilhoret al, 2005).

[1.2.5. IP-10 ou CXCL10

L'IP-10 pour « Interferon-gamma Inducible Proteid+1 est une chimiokine pro-
inflammatoire de la famille CXC ELRElIle est connue pour étre produite par les moescy
les lymphocytes, les kératinocytes, les celluledodméliales et les neutrophiles en réponse a
différents stimuli dont linterféron (Cassatella996). Cette protéine présente 30 %
d’homologie avec I'lL-8. L'IP-10 est un facteur ofibattractant pour les monocytes et les
lymphocytes T. L'IP-10 est sécrétée également pardellules épithéliales respiratoires.
CXCRS3 est le récepteur de I'IlP-10. Suite aux infets par le rhinovirus, les cellules
épithéliales respiratoires humaines produisentgdesitités importantes d’IP-1 vitro etin

vivo (Spurrellet al, 2005).

[1.2.6. MIG ou CXCL9

MIG ou “monokine induced by gamma-interferon”, este autre chimiokine pro-
inflammatoire de la famille CXC ELRC’est une protéine isolée des macrophages. Elle
posséde une activité chimioattractaimevitro pour les TIL (tumor-infiltrating lymphocytes)
et pour les leucocytes activés par la phytohémiaghet MIG et IP-10 partagent un méme
récepteur, le CXCR3. La sécrétion de MIG par ldkiles épithéliales bronchiques peut étre
induite par I'lFNy (Sautyet al, 1999). Les patients souffrant d'une hépatite @iaigue
présentent des taux élevés de MIG et d’'IP-10 aganivntrahépatique (Zeremskial, 2007).

Des études récentes ont montré que la protéine &3tréptococcus pyogenasduit une
augmentation de la sécrétion de MIG par les cedl@f@théliales pharyngeales (Eliassbml,
2007).
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[1.2.7. MCP-1 ou CCL2

MCP-1 ou « Monocyte Chemoattractant Protein » mstahimiokine de la famille CC,
qui est produite par un grand nombre de cellulees que les cellules endothéliales, les
cellules musculaires lisses, les cellules épithledjales kératinocytes et les cellules
pulmonaires. Les inducteurs de cette chimiokinet soombreux et comprennent de
nombreuses cytokines (ILB1 TNF-u, IFN-yg, IL-4...), des bactéries Sfreptococcus,
Mycobacterium, E. colj)des composants bactériens (LPS, LTA...) (Gravedinal, 2007 ;
Tonget al, 2003 ; Kohwiwattanaguet al, 2007 ; Luoet al, 2007 ; Von Auloclet al, 2003)
et des virus (Influenzae, protéine LMP1 du EBV) ¢Biaget al, 2007, Buettneet al, 2007).
L’infection par S. aureusd’ostéoblastes ou de cellules endothéliales hussaamtraine une
augmentation de la sécrétion de MCP-1 (Basal, 2001 ; Tekstraet al, 1999). Les roles
biologiqgues de MCP-1 sont nombreux selon le typelle@e concerné. C’est une chimiokine
pro-inflammatoire qui a la particularité de mohglide calcium intracellulaire des monocytes,
des lymphocytes et des macrophages, tout en apagitfet chimioattractant sur ces cellules.
MCP-1 est le ligand de CCR2.

[1.2.8. RANTES ou CCL5

RANTES « Regulated on Activation Normal T cell Egpsed and Secreted » est une
chimiokine pro-inflammatoire de la famille CC, dut isolée pour la premiére fois en 1988 a
partir de lymphocytes T stimulés (Rollins, 1997)ett€ protéine est produite par les
lymphocytes T, les fibroblastes, les macrophages, dellules épithéliales, les cellules
endothéliales et les plaquettes (Thomson, 1994 Ebkt chimioattractante pour les
lymphocytes T de type mémoire, les monocytes, édisiles dendritiques, les éosinophiles et
les basophiledn vivo, I'injection sous-cutanée de RANTES dans diffésenbdeles animaux
entraine le recrutement de lymphocytes et de maesdiNelsoret al, 1997). RANTES peut
se lier a trois récepteurs: le CCR1, le CCR3 etC{eR5. Suite a certaines infections
bactériennes ou virales, comme l'infection au megapnovirus humain, la production de
RANTES est augmentée (Bab al, 2007). La protéine LMP1 du EBV augmente également
la production de RANTES par les cellules épithéBaBuettneet al, 2007). Matsuet al. ont
montré que le peptidoglycane 8eaureusaugmentait la production de RANTHESvivo chez
des souris qui ont été infectées par le peptideglgein vitro par des cellules de Langerhans
(Matsuiet al, 2007).
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[1.2.9. Eotaxine ou CCL11

L’éotaxine est une autre chimiokine pro-inflammedade la famille CC. Elle fut isolée
pour la premiere fois de LBA de cochons d’inde digmeant une réaction allergique (Jate
al.,, 1994). Cette chimiokine est caractérisée par &@aaté a attirer spécifiquement les
éosinophiles (Collingt al, 1995). L'éotaxine peut étre produite par lesutedl épithéliales,
les cellules endothéliales, les cellules muscugdiiigses, les macrophages alvéolaires et les
éosinophiles (Hemelaers et Louis, 2006). Elle egtrimée d’'une fagon constitutive dans
différents organes comme le cceur et le poumorgreespression peut étre augmentée suite a
des stimulations par des antigénes (Rothenbead, 1995a et 1995b ; Gonzadt al, 1996).
Par exemple, le virus Influenzae A induit une augraton de la production de I'éotaxine par
les cellules épithéliales (Kawaguadt al, 2000). Chez la souris, I'exposition bronchique et
nasale a I'entérotoxine B d& aureusentraine une augmentation de la sécrétion d’éuntaxi
(Hellings et al, 2006). L’éotaxine attire les éosinophilga un récepteur spécifique le CCR3
qui est également un des récepteurs de RANTESU{it al, 1996).

[1.2.10. MIP-3p ou CCL19

MIP-38 ou « Macrophage Inflammatory Protein 3 ou ELC (EBI1-ligand
chemokine) est une chimiokine homéostatique de dmille CC. MIP-3 se fixe
spécifiquement sur le CCR7 (Yoshidat al, 1997). Elle est exprimée d'une fagon
significative dans le thymus. Elle attire les lymopites T matures et immatures, les
lymphocytes B et les cellules dendritiques maigtinapas les monocytes ni les granulocytes
(Kim et al, 1998a et 1998b ; Kellermamenal, 1999).

[1l. Les cellules immunitaires

Différentes populations cellulaires sont impliquégasns I'immunité locale de la
muqueuse respiratoire. Ces cellules sont répadie®? grandes catégories : les cellules
lymphoides liées aux organes lymphoides et lesilesllphagocytaires (lignée myéloide)

capables d’ingérer des particules inertes ou vega(figure 14).
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Figure 14. Précurseurs des cellules sanguines.

La cellule souche hématopoiétique se différencieadinle souche pluripotente, qui se différencie a

son tour en progéniteurs lymphoides ou myéloides. grogéniteurs lymphoides se différencient

ensuite en lymphocytes T, B et NK. Les progénitewsloides donnent naissance aux globules

rouges, plaquettes, basophiles, neutrophiles, épsiiles et monocytes. Les monocytes peuvent se
différencier a leur tour en macrophages ou en tefiendritiques.

l1I.1. Les cellules phagocytaires

La phagocytose correspond a I'endocytose et ackivation ou la destruction des
agents pathogenes. Elle concerne les lignées aeillgcytes et de monocytes/macrophages,

issues du méme précurseur pluripotent appelé weetlyéloide ».
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[11.1.1. Les granulocytes

Les granulocytes, appelés polynucléaires a caubagpect plurilobé de leur noyau en
microscopie conventionnelle, comprend les neuttephi les ¢éosinophiles et les
basophiles.Les polynucléaires neutrophiles (PNM} $® type cellulaire le plus produit par
I'organisme, 10 milliards par jour chez un adulgmal. Leur durée de vie n’est cependant
gue de quelques heures dans la circulation. Dasscénditions physiologiques, les
neutrophiles ont un rdle protecteur vis-a-vis d#edtions bactériennes et fongiques, grace

aux nombreuses molécules actives qu'ils produiSeatile 7).

Facteurs antimicrobiens Myéloperoxidase, Défensinastoferrine
Protéases Elastase, Cathépsine G,
Collagénase, Stromélysine, Gélatinase
Hydrolases acides
Dérivés de I'oxygéne lons superoxyde, Peroxydedrfbgene,
Radicaux d’hydrogene, Oxygene singulet
Lipides bioréactifs Leucotriene B4, Platelet adiiva factor
Cytokines IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, MIP-1, TNF&, TGF$, G-
CSF, GM-CSF, M-CSF

Table 7. Molécules sécrétées par les polynucléairestrophiles.

En cas d'infection, la production de neutrophilssraultipliée par 10 en quelques jours. Les
polynucléaires sont des cellules tres mobiles. SboBuence de différents stimuli, ils
adhérent a la paroi vasculaire et migrent verdigssis. Le déplacement des polynucléaires
vers des substances chimioattractantes, tels guehleiokines, est désigné sous le nom de
chimiotactisme (Rollins, 1997). La progression nalend’'un phénomene inflammatoire est
dominée par une phase d’afflux de neutrophilesisud/une phase de prépondérance
macrophagique.

Les éosinophiles sont incapables de se divisesrdgtcaracterisées par leurs uniques granules
cristalloides qui contiennent quatre protéines cees fortement cytotoxiques. Les
éosinophiles sont capables d’étre cytotoxiquesredas parasites. Les produits libérés par les
eosinophiles peuvent provoquer des processus glathimlogiques (asthme) et des maladies

plus rares (pneumonies chroniques a €osinophiles).
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[11.1.2. Les monocytes et les macrophages

Les monocytes/macrophages sont considérés comme  g@gésgocytes

« professionnels » dont le rble principal est diassr la défense de I'héte envers les agents
infectieux. Les monocytes sont des précurseurs plusieurs types cellulaires observés au
niveau tissulaire, dont les macrophages. Les mdasagstent en moyenne de 6 a 8h dans le
sang et migrent dans les tissus, dont le poumoiisq@rennent des noms différents selon le
tissu concerné. Au niveau pulmonaire, on parle derophages alvéolaires qui auraient un
role d’effecteurs mais ne seraient pas des celjpiésentatrices d’antigénes (CPA) pour les
lymphocytes T, en raison d’'un déficit en molécutesstimulatrices de surface (Islet al,
2000). Les macrophages libres passent dans larem&l'arbre respiratoire, phagocytent les
agents pathogénes et sont éliminés par le biala d&irance mucociliaire. Cependant, les
cytokines qu’ils produisent, notamment [I'lL-12, luncent la réponse spécifique des
lymphocytes T. Les macrophages constituent la gmemdéfense contre les pathogenes

inhalés et ont un comportement pro-inflammatoiteswharqué que les monocytes circulants.

[11.2. Les cellules dendritiques

Ces cellules sont présentes dans tous les tisaufsgans le cerveau et la cornée. Dans
I'épithélium respiratoire, les cellules dendritiguse trouvent a linterface avec le milieu
extérieur. Les cellules dendritiques présentes WEngssus périphériques sont peu matures et
ne stimulent que faiblement les populations lymghsei Dans I'appareil respiratoire, les
cellules dendritiques sont peu présentes dans ueuse et I'épithélium de surface, mais
constitueraient les principales CPA (Holt, 2000.renouvellement des cellules dendritiques
est rapide (< 48h) et leur migration vers I'épithél de surface est fortement accrue en cas
d’infection (McWilliam et al, 1996).

[11.3. Les lymphocytes

Les lymphocytes ont été morphologiquement iderstifiey a plus de 100 ans. lls
présentent 2 types de morphologie : les petits hooptes (7 & &m de diametre) et les
grands lymphocytes (9 a 1pm de diamétre). La plupart des lymphocytes du sang
périphérigue sont de petite taille. lls constitulestcellules centrales du systéeme immunitaire
responsables de I'immunité acquise. Dans un orgamites lymphocytes représentent 20 a 40

% des leucocytes du sang et 99 % des cellules Benjghe. Il y a approximativement 0
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lymphocytes dans le corps humain (ce chiffre varigonction de la taille et de I'age : entre
10et 10?). Les lymphocytes circulent dans le sang et laplyende fagon continue et sont
capables de migrer dans les espaces tissulailes erganes lymphoides. Les lymphocytes
peuvent étre grossierement divisés en trois papuakatque rien (ou presque) ne différencie
sur le plan morphologique : les lymphocytes T (U€s lymphocytes B (LB) et les cellules
nulles (non-B, non-T) ou « natural killer » (NK)eds leurs marqueurs de surface permettent

de les différencier par cytométrie en flux.

111.3.1. Les « Natural Killer »

Les NK (Natural Killer) sont des lymphocytes nonAbn-B de grande taille qui
présentent des granules intracytoplasmiques diaunlem de grands lymphocytes a granules
ou LGL (Large Granular Lymphocytes). lls constituenviron 5 a 7% des leucocytes. Les
NK exercent de maniére spontanée une activité ayigpie vis-a-vis de cibles tumorales ou
infectées par des pathogenes intracellulaires oulgs virus. Par ailleurs, les NK expriment
des récepteurs pour le fragment Fc des immunogdiazaiet de ce fait peuvent étre « armées »
par des anticorps pour exercer une activité cytqtexdépendante des anticorps ou ADCC
(Antibody Dependant Cell Mediated Cytotoxicity).

[11.3.2. Les lymphocytes B

Les LB doivent leur nom a la bourse de Fabriciuszcles oiseaux, ou la moelle
osseuse « bone marrow » ou ils poursuivent leunratgdn chez 'Homme. lls représentent
10 & 15 % des lymphocytes circulants. On les tralass la rate et les organes lymphoides
secondaires ou ils interagissent avec les celligeslritiques et les LT (Clark et Lane, 1991).
Activés, les LB se différencient en plasmocytevaui le principe d’expansion clonale. Les
LB portent des molécules du CMH de classe |l a $emface, et de ce fait ils ont une fonction
de cellules présentatrices de I'antigene vis-ages LT. Leur récepteur spécifigue, BCR (B
Cell Receptor) est constitué d'immunoglobulines rheamaires. Les plasmocytes produisent
de grandes quantités d’immunoglobulines correspundau récepteur engagé dans la
reconnaissance d’'un antigéne spécifique. lls scaattiqulierement nombreux dans la

muqueuse respiratoire.
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[11.3.3. Les lymphocytes T CD3

Les LT sont issus de cellules souches originaidadmoelle osseuse mais leur
maturation a lieu dans le thymus ou ils subissem sé€lection durant laquelle 95 % des
cellules sont éliminées. Les LT sont ensuite libé&gus forme de cellules naives. Le thymus
n'a cependant qu’un réle limité dans le temps &trgphie avec I'age (apres la dixieme année
chez 'homme). Cette dégénérescence précoce egtetmée par le nombre élevé de LT
circulants, dont les LT mémoires au repos, capatdetourner vers le tissu ou elles ont une
grande probabilité de rencontrer a nouveau leugame spécifique.

Les LT reconnaissent des fragments d’antigéne ptésear les molécules du CMH
via leur récepteur de surface appelé TCR (T Cell RecepCe récepteur est un complexe
constitué de six chaines polypeptidiques, dontétérbdimerexfs ouyd (liaison a I'antigene)
et des chaines CB3y eté (Wange et Samelson, 1996). Les chaines polypgpéss, v etd
de la molécule CD3 sont associees entre ellesladaeme d’hétérodimeres CB3et CD3e,
et a un homodimere de chainggCD247), une chaine commune a plusieurs récepteurs
L’ensemble est physiquement associé au TCR, parirdesctions entre acides aminés
chargés + et - au niveau de leurs segments tranisraaaires. Les différents composants de
CDa3 a la différence du TCR, possédent un impodamaine cytoplasmique dont la fonction
est de transmettre un signal d’activation intradeite lorsque le TCR est engagé dans une
interaction avec l'antigéne. La molécule CD3 estaifante ; elle est présente sur la
membrane de tous les LT des lors qu’ils exprimenfTCR, et constitue un bon marqueur
pour les identifier. La plupart des anticorps &3 disponibles reconnaissent le composant
CD3k. Les LT CD3 représentent 65 a 80 % des lymphocygiezilants. Les LT sont
subdivisés en deux sous-populations fonctionnedle&dentifiables par des marqueurs de
surface. Les CD4 qui constituent 2/3 des LT CD&stCD8 qui forment 1/3 des LT CD3
(Snow, 1994). La maturation de certaines sous-@ojonis de LT est possible en dehors du
thymus. Ces cellules ne portent pas de moléculessaoires CD4 et CD8. Elles recirculent
peu et n'ont pas besoin des organes lymphoidesdaites. C’est le cas des LT portant un
TCR de typeyd qui sont capables de reconnaitre un antigene pabipriété qui les rapproche
des NK et des macrophages. LessTsont particulierement nombreux dans les épith&ium
ou ils peuvent réagir rapidement a la présence edidg infectieux. lls initieraient et

réguleraient ainsi la réponse par les celluleypedp et les LB (Boismenu et Havran, 1997).
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111.3.3.1. Les lymphocytes T CD8

Ces LT, qui expriment la molécule CD8, sont égalemappelés « lymphocytes
cytotoxiques ». lIs se lient spécifiqguement audutes infectées par des agents infectieux
intracellulaires (virus,.). ou aux cellules tumorales qui présentent a lewnfase des
marqueurs cellulaires spécifiques. A lissue ddaece¢connaissance, les CD8 liberent des
substances toxiques pour les cellules, telles gsigérforines. Ces perforines s’'insérent, par
groupes, dans la membrane de la cellule cible, datndes pores dans celle-ci. Ces pores
provoquent lI'entrée de liquide extracellulaire ddascellule cible par un phénomeéne

d’osmose, et entrainent sa mort par un mécanisnue di lyse osmotique ».

111.3.3.2. Les lymphocytes T CD4

Les LT auxiliaires ou helper (Th) appartiennentaapbpulation caractérisée par la
présence de la molécule CD4 (T CD4). La moléculet @Bt une glycoprotéine qui a pour
ligand I'une des formes des molécules du CMH, le#nules HLA de classe Il. Les LT CD4
coordonnent la réponse immunitaire spécifiquealigplifient la réponse immunitaire face a
un agent pathogéne, en stimulant l'activité deseautellules de I'immunité, tels les LB, les
LT CD8 et les macrophages. lls exercent leurs fonstentre autre par le biais de médiateurs

solubles comme les cytokines, qu’ils sécrétenglgis sont activés par I'antigéne.

[11.3.3.3. La polarisation des lymphocytes T

La classification des LT CD4 en sous-groupes ThIh&ta originellement été définie
chez la souris par Mosmann (Mosmaanh al, 1986). En fonction de I'environnement
cytokinique, les LT CD4 naifs, ou ThO, se différemt en Thl ou Th2 en inhibant la
différentiation vers l'autre profil (Glimcher et Mphy, 2000). Les ThO peuvent aussi se
différencier en Treg et Th17 (Figure 15).

58



Introduction : Inflammation eémmunité

T-bet
[ @ — N
\ - TNFx

ez STAT4

= IL-4
T & —e L5

IL-4 GATA-3 IL-12
//ém -6 c-Maf

TGF4
quoa
TGF-p
RORyt

IL&
Figure 15. Polarisation des lymphocytes T (Afzaliad., 2007).
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[11.3.3.3.a. La polarisation de ThO en Thl et Th2

La présence de I'lL-12 entraine l'orientation d’alone ThO vers un profil Thl en
activant la voie de signalisation STAT-4. Les Tlohtscaractérisés par I'expression de T-bet
et produisent de I'lL-2, de I'IFN et du TNF. Ces cytokines sont impliguées dans le
recrutement des macrophages, dans [l'activation aleréponse immunitaire cellulaire
conduisant a I'élimination des pathogénes intrata@lles (ex: virus) et des cellules
cancéreuses, et dans la prévention des réactithypatsensibilité de la peau (Pulendran,
2004). La différentiation des ThO en Th2 est inglpar I'lL-4 via la voie de signalisation
STAT-6. Les Th2 sont caractérisés par I'expressierGATA-3. Les cellules Th2 induisent
I'immunité humorale, permettant aux LB grace aéarétion d’anticorps de participer a la
destruction des organismes extracellulaires. Chsle® sécretent essentiellement de I'lL-4,
I'IL-5, I'IL-6, I'lL-10 et I'lL-13. Les cytokines produites lors d’une réponse Th2 favorisent la
croissance et 'activation des éosinophiles etlidesophiles. L’équilibre entre les deux sous-
populations Thl et Th2 permet de maintenir une lustadie fonctionnelle générant une
réponse immunitaire appropriée (Kidd, 2003). Leisnabkines jouent un rdle important dans
la polarisation et la mise en place d’'une réponk&/Th2. MIP-L, MIP-13 et RANTES
orientent la différentiation ThO vers Thl, tandisegMCP-1 I'oriente vers Th2 (Luther et
Cyster, 2001). Les Thl produisent préférentielledmdiP-1a, RANTES, MIG et IP-10.
Tandis que les Th2 sont associés a une productid@P-1, MCP-3, éotaxine, 1-309, SDF et
TARC (Dong et Flavell, 2001) (Figure 16).
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Figure 16. Polarisation de ThO en Thl et Th2.

En outre, les Thl expriment préférentiellementréesepteurs CCR5, CCR1 et CXCRS3 alors
gue les Th2 expriment CCR3, CCR4, CCR8 et CXCR#Askies chimiokines, par le biais de
I'expression de leurs récepteurs sur les lymphacypermettent d’attirer sur leurs sites de
production des populations lymphocytaires spéocigqL’expression de CXCR1 et CXCR2,

les récepteurs de I'lL-8, sur les lymphocytes, emlse pas étre liée au profil Thl ou Th2.

[11.3.3.3.b. La polarisation de ThO en Treg

Les Treg sont retrouvées essentiellement dans rig, da thymus, la rate et les
ganglions lymphatiques. lls constituent 6 a 10 % O& CD4+ présents dans ces organes
(Shevach, 2002 ; Sakaguchi, 2005). La différemtiatdles Treg a lieu dans le thymus et
nécessite la présence de T@Fensuite les Treg migrent vers les organes lyngdwet les
tissus périphériques. Il existe au moins deux tygesLT régulateurs. Le premier type
comprenant les Trl et les Th3, contrble la répamseunitairevia la sécrétion de cytokines.
Les Trl et les Th3 produisent respectivement del0 et du TGB (Cottrezet al, 2000 ;
Groux et al, 1997 ; Weiner, 2001). Le second type correspomxi Breg dits naturels
(Sakaguchet al, 1995). Ce type agit par contact direct avec démutellules. Chez la souris,
les Treg naturels sont caractérisés par I'exprassimstitutive de CD25. Chez I'Homme, les

les LT CD4 exprimant un trés haut niveau de CD2%espondent en majeure partie a des
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Treg. A I'heure actuelle, on considéere que I'expias du facteur de transcription Foxp3 est
spécifique des Treg (Hoet al, 2003 ; Fontenadt al, 2003) (Figure 15). Les Treg inhibant
vitro la prolifération des LT CD4+ et CD8+, et la séienétde cytokines par ces cellules en
réponse a des stimuli. Les Treg diminuent égaler@eréponse des LT CD8, des NK et des
LT CD4 aux antigénes spécifiques (Dieckmaatral., 2001 ; Winget al, 2003). Les Treg
possédent plusieurs fonctioimsvivo en plus du maintien de la tolérance au Soi tejles le
contr6le de l'allergie, la régulation des réponaag agents pathogenes et la prévention du
rejet de greffe (Baecher-Allan et Hafler, 2006 ; étsu et Dekruyff, 2006, Rousg¢ al, 2006,
Belkaid et al, 2006 ; Waldmanret al, 2006). Des étude@ vitro ont montré que la
signalisationvia le TCR est importante pour le fonctionnement desgTD’autres étudeis
vivo montrent un roéle important de la production d’lQ-&t de TGB comme médiateurs de
l'activité des Treg, et n’excluent pas limplicatiode médiateurs solubles dans le
fonctionnement des Treg, qui peuvent interagir daexellule a petite distance ou par contact
direct (Dieckmanret al, 2002 ; Nakamurat al, 2004 ; Nakamurat al, 2001).

La migration des Treg vers les organes et les gismplique plusieurs chimiokines et
récepteurs des chimiokines. Le CXCL12 et le CXCRuisent la migration des Treg vers la
moelle osseuse (Zoet al, 2004). Le CCL22 et le CCR4 permettent leur migrawers les
ovaires humains présentant un cancer et vers &fogs cardiaques de souris (Cumtlal,
2004 ; Leeet al, 2005). Le CXCL19 et le CCRY7 facilitent la migmati des Treg vers les
organes lymphoides (Lirat al, 2004). Certaines chimiokines de la famille CC (2C3, 4,

5, 7 et 13) et leurs récepteurs le CCR2 et le Co#thettent la migration des Treg vers les
sites d’inflammation (Bruhét al, 2004 ; Wysocket al, 2005) (Figure 17).
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Figure 17. Migration des Treg vers les tissus egjanes (Wei et al., 2006).
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[11.3.3.3.c. La polarisation de ThO en Th17

Les LT produisant de I'lL-17, appelés Th17, ont €&éemment identifiés comme une
nouvelle classe de LT effecteurs, différente dek, T2 et Treg. Les Th17 se développent en
présence de I'IL-6 et du TGBF et cette étape de différentiation est fortemahtbée par les
cytokines Thl et/ou Th2 (Figure 18). La signalisatria I'lL-6 active Stat3 et le facteur de
transcription ROR. La signalisationvia le récepteur du TGQF le TGFRII, est aussi
essentielle pour la différentiation des Thl7, puéstps LT déficients en TGFRII ne peuvent
pas se différencier en Th17. En présence d’IL-28,Th17 sécrétent de I'lL-22 (Stockinger et
Veldhoen, 2007). L'IL-27, quant a elle, inhibe i&&rentiation des Th17.
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Figure 18 Polarisation des ThO en Th17 (StockingetrVeldhoen, 2007).

L'IL-17 est un médiateur pro-inflammatoire possédde multiples fonctions. Localement,
I'lL-17 stimule la production de I'IL-6, de I'oxydeaitrique (NO) et de la prostaglandine E2
(PGE2). Elle agit également en synergie avec dégutiytokines inflammatoires telles que
I'lL-1 B, le TNFa, 'IFNy et le CD40L, aboutissant a 'amplification de flammation (Afzali

et al, 2007). L’IL-17 induit le chimiotactisme des neafihiles et des monocytes vers les sites
d’'inflammationvia des médiateurs chimioattractants, tels que I'lIM&EP-1 et GR@. Elle

augmente la production de facteurs de croissancetopoiétiques tels le G-CSF et le GM-
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CSF, qui induisent la maturation et la croissanee ckllules recrutées. De plus, I'lL-17 agit
comme un «pont» entre l'immunité innée et I'imménadaptative en augmentant
I'induction de molécules de co-stimulation tels dl@AM-1 par d’autres cytokines, activant
ainsi les LT (Figure 19).
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Figure 19. Effets pro-inflammatoires de I'lL-17 (Adali et al., 2007).

[11.3.4. Le chimiotactisme des LT

Le chimiotactime est le déplacement orienté dekilesl dont la migration se fait le
long d’'un gradient de chimiokines. Il implique larpeption de subtiles différences dans la
concentration en chimiokines, et ['établissementund’ polarité mettant en jeu des
modifications du cytosquelette et des interactmaisésives avec la matrice extracellulaire. De
plus, les chimiokines contrélent la navigation deBules et leur arrét au contact des cellules
endothéliales, préalable a leur passage vers &sustiou sont exprimés les facteurs
chimioattractants, indirectement par une activaties intégrines secondaire a la liaison des
chimiokines a leurs récepteurs leucocytaires (Vatriah et Mempel, 2003 ; Miyasaka et
Tanaka, 2004). La grande variété de récepteurdideakines et des chimiokines, ajoutée a
la diversité des molécules d’adhérence, offre ddtiptes possibilités d'adressage et
d’orientation utilisables par les lymphocytes peserdiriger vers de multiples localisations. Le
CCR7 est exprimé sur tous les LT naives mais aussicertains LT mémoires au repos
(Sallustoet al, 1999). Les ligands du CCR?7 jouent un role impurdans I'entrée des LT
naives dans les ganglions lymphatiques. MJRiBjand du CCR7) permet la transmigration

des LT a travers la barriére endothéliale maisefgaht I'orchestration de la co-localisation
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dans la zone T de LT naives et des cellules démaes nécessaires a leur activation
(Banchereau et Steinman, 1998 ; Sprent et Surh2)2@h plus du CCR7, les LT naives
expriment le CCR9 et le CXCR4 qui permettent, grackeurs ligands (TECK et SDF-1
respectivement), le recrutement des LT naives @@snganglions lymphatiques (Kunket al,
2000, Papadakist al, 2000 ; Okadat al, 2002 ; Phillips et Ager, 2002). Aprées la rencentr
avec les cellules dendritiques, les LT acquiérenCKCR5 qui va permettre leur migration
vers les follicules ou la production de son ligdedBCA1 ou CXCL13, a lieu.

Les LT effecteurs expriment plusieurs récepteurscheniokines permettant leur
migration vers les sites d’inflammation. Les réeeps CCR1, CCR2, CXCRS3, CCRS5,
CX3CR1 et CXCR6 sont des récepteurs de chimiokimesnflammatoires qui permettent la
migration des LT effecteurs de type 1 (Thl) et a@e#lules cytotoxiques vers le site
d’'inflammation (Kimet al, 2001 ; Weningeet al, 2002). CCR3, CCR4 et CCR8 permettent
la migration des Th2 vers le site d’'inflammatioh.al été décrit que les LT expriment le
CXCRL1, récepteur exprimé préférentiellement sunkastrophiles, ce qui suggére que I'lL-8,
ligand du CXCR1, peut réguler la migration des lffeeeurs vers les sites d’inflammation
(Tani et al, 1998 ; Takatat al, 2004 ; Hes®t al, 2004). Les LT expriment également le
CXCR2, récepteur de I'lL-8 et de GRQ@Taniet al, 1998).

[11.3.5. Les lymphocytes T et I'inflammation pulmonaire

Les principales structures lymphoides se situetrig des voies aériennes. Le tissu
lymphoide associé aux bronches est trés peu dééeldpez les humains contrairement a ce
gue I'on peut observer chez les rats et les sowiissi, c’est surtout dans les structures
lymphoides autour des bifurcations des bronchesaeen et de gros calibre que les cellules
dendritiques ou les macrophages vont présenteradégenes pour induire une réponse
immune cellulaire ou humorale. Les lymphocytes iasesisibilisés peuvent alors entrer dans
la circulation pour se redistribuer au niveau desjneuses de I'arbre respiratoire. Chez des
sujets sains, les lymphocytes sont observés dapghélium respiratoire, préférentiellement
au niveau proximal, de facon isolée et passentdaas la lumiére (Breeze et Wheeldon,
1977 ; Fournieet al, 1989). Ces lymphocytes seraient de facon prédamténdu sous-type
CDS8 alors que ceux du sous-type CD4 seraient prg@ots en-dessous de I'épithélium. Les
biopsies bronchiques de malades avec un asthme ridg@rent une infiltration de la partie

basale de I'épithélium ou prédominent les LT CD#vaés dans un rapport CD4/CD8 de 3/1
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(Azzawi et al, 1990). Chez les fumeurs présentant une bronchi@nique, le nombre de LT
CD8 a tendance a augmenter par rapport aux LT CD8h@ughnessgt al, 1997).

D’'une maniéere générale, suite aux infections raspires bactériennes et virales, une
réponse immunitaire protectrice de type Thl esemis place. Cette réponse Thl intervient
également dans certaines maladies inflammatoiresiciues. Par contre, une réponse Th2 est
prédominante lors des infections parasitaires eigifpies. Chez les souris, linfection
pulmonaire chronique B. aeruginosaentraine une augmentation de la production d’lLefl2
donc une réponse de type Thl (Moser et al., 20@2pendant, certains pathogénes, comme
Mycoplasma pulmonipeuvent induire a la fois une réponse Thl et @ponse Th2, ou
simplement une réponse Th2. La bronchiolite séirgteite par le virus respiratoire syncytial
développe une réponse Th2 caractérisée par la g@iodud’'IL-9 (McNamara et al., 2004).
Dans I'emphyséme, on observe une accumulation @Enpoumons de lymphocytes Thl.
Cette reponse Thl est également observée cheatleatp atteints de la BPCO et est associée
a une augmentation de la sécrétion d’lP-10 (Bagh€nsio, 2004). Dans I'asthme allergique,
une réponse Th2 est prédominante dans l'inflammaboonchique, caractérisée par la
production de quantités importantes d’'IL-4, IL-5 let1l3 et associée a une éosinophilie
bronchique et une hypersécrétion de mucus (Busteraainske, 2001). L’asthme atopique
induit également une réponse de type Th2 caraéepar la production d’IL-4 et I'absence
d’IL-5 (Brugnoniet al, 1996). Les Treg permettent de supprimer ou miéVauto-immunité
en s'opposant aux lymphocytes impliqués dans dedioés auto-immunes. Chez les souris
allergiques, il a été montré que les Treg, indpds 'administration déMycobacteriumtué
par la chaleur, sécrétent de I'lL-10 et du PG suppriment le recrutement pulmonaire des
éosinophiles (Zuany-Amoriret al, 2002a et b). L'importance de I'lL-17 dans I'imnité
respiratoire a été mise en évidence par la subditptdes souris déficientes pour I'lL-17R, le
récepteur de I'lL-17, aux infections pulmonairetafas. Cette susceptibilité peut étre corrélée
avec une dérégulation de la mobilisation des nphtles et de la clairance bactérienne €te
al., 2001a ; Yeet al, 2001b ; Hoshinet al, 2000). Chez les souris et les rats, les LT astivé
issus des tissus pulmonaires produisent des géaniibportantes d’IL-17, induisant la
production de chimiokines et favorisant l'infiltran des neutrophiles (Miyamotd al, 2003 ;
Laan et al, 1999 ; Happelkt al, 2003). Les cellules épithéliales respiratoiresnaimes
stimulées par I'lL-17 produisent des molécules dbattractantes, mais dans des conditions
physiologiques normales, on retrouve trés peu @7Ldans les LBA humains (Laat al,
2002). Par contre, dans des conditions inflammedoila sécrétion d’IL-17 et le recrutement

de neutrophiles augmentent dans les LBA des patigr@anet al, 2002). C’est le cas par
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exemple des patients asthmatiques chez lesquadbsmrve €également une augmentation du
recrutement des cellules sécrétrices d’'IL-17 notamintes LT et les éosinophiles (Molett

al.,, 2001 ; Barczyket al, 2003). L'IL-17 stimule également la sécrétion ™ecines et la
production de protéines antimicrobienness par é#siles épithéliales respiratoires (Chein
al., 2003).

66



Introduction : La mucoviscidose

LA MUCOVISCIDOSE

|. Généralités

La mucoviscidose est la maladie génétique la ptéguente dans les populations
d’origine Caucasienne (Bobadikd al, 2002). La fréquence de la maladie varie entr@dd2
et 1/3000 (Zielenski et Tsui, 1995), et environ peesonne sur 50 est porteuse du gene muté.
En France aujourd’hui, 6000 malades sont atteiata dnucoviscidose dont 33 % ont plus de
18 ans. L’espérance de vie des patients atteinta dricoviscidose ne cesse d’augmenter et
actuellement elle atteint les 36,8 ans, alors tpi'€fait de I'ordre de 6 mois en 1938 (Figure
20) (Orensteinet al, 2002). La mucoviscidose affecte principalemens kenctions
respiratoires, digestives, génitales et cutanéepemdant, les infections respiratoires sont
responsables de 90% de la morbidité et de la nitértales patients atteints par la

mucoviscidose.
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Figure 20. Espérance de vie des patients atteints ld mucoviscidose (d’apgels
Fondation Américaine de la Mucoviscidose).

L’espérance de vie des patients mucoviscidosicuaisde 2 ans en 1950, et de 36,8 ans en 2006.

Cette pathologie se caractérise par une inflammatiassive avec une infiltration
massive de cellules immunitaires telles que legraphiles et les lymphocytes, une infection
chronique des voies aériennes et une colonisatiotébienne essentiellement @raureuset
P. aeruginosal’inflammation et I'infection conduisent progressiment a une bronchectasie,

une destruction pulmonaire et une insuffisanceiraispre.
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Il. Historique

Bien que le spectre clinique global de la mucodgse n’a pas été établi avant 1930,
certains aspects de la mucoviscidose ont été fadEnthien avant. En effet, dés 1700 des
publications suisses et allemandes établissaientlidas entre le manque de sel dans la
mucoviscidose et la maladie. En 1938, la mucoviasgdfut reconnue par Dr. Andersen, sur
des enfants mal nourris, leurs autopsies ont rédésobstructions des canaux glandulaires
pancréatiques par le mucus. Elle a émis I'hypotltgse la mucoviscidose est une maladie
récessive et était la premiére a avoir utilisé Agne pancréatique pour le traitement des
enfants malades. Initialement appelée « mucovis@de en 1944, cette maladie est
caractérisée par des secrétions de mucus aborndanbrealement épais avec des désordres
pancréatiques ; elle a donc été renommeée « fitkgstégue du pancréas » (« cystic fibrosis »,
CF pour les anglophones). En 1949, en se basarthséoédité autosomique récessive de la
maladie, il a été établi que la mucoviscidose dedtae due a un défaut dans un géne unique.
Il a été ensuite suggéré que la sueur des patitetats de la mucoviscidose était anormale, et
que le taux de sodium et de chlorure y était 5bis élevé (Davies, 2006). Le test de sueur a
été validé en 1983 par Paul Quinton pour le dégestde la mucoviscidose (Quinton, 1983).
En méme temps Knowles et ses collaborateurs ontréngue I'hyperabsorption de sodium
constituait le défaut principal de la mucoviscidaseniveau des voies aériennes (Knovdes
al., 1983). En 1985, la comparaison des génomes diéidame malades suivant la technique
RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism)eanpis d’identifier une zone de 30 Mb
contenant le géne impligué dans la mucoviscidosei@t al, 1985). Puis, en 1989, le géne
cftr, codant pour un canal chlorure AMPc-dependant alblg conductance et dont la
mutation entraine la maladie, a été découvert (Rens@t al, 1989, Riordaret al, 1989 ;
Keremet al, 1989). L'identité de ce gene a été vérifiée alisant des cellules dérivées des

canaux sudoripares.

68



Introduction : La mucoviscidose

lll. La protéine CFTR

Le géne cftr est situé sur le bras long du chromes@ (7931-3) (Tsuét al, 1985).
Son clonage a été décrit en 1989. Ce géne est @mg® 27 exons de 230 Kb qui sont
transcrits en un ARNm de 6,5 Kb (4,5 Kb codant).déeier code pour une protéine de 1480

acides aminés, la protéine CFTR (Figure 21).
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Figure 21. Gene cftr et protéine correspondante lf&on et al., 2003).

Le gene CFTR est localisé sur le bras long du closmme 7 et il est constitué de 27 exons qui codent
les 1480 acides aminés de la protéine CFTR.

[1.1. Structure, localisation et fonctions de CFTR

CFTR est une protéine de 170 kDa. Elle présentdodes homologies avec les
membres de la famille des protéines transporteAS$3 (ATP-binding Cassette) (Dean et
Allikmets, 1995). Cette protéine est constituée delomaines : 2 segments peptidiques
transmembranaires composés chacun de six hélia®pghobes, 2 domaines hydrophiles
NBD (Nucleotide Binding Domain) de liaison & 'ATBn domaine R constitué de 241 acides
aminés et contenant des sites potentiels de phodation des protéines kinases (PK) A et C
(Figure 22) (Rosenbergt al, 2004). L'adressage de CFTR au niveau de la merabra

plasmique dans les cellules épithéliales nécessglycosylation de la protéine.
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Figure 22. Structure de la protéine CFTR (Ackermaat Clapham., 1997).

CFTR contient 2 domaines de liaison aux nucleotithBD) qui lient et hydrolysent I'ATP, 2
domaines transmembranaires (TM) qui forment le tataun domaine régulateur (R) central. Ce
domaine R contient de nombreux sites de phosphimnylpour PKA et PKB.

La protéine CFTR est détectée a la membrane apiede cellules épithéliales
exocrines (Crawforet al, 1991). Sa localisation dépend directement delaripé cellulaire.
En effet, en I'absence de jonctions serrées, |#alee perdent leur polarité et la protéine
CFTR est alors retenue au niveau du réseau trdgegg@Morriset al, 1994). Au niveau des
voies aériennes, la proteine CFTR est déja préserntesemaines de gestation au niveau
cytoplasmique (Gaillardt al, 1994). Cette expression s’accroit durant lesestadtérieurs du
développement feetal et atteint vers le milieu degdatation un niveau supérieur a celui
détecté dans le poumon adulte (Tresral, 1993). En fin de gestation, la protéine adopte
une localisation apicale au niveau des cellulaéeaslde I'épithélium respiratoire (Puchedie
al., 1992). D’autre part, cette proteine a été loéalist testée fonctionnellement a la surface
des lymphocytes T (Yoshimued al, 1991 ; Krauset al, 1992).

Depuis la découverte de la protéine CFTR, plusitanstions lui ont été attribuées, la
principale étant son activité de canal chlorure.effet, les protéines de la famille des ABC
fonctionnent comme médiateurs de transport de &loitganiques et incluent entre autres les

protéines MDR (Multi Drug Resistance proteins) et Iprotéines MRP (Multi Drug
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Resistance associated proteins), ces dernieresdearprotéines de détoxification cellulaire
(Lallemand et al, 1997). Aprés reconstitution de la protéine CFTahd une bicouche
lipidique, il a été montré qu’elle présente unevéét canal chlorure de faible conductance
(Bearet al, 1992), pouvant étre stimulée par 'AMPc et régubar la PKA. A I'état basal,
CFTR est inactif (Sheppart al, 1994). La fixation et I'hydrolyse de I'ATP au mau des
domaines NBD ainsi que la phosphorylation par I&RIe résidus situés dans le domaine R
permettent I'activation et le maintien & I'étatibdu CFTR (Akabas, 2000) ; CFTR devient
donc perméable laissant passer les ionsApres sa phosphorylation, CFTR est désactivé par
des phosphatases (Gadsby et Nairn, 1999) et demipetméable.

La protéine CFTR régule également lactivité d’astrcanaux ioniques de la cellule
épithéliale. Elle stimule le canal chlorure de docbnductance ORCC (Outwardly Rectifying
Chloride Chanelyia 'ATP (Schwiebertet al, 1995). Elle inhibe le canal ENaC (Epithelial
sodium Chanel) sensible a I'amiloride (Stugtsal, 1995) et module les canaux potassium
ROMK (Rat Outer Medullary KChanel) (Loussouaret al, 1996) (Figure 23). CFTR joue
aussi un réle important dans I'exocytose et la ftiam de complexes moléculaires dans la

membrane plasmique (Bertrand et Frizzell, 2003).
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Figure 23. Action de CFTR sur différents canaux iaques (www.necker.fr).

CFTR stimule le canal chlorure de forte conducta@®CC via I'ATP, inhibe le canal ENaC et
module les canaux potassium ROMK

Le r6le du CFTR dans les cellules épithéliales eereastreint donc pas a la
perméabilité du chlore. Chez les patients mucadasiques, I'absence de CFTR influence

I'expression d’autres molécules telles que les §ines ayant un r6le important dans la
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réponse inflammatoire, les processus de maturdtigriransports ionigues et la signalisation

cellulaire.

[11.2. Mutations du géne CFTR

Le géne CFTR comporte environ 180 000 paires deshat 1550 mutations ont été
recensées a ce jour (4/12/200T1xtg://www3.genet.sickkids.on.ca/cftr/Statistics@amim)

dans la séquence codante, les signaux d’épissagkRi¥ messagers et d’autres régions. Ces
mutations peuvent étre classées en 6 classesleatwgranisme par lequel elles provoquent la
maladie (Figure 24).

» Les mutations de classe | affectent la productiedadprotéine. Il y a alors absence
totale ou partielle de la protéine liée a des nmutatnon-sens (G542X), des mutations
d’épissage (1717 : 1G> 1A) et des mutations entrainant un déphasage alerde
situées sur I’ARN messager codant pour la prot€iR€R.

» Les mutations de classe Il touchent I'étape deybibese. La protéine reste localisée
dans le cytoplasme et est dégradée. Trés peu tinm® fonctionnelles arrivent a la
membrane apicale de I'épithélium. La mutatikF608 fait partie de cette classe. C’'est
la mutation la plus répandue au monde (70% desetag)rrespond a la délétion de 3
nucléotides (CTT) entrainant la perte d’'une phdagiae en position 508.

» Les mutations de classe Il touchent I'activatidrizerégulation du canal chlore. Ce
sont des mutations faux-sens au niveau des sitéaisien de 'ATP (NBD1 et 2) ou
dans le domaine R qui aboutissent a une altérdeda fonction de la protéine CFTR,
régulée par la concentration en ATP cytosoliqus!dgit d’un défaut d’activation du
canal qui conduit a une conductance trés rédugeates Cl

» Les mutations de classe IV touchent également tatimn du canal CFTR. Elles
affectent la conductance et les mécanismes d’ounecett de fermeture du canal. Elles
incluent les mutations dans les domaines transnmeambes.

* Les mutations de classe V incluent des mutatioms ¢ promoteur et des mutations
qui modifient I'épissage alternatif ou qui provogueaune synthése de la protéine
inefficace et donc une réduction du nombre de ¢réssde CFTR.

* Les mutations de classe VI affectent la stabil@ééCdFTR a la surface cellulaire.
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Figure 24. Différentes classes de mutation de CF{Rwe et al., 2005).

Les différentes classes de mutation du gene dftr:sdasse | (absence de synthése), classe lagdéf
de maturation et dégradation prématurée), class€nlauvaise régulation), classe IV (défaut de la
conductance du chlore ou fermeture du canal), easg¢diminution du nombre de transcrits) et classe
VI (turnover accéléré de la surface cellulaire).

IV. Pathologie respiratoire

La pathologie respiratoire constitue la principsdeise de morbidité et de mortalité des
patients atteints de la mucoviscidose. CFTR jouedisnmajeur dans cette pathologia son
implication dans les modifications du liquide defaoe respiratoire, des infections et de

'inflammation observés dans la mucoviscidose.

IV.1. Modifications du liquide de surface

Des études réalisées chez I'animal et chez I'Homomtemontré que le transport du
mucus au niveau des voies aériennes de conductiait sliminué dans les pathologies
d’hypersécrétion bronchique rencontrée dans la mscidose (Puchellet al, 1985 ; Shalet

al., 1990). De plus, une étude récente a montré quprtgpriétés antibactériennes du liquide
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de surface sont également diminuées dans la muidese (Moraegt al, 2006). L'origine

de ces altérations reste au centre de nombreuxtsddbast classiquement admis que la
mucoviscidose est caractérisée par l'absence @tidonalité des canaux chlore CFTR, mais
on ne sait pas dans quelle mesure I'absence dediomalité de la protéine CFTR modifie le
transport des ions et le degré de salinité dudiede surface bronchique. Deux hypotheses
sont actuellement proposées dans le but d'expliggseanomalies de clairance mucociliaire

observées dans la mucoviscidose (Figure 25).
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Figure 25. Modéles hypertoniques et isotoniquestdasport d’ions (Wine, 1999).

a) hypothese d’une augmentation de la salinité dbezpatients mucoviscidosiques (A2) par
rapport a la normale (Al). b) hypothese de réductidu volume chez les patients

mucoviscidosiques (B2) par rapport a la normale)(B1

[‘\'-{;, I

IV.1.1. Dérégulation des concentrations ioniques : le mod&hypertonique

La premiere hypothése, proposée par le groupe dshWest que le liquide de surface

des voies aériennes de sujets normaux est relaiviepeu salé, par le fait que I'épithélium de
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surface absorbe de grandes quantités de fluide aséngieau et d’ions (Zabnet al, 1998).
Chez les patients CF, les ions &¥nt peu absorbés produisant un liquide de sudastnant
des concentrations élevées de NaCl (Figure 25apithiélium des voies aériennes humaines,
a limage de celui des canaux sudoripares, estivelaent imperméable a I'eau. A I'état
normal, I'absorption active de Nae fait selon les mémes modalités que celles déagoibur

le modeéle isotonique. En revanche, I'absorptiorCllese ferait par I'intermédiaire du canal
CFTR. Cette absorption de NaCl, non accompagnéeedabsorption proportionnelle d’eau,
rendrait le liquide de surface hypotonique. Chexz patients CF, I'épithélium respiratoire
serait imperméable aux ions chlore, le sodium ne/got étre absorbé rendrait ainsi le liquide

présent a la surface de I'épithélium respiratoyeentonique.

IV.1.2. Dérégulation des mouvements d’eau : le modeéle isoique

La seconde hypothése suggére que le volume duldéigdés voies aériennes est le
résultat d’'un équilibre entre la quantité de fluisiecrété et la quantité de fluide absorbé
(Boucher, 2004). Selon les auteurs, les anomaleslad protéine CFTR induisent des
modifications dans la régulation de la quantitéldigle sur I'épithélium respiratoire (Figure
25b). Par ailleurs, une augmentation de I'absomptie Na par le canal ENaC induirait une
augmentation de l'absorption du liquide. La comlion de ces effets induit une forte
diminution de la hauteur du liquide sur I'épithéliurespiratoire et une augmentation de la
viscosité qui va modifier la clairance mucociliaifelon cette hypothése, le liquide des voies
aériennes est moins hydraté mais les concentragonslaCl sont équivalentes entre les
patients CF et non-CF. Pour vérifier cette hypath&équipe de Boucher, a mesuré le volume
de fluide absorbé, la clairance et la compositionique, sur des cultures de cellules
épithéliales issues de préléevements bronchiquestCion-CF. La différence entre ces 2
cultures est observée au niveau de I'absorptiorfldde alors que les autres paramétres

n'étaient pas significativement différents (Matstial, 2000).

IV.2. Infections dans la mucoviscidose

La susceptibilité des patients mucoviscidosiquesiaigctions bactériennes des voies
respiratoires a été décrite dés la caractérisdeorette maladie. La mucoviscidose posséde un
spectre unique de pathogénes bactériens qui smpuidmment acquis en fonction de I'age des

patients. Parmi les microorganismes causant destiohs dans la mucoviscidose, sé&ul
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aureus appartient a la flore commensale et peut s'av@ahogene chez des patients
immunocompétentsP. aeruginosa Burkholderia cepacia (B. cepacjaH. influenzae

Stenotrophomonas maltophiliet Achromobacter xylosoxidarnsont considérés comme des
pathogénes opportunistes (Figure 26) (Goss et BW@67). D’autres microorganismes
généralement non pathogénes pour I'organisme ldite euvent étre retrouvés dans la
mucoviscidose, commAspergilluset les mycobactéries non tuberculeuses. Cepenlgant,
infections dans les premiéres années de vie saen#sllement dues §. aureuset H.

influenzaequi sont remplacés progressivement au cours desearpaP. aeruginosa
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Figure 26. Prévalence bactérienne en fonction dagde (d’aprés Goss et Burns, 2007).

Pourcentage de patients mucoviscidosiques présenties infections aux bactéries suivantes (tous
ages confondus) : P. aeruginosa (ligne rouge) 57,86 aureus (ligne verte) 51,7% ; H. influenzae
(ligne bleue) 16,2% ; S. maltophilia (ligne jauri),6% ; B. cepacia (ligne noire) 2,9% ; S. aureus
résistant & la méticilline (ligne violette) 14,6%.

Avant les avancées obtenues en matiére d’antibvapie et de nutrition, la mortalité
des patients mucoviscidosiques était due aux iofestrespiratoires &. aureuset aux
probléemes de nutrition. Actuellement, I'espéranee vie a augmenté et la mortalité est
principalement due aux infections respiratoirés aeruginosaUne antibiothérapie agressive
est utilisée dans le traitement des infections dkeezpatients mucoviscidosiques, ce qui a
permis le contrble des infections respiratoirés aureustH. influenzae En revanche, cette
antibiothérapie agressive a abouti & I'adaptation’edvironnement bronchique et a
I'apparition de la résistance aux antibiotiques sbeiches deP. aeruginosainitialement
sensibles, qui peuvent ainsi devenir des variantgoiides. Des souches & aureus

résistantes a la méticilline ont été égalemenéemldes poumons de patients atteints de la
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mucoviscidose a hauteur de 14,6 % selon la Fond&toéricaine de la mucoviscidose (US
CF Foundation) (Goss et Burns, 2007). Des étudmmntés suggerent qi& aureusaurait un
role dans l'infection respiratoire R aeruginosales patients CF, puisq& aureugprésente
une source de fer pour la croissancé’daeruginosdors de co-culturem vivo (Mashburret

al., 2005).

L'infection chronique &. aeruginosabservée dans la mucoviscidose est liée a lasenoie

de cette bactérie au niveau du mucus. Dans la negdese, on retrouve un mucus trés épais
qui génére un gradient d’'oxygene qui va favorigeformation d’alginate paP. aeruginosa

P. aeruginosava alors croitre dans un environnement restrainbxygéne et former des

macrocolonies qui vont permettre une infection ofgoe (Figure 27) (Worlitzsclet al,

2002).
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Figure 27. La diminution d'Q dans le mucus favorise I'infection &. aeruginosa dar
la mucoviscidose (Worlitzsch et al., 2002).

Epithélium respiratoire normal b) Perte excessiveliquide de surface c) Hypersécrétion persistante
de mucus d) Pénétration de la bactérie dans uneospimere hypoxique e) Adaptation de P.
aeruginosa aux niches en hypoxie via la formatitalgihate et 'augmentation de la densité des
macrocolonies f) Résistance des macrocolonies afendes secondaires telles que l'afflux de
neutrophiles qui favorise I'infection chronique

La déficience en CFTR semble jouer également ue idlportant dans l'infection
persistante des voies respiratoires pBr aeruginosa Les cellules épithéliales

mucoviscidosiques permettent une adhérence plusrtenge deP. aeruginosaque les
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cellules épithéliales normales (DiMangbal, 1998). Piert al. ont proposé que la protéine
CFTR est un récepteur de différents pathogénesRloméruginosgPieret al, 1996 ; Pieet

al., 1997). En revanche, Plotkows#i al. ont montré que l'internalisation d® aeruginosae
dépend pas de CFTR mais plutét de la polarité le@iéu et de I'intégrité des complexes
jonctionnels (Plotkowsket al, 1999). De plus, I'appareil respiratoire mucouiesique est
un milieu propice a la prolifération bactériennecause de linhibition par les fortes
concentrations de sels des molécules antimicrobe® aureusle premier pathogéne isolé
dans le tractus respiratoire des enfants atteiatiadnucoviscidose, adhere en priorité aux
composants du mucus de I'épithélium respiratoietiec adhérence est identique sur les
épithéliums CF et non-CF (Ulricht al, 1998). Cependant, I'adhérence de soucheS.de
aureusisolées de patients CF est plus élevée que celsodches isolées de patients non-CF
sur des cellules épithéliales bronchiques (Schwabal, 1993). Jarry et Cheung ont
récemment montré qu’aprés 1h d’invasi@n,aureusest internalisé dans les vésicules, ayant
les caractéristiques des endosomes, des cellulébélégles respiratoires normales et
mucoviscidosiques. Cependant, 4h post-invas®raureusse retrouve libre dans le cytosol
des cellules épithéliales mucoviscidosiques aloes dans les cellules épithéliales normales,
S. aureusreste dans I'endosome, ce qui inhibe sa réplicatib entraine sa destruction
progressive par le contenu de I'endosome. Cesurasaggerent que la mutati?r-508 de
CFTR est associée a un défaut dans la capacitgetlates épithéliales a contréler la sortie de
I'endosome et leur échec dans la dégradatios.daureusinternalisé, permettant ainsi une
réplication bactérienne intracellulaire et desdasitissulaires conséquentes (Jarry et Cheung,
2006).

IV.3. Inflammation pulmonaire dans la mucoviscidose

L’atteinte bronchopulmonaire, caractérisée pariofection et une inflammation est la
principale cause de morbidité et de mortalité deszpatients atteints de la mucoviscidose
(Heijerman, 2005). Cependant, il est encore maindéi I'infection est la cause ou la
conséquence de l'inflammation (Daleéh al, 2002). Bien que les avis sur ce sujet soient tres
controversés (Beckaat al, 2004 ; Armstronget al, 2005), il semblerait que I'inflammation
préceéde l'infection (Tirouvanziamt al, 2000 ; Hubeaet al, 2001b ; Carrabinet al, 2006).
Une étude récente chez la souris a montré quedamession des canaux ENaC entraine une
réabsorption du liquide de surface aboutissant ghémotype CF-like. Cette surexpression est

accompagnée d'un recrutement de neutrophiles etedaugmentation des secrétions des
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protéines inflammatoires (MIP-2 et analogue murnl'tL-8) en dehors de toute infection
(Mall et al, 2004). Ces résultats supportent I'hypothése Guftammation peut étre due a un

défaut du transport ionique avant toute infection.

IV.3.1. Les chimiokines

L'IL-8, la chimiokine la plus étudiée dans la mugsmidose, est utilisée comme un
marqueur d’inflammation. L’augmentation de I'lL-8mk le lavage bronchoalvéolaire de
patients CF a été observée pour la premiere fois982 (McElvaneyet al, 1992). Ensuite
une série d’études a montré un taux élevé de ceiteokine dans la CF (Machen, 2006). Par
exemple, Kammounét al ont montré qu’a I'état basal, les cellules séreugansdulaires de
trachée humaine mucoviscidosique secretent leskioge IL-6 et IL-8 en quantité
significativement plus importantes que les cellules-CF (Kammounet al, 1997). Il a été
également montré que les LBA de patients CF comiendes quantités plus élevées d’IL-8,
MCP-1 et MIG que les LBA de sujets contrbles (Haatlal, 2006). Quelques études
contradictoires ne montrent pas de différence Baative du taux de I'IlL-8 entre cellules
épithéliales CF et non-CF (Becket al, 2004 ; Reinigeet al, 2005 ; Wiszniewsket al,
2006), voire méme un taux d’lIL-8 sécrétée par hiles CF inférieur a celui des cellules
non-CF (Massengalet al, 1999). Il a été également décrit que les LBA déemts CF et
non-CF présentaient des quantités équivalentesRiBaGWyatt et al, 2000). Les LBA de
patients CF infectés p&. aeruginosacontiennent des quantités plus élevées d’IL-8, MCP
et MIG que les LBA de patients CF non infectésPaaeruginosau de sujets non-CF (Hartl
et al, 2006). Reinigeet al, ont montré que l'infection des cellules épithésabronchiques
CF parP. aeruginosan’avait pas d’effet sur la sécrétion d’IL-8 et @RCu. Par contre cette
infection augmentait la production d’IL-8 et de G&ar les cellules épithéliales bronchiques
non-CF (Reinigeret al, 2005). Les données de la littérature concernangélcrétion des
chimiokines par les cellules épithéliales broncbmluCF en absence ou en présence
d’infection restent cependant tres controversées. plus, a ce jour, l'infection paP.
aeruginosadans la mucoviscidose a été largement étudiéeaimrhent aux infections p&.

aureusqui restent trés peu explorées.
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IV.3.2. Les lymphocytes T dans la mucoviscidose

Les lymphocytes T représentent les cellules imnainei$ les plus nombreuses (48%
des cellules quantifiées) dans la muqueuse eulssmqueuse des voies aériennes CF et non-
CF (Hubeauet al, 2001a). Dans la muqueuse bronchique de patieRfsl&Cnombre de
lymphocytes T est plus élevé par rapport aux sigaiss (Azzawiet al, 1992). Plusieurs
études ont montré qu’au niveau des voies aériesuairieures, le nombre de lymphocytes T
et de mastocytes est augmenté, tandis que le natebgeanulocytes est réduit (Lespital,
2000 ; Henderson et Chi, 1992). Un nombre accryrdphocytes T est également observé au
niveau distal ou I'épithélium est sévérement lé¢ébeauet al, 2001a). Si I'on observe plus
de LT dans I'ensemble de la muqueuse bronchigest au niveau alvéolaire que leur nombre
est directement corrélé a une diminution de la tioncrespiratoire (Krafet al, 1999). Le
recrutement de nombreux lymphocytes T dans les\axéeiennes de patients CF reste encore
inexpliqué.

Dans la mucoviscidose, les lymphocytes circulamtgedines patients CF produisent
des quantités anormalement élevées d’IL-2 (cytoKimE), et des quantités similaires d’IL-10
(cytokine Th2) en comparaison avec leurs produstjer les LT de donneurs sains (Hubeau
et al, 2004). Les LT de patients chroniquement infegtésP. aeruginosaproduisent plus
d’IL-4 et moins d’'IFNy que les LT de patients non-infectés, suggérantpuédominance de
réponse Th2 chez ces patients (Brazeval, 2005 ; Moseret al, 2005). Néanmoins, la
prédominance Th2 corréle négativement avec uneebfamttion respiratoire. D’autres études
ont également mis en évidence cette prédominan2ed@hs les LBA de patients ayant une
infection chronique ®. aeruginosaEn effet, le nombre de LT Th2 CCRekt augmenté dans
les LBA de patients CF infectés par aeruginosecomparativement aux LBA de patients CF
non-infectés et de contrdles sains. Cette augnenta&st associée a des taux élevés de
cytokines Th2 comme [l'lL-4, I'lL-13, TARC et MDC da le LBA (Hartlet al, 2006).
Cependant, le nombre de LT Thl CXCRfans les LBA des différents groupes de patients
était identique. Une prévalence des maladies de Th2, telles que I'aspergillose broncho-
pulmonaire allergique est observée dans la mucdoase. Les LT proliferent en réponse aux
antigénes des organismes qui colonisent les pouesipatients CF tels qie aeruginosa
et A. fumigatugCasaultaet al, 2003 ; Lahatt al, 1989). Bien que les évidences supportent
la notion que la mucoviscidose est une maladie d®lgminance Th2, la neutrophilie
pulmonaire reste inexpliquée. Il a été récemmemtréoque I'lL-17, sécrétée par les Thl7,

régule le recrutement des neutrophiléa I'induction des chimiokines et la régulation de

8C
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I'expression de G-CSF. Des taux élevés d’IL-17'kt-83 sont retrouvés dans les crachats de
patients CF présentant une exacerbation pulmoriBuéin et al, 2007). Dans un modeéle

murin d’infection respiratoire 8. aeruginosail a aussi été montré que le recrutement des
neutrophiles est dépendant de I'IL-23/IL-17. Cagygere que la mucoviscidose pourrait étre

une maladie de prédominance Th17.
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Partie expérimentale : Objectifs

La mucoviscidose (CF) est une maladie génétiquesantale récessive, due a une
mutation du géne codant la protéine CFTR. La ppizlei cause de morbidité et de mortalité
des patients atteints de la mucoviscidose estdiimiation respiratoire chroniqgue due aux
infections. S. aureus une bactérie commensale de I'épithélium nasdluasdes premiers
pathogenes qui colonisent I'appareil respiratoies gatients mucoviscidosiques. aureus
précéde généralement la colonisation de I'épithéliespiratoire palP. aeruginosa

La défense innée de I'épithélium respiratoire visvis des infections bactériennes
impliquent & la fois I'intégrité et la polarité tdhire, les facteurs de défense sécrétés par les
cellules épithéliales et les cellules immun8&s. aureusest retrouvé de facon précoce et
chronique chez les personnes atteintes de mucdesei(CF). Chez ces personnes CF de
nombreuses cellules immunes s’accumulent dansédgsnis pulmonaires ou I'épithélium est
séverement lésé, en particulier les lymphocyted T) @u niveau des bronches distales.
Cependant, le réle spécifigue joué @araureusdans la réponse inflammatoire des cellules
épithéliales, dans I'accumulation des LT et dangragression de la mucoviscidose reste

encore trés peu étudié.

Le but de ce travail était de comprendre et d'@utd réle deS. aureuslors d'une
infection précoce, dans la sécrétion de chimiokipasles cellules épithéliales respiratoires
normales et mucoviscidosiques et le chimiotactisle®e LT primaires issus de patients CF ou

de donneurs sains.

Les lignées cellulaires utilisées dans ce trawailt $a lignée MM-39 (non-CF) et la
lignée KM-4 (CF). Ces cellules ont été développdass le laboratoire du Pr. Figarella C a
Marseille (Kammouniet al, 1999 ; Mertenet al, 1996) a partir de cultures primaires
provenant de bronches de donneurs et receveursuais de transplantations bi-pulmonaires.
La lignée MM-39 exprime fortement le CFTR alors daidignée KM-4 est homozygote pour
la mutationAF508. Ces cellules ont été transformées avec wehesauvage du virus SV40
et ont conservé une sécrétion constitutive et ésgule protéines sécrétées spécifiqgues des
glandes séreuses (lysozyme, lactoferrine, défensin8LPI), caractéristiques des cellules
épithéliales sécrétoires primaires. Les LT utilismns la premiére étude proviennent de
poches de sang de donneurs sains enrichies en daytels aprées élutriation. Dans la
deuxiéme étude, les LT provenaient de patientst@le elonneurs sains apres prélévement de
sang total. Aprés séparation des cellules monoairek sur gradient de densité, les LT ont

été purifiés par tri magnétique.
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Nous avons, dans un premier temps, analysé l'ictieradeS. aureusavec les cellules
épithéliales glandulaires bronchigues normales dansnodele en double chambre. Nous
avons étudié plus particulierement I'effet8eaureusur la production apicale et basolatérale
de chimiokines par les cellules épithéliales gldaides bronchiques et le chimiotactisme des
LT primaires de donneurs sains vis-a-vis des s@aaiy apicaux et basolatéraux de culture
de ces cellules. Nous avons ensuite analysé laledldl -8 dans le chimiotactisme des LT, et
enfin I'expression des récepteurs des chimiokines lses LT aprés contact avec les

surnageants de culture des cellules épithélialsdglaires bronchiques.

Dans un deuxieme temps, nous avons analysé l'otterade S. aureusavec les
cellules épithéliales glandulaires bronchiques @#&i)s notre modele en double chambre.
Nous avons étudié plus particulierement I'effet Sleaureussur la production apicale et
basolatérale de chimiokines par les cellules élitleé glandulaires bronchiques non-CF et
CF et le chimiotactisme des LT primaires de pasi€DF et de donneurs sains vis-a-vis des
surnageants apicaux et basolatéraux de culturesleatlules. Nous avons ensuite analysé le
réle de I'IL-8 dans le chimiotactisme des LT, etfienl'expression différentielle des

récepteurs des chimiokines sur les LT non-CF et CF.

84



RESULTATS



ARTICLE 1

T cell chemotaxis and chemokine release after Staphylococcus
aureus interaction with polarized airway epithelium

Escotte S., Al Alam D., Le Naour R., Puchelle E., Guenounou M.,
Gangloff S.C.

Am J Respir Cell Mol Biol. 2006 Mar;34(3):348-54.



ARTICLE 1

Chimiotactisme des lymphocytes T et sécrétion de ichiokines apres interaction
de Staphylococcus aureuavec des cellules épithéliales respiratoires poiaées.

L’épithélium respiratoire joue un rdle fondamenti@ns la défense de la muqueuse
respiratoire contre les agents pathogenes. En, édfetcellules épithéliales sont activement
impliqguées dans la défense immunitaire et l'inflaation respiratoireyia la sécrétion de
médiateurs inflammatoires tels que les cytokindssethimiokines permettant le recrutement
de cellules immunitaires (Diamord al, 2000). Chez 'homme, différentes études ont ngontr
une augmentation de la sécrétion d’IL-8, RANTESagime et IP-10 suite aux infections
(Larssonet al, 1999 ; Roseet al, 2002 ; Message et Johnston, 2004 ; Kawagetrhal,
2000 ; Tekkanagt al, 2002 ; Spurrelet al, 2005). Or, ces quatre chimiokines possédent un
pouvoir chimioattractant sur les LT (Baggiolini,®0) régulé par la présence et I'expression
des récepteurs de ces chimiokines sur les LT (Luk$98).

S. aureusest un pathogéne majeur impliqué dans les infestioespiratoires
nosocomiales et dans celles associées a certaatiesiqggies comme la mucoviscidose. Il a
été montré qué. aureusau contact de I'épithélium respiratoire, indiapbptose des cellules
épithéliales, la sécrétion d’agents antimicrobiende médiateurs pro-inflammatoires tels que
I'IlL-8 et I'lL-6, la stimulation des LTvia les superantigénes et I'accumulation des PNN au
niveau du site infectieux (Llewelyn et Cohen, 200R)¢anmoins, les conséquences de
I'interaction deS. aureudors de l'infection de cellules épithéliales brbitues polarisées sur
la sécrétion de chimiokines par ces mémes celletele recrutement des LT sur le site

infectieux restent tres mal définies.

Dans cette étude, nous avons développé un moddalaire en double chambre pour
analyser :

» La sécrétion des chimiokines (IL-8, RANTES, éotaxat IP-10) dans les surnageants
de culture apicaux et basolatéraux des cellulethd@les stimulées ou non p8&t
aureus

> Le chimiotactisme des LT primaires de donneursssé@D3, CD4 et CDS8) vis-a-
vis de ces mémes surnageants

» L’expression des récepteurs des chimiokines (CXCRACR3 et CCR3) sur les LT

primaires aprés contact avec les différents suanage
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T Cell Chemotaxis and Chemokine Release after
Staphylococcus aureus Interaction with Polarized

Airway Epithelium

Sandie Escotte, Denise Al Alam, Richard Le Naour, Edith Puchelle, Moncef Guenounou,

and Sophie C. Gangloff

Laboratoire d'lmmuno-Pharmacologie Cellulaire et Moléculaire, EA3796, Université de Reims Champagne Ardennes, IFR53; and INSERM UMRS

514, IFR 53, Reims, France

In response to bacterial infection, airway epithelium releases inflam-
matory mediators including cytokines and chemokines that lead to
immune cell efflux and could stimulate the adaptive T cell immune
response. The aim of our study was to analyze, in a double chamber
culture, the chemokine changes in response to Staphylococcus aureus
and their consequences for T cells. Our data show that S. aureus
stimulates basolateral and apical release of IL-8 and eotaxin by
airway epithelial cells. We also observed increased chemokine re-
ceptor expression on CD8* and CD4* T cells and enhanced chemo-
taxis of CD4" T cells toward apical supernatant. Our data strongly
suggest that S. aureus interaction with airway epithelium contrib-
utes to specific migration of T cells to inflamed sites.

Keywords: airway epithelial cells; chemokines; chemotaxis; Staphylococcus
aureus; T lymphocytes

Airway epithelium, which is exposed to many inhaled particles, is
a mechanical barrier that separates the submucosal environment
from the lumen milieu. Airway epithelial cells are actively in-
volved in the innate and acquired immune response and in the
pathogenesis of airway inflammation. In response to bacterial
infection, airway epithelium releases a broad spectrum of factors,
including antibacterial factors, cytokines, and chemokines, that
modulate the inflammatory response (1). Chemokines and their
receptors are important factors underlying the mechanisms regu-
lating the tissue-specific immune cell recruitment. Several che-
mokines are produced either constitutively or in the setting of
airway inflammation. In humans, several airway infection studies
have reported increased expression of IL-8 (2, 3), eotaxin (4, 5),
regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted
(RANTES) (6) and IFN-y-inducible protein-10 (IP-10) (7). The
CXC chemokines IL-8 and IP-10 are chemotactic for neutrophils,
monocytes, and T lymphocytes. Eotaxin and RANTES, CC che-
mokines, are also chemotactic for inflammatory cells like eosino-
phils, basophils, mast cells, monocytes, and lymphocytes (8).
Furthermore, selective homing and/or preferential accumulation
of these effector cells are also regulated by the expression of a
specific chemokine receptor pattern on their surface (9-11).

T cells are critical adaptative mediators in inflammatory
diseases, endowed with the capacity to initiate, amplify, and
terminate antigen-specific immune responses. They are a highly
heterogeneous population that shows complex patterns of traf-
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ficking (e.g., presence of specific CD4* or CD8" T cell subsets
in the infectious environment) (12, 13). Type 1 and type 2
T cells can be functionally identified among the CD4* and CD8*
T cells on the basis of their cytokine pattern and their chemokine
receptor pattern (14). A number of pulmonary diseases are char-
acterized by preferential accumulation of type 1 or type 2
T cells, which specifically modulate defined aspects of pathogene-
sis in affected tissues (15, 16). For example, T cells infiltrating
the airway of patients with chronic obstructive pulmonary dis-
ease and pulmonary sarcoidosis were shown to have a type 1
profile and to express high levels of CXCR3, the IP-10 receptor
(17). T cells isolated from asthmatic human bronchoalveolar
lavage fluid were found to have a type 2 profile and to express
preferentially CCRS and CXCR3, the receptors for RANTES
and IP-10, respectively (18). The selective recruitment of type
1 or type 2 T cells into the lung is therefore a critical event for
the development of the pathogenesis of airway inflammatory
diseases.

Staphylococcus aureus, classically considered as an extracellu-
lar pyogenic pathogen that can persist in epithelia, is one of
the first pathogens to colonize the respiratory tract. S. aureus
infections are common in patients with compromised airway
defense as in cystic fibrosis (CF) or nosocomial pulmonary infec-
tion. Upon interaction with the epithelium, the bacterium is
known to induce antimicrobial activity (19), cell apoptosis (20),
production of proinflammatory mediators like IL-8 and IL-6
(21), and to stimulate T cell activation via superantigen (22).
Also, the host response to S. aureus is dominated by polymorpho-
nuclear leukocytes (PMN). However, little is known about the
consequences of the early airway epithelium-S. aureus interac-
tion for T cell mobilization and polarization.

In the present study, we used a polarized human MM-39
tracheal cell model retaining serous secretory functions to study
the effects of live S. aureus on respiratory epithelium and the
consequences for circulating T cells. Our data show that S. aureus
stimulates significantly apical and/or basolateral release of IL-8,
eotaxin, and RANTES by airway epithelial cells. Moreover, we
demonstrate that S. aureus interaction with airway epithelial
cells also induces a specific chemokine receptor pattern on
the T cell subpopulation and an enhanced chemotaxis of CD4*
T cells toward apical airway epithelial cell supernatant. CD4*
T cells exhibited increased expression of the IL-8 and IP-10
receptors, while CD8" T cells showed increased expression of
the IL-8 and eotaxin/RANTES receptors. Taken together, our
data suggest that after 3 h interaction with airway epithelium,
live S. aureus induces significant changes in both apical and
basolateral cell secretions, leading to specific T cell accumulation
at the inflamed site.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strain and Growth Conditions

S. aureus strain 8325-4, a wild-type laboratory strain (NCTC 8325 cured
of prophages), was a generous gift from T. J. Foster (Department of
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Microbiology, Trinity College, Dublin, Ireland). Bacteria were stored
at —20°Cin trypticase soy broth (TSB-bioMérieux S.A., Marcy I’Etoile,
France) containing 20% (vol/vol) glycerol. Before each assay, bacteria
were cultured in trypticase soy broth (TSB) at 37°C with shaking up
to stationary growth phase. An aliquot of the culture was then inocu-
lated into fresh TSB at a starting OD) —gmm = 0.1 and cultured at 37°C
up to an ODy_s0um = 0.6. In these conditions, bacteria used for the
interaction with epithelial cells were in their exponential growth phase.

Airway Epithelial Cell Culture and Interaction with S. aureus

A transformed human tracheal gland cell line MM-39, developed by
M. Merten (EMI 0014 Inserm, Vandoeuvre-les-Nancy, France), was
cultured as previously described (23). Briefly, cells were grown at 37°C
under 5% CO, atmosphere on type I collagen—coated flasks in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) F-12 mixture (Invitrogen, Cergy-
Pontoise, France) supplemented with 1% Ultroser G serum substitute
(Biosepra, Villeneuve La Garenne, France), glucose (10 g/liter),
sodium pyruvate (0.33 g/liter), penicillin (100 TU/ml), streptomycin
(100 pg/ml), and amphotericin B (2 pg/ml). Polarized monolayers of
MM-39 were prepared by seeding 5 X 10° cells/cm? on a Transwell
(3 pm, 1.1-cm?, polyester; Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
NJ) (Figure 1A). The cells were maintained at 37°C under 5% CO,
atmosphere, in a liquid:liquid system with 500 pl supplemented DMEM
F-12 in the apical compartment and 700 pl supplemented DMEM
F-12 in the basolateral compartment. After 8-10 d of culture, airway
epithelial cells were confluent (Figure 1B), and the formation of tight
junctions was functionally assessed by measurements of the electrical
resistance across monolayers. The uninfected monolayer steady-state
resistance of 300 (/cm? was reached in 8-9 d. Airway epithelial cells
showed a glandular serous type with a polarized secretory leukoprotease
inhibitor (SLPI) secretion (a serous cell-specific secretory marker)
(Figure 1C). Twelve hours before the interaction with bacteria, the cell
culture media were replaced with fresh DMEM F-12 medium, and the
media were changed once again just before the experiment. For each
experiment, cultures were apically infected with live S. aureus, at a
ratio of 30 bacteria for 1 epithelial cell (3.3 X 107 cfu/ml), for 3 h.
Epithelial integrity was confirmed by the measurement of the transepi-
thelial resistance, which remained constant through the 3 h of interac-
tion. At the end of the interaction, the apical (500 wl) and the basolateral
(700 wl) supernatants were collected. To obtain cell-free supernatants
and to normalize the volume of the apical versus basolateral superna-

Basolateral

B C

L]

S T L L =]

SLPI ng/mL

Apical Basolateral

Figure 1. Airway epithelial cell double chamber culture model. (A) Air-
way epithelial cells were grown on the upper side of porous polycarbo-
nate filters coated with collagen I. (B) Confluent airway epithelial cells
(MM-39) (transversal section and phase-contrast microscopy) after 10
d of culture. (C) Apical and basolateral secretion of SLPI, a serous glandu-
lar cell-specific marker. Bar, 10 wm. Original magnification: X400, ***P <
0.001 compared with basolateral supernatants.

tant, 200 ul DMEM F-12 were added to the apical supernatant; the
supernatants were then centrifuged (10,000 rpm, 10 min, 4°C) and passed
through a 0.45-pm membrane filter (Millipore, Molsheim, France).

Isolation and Culture of Human Peripheral
Blood Lymphocytes

Enriched human peripheral blood lymphocyte preparations from
healthy consenting donors, after protocol approval by the Ethics Com-
mittee of the CHU de Reims, were obtained by counter-courant elutria-
tion (Department of Haematology, CHU de Reims). Lymphocytes were
prepared by standard density gradient centrifugation (Lymphoprep,
Abcys, Paris, France). T cell subsets were purified by immunomagnetic
negative selection using the pan T cell biotin-antibody cocktail and the
human anti-CD4 and anti-CD8 mAb (microbeads MACS; Miltenyi,
Paris, France). Purity of CD3* lymphocyte, CD4" T lymphocyte, and
CD8* T lymphocyte preparations was in the range of 81.1-99.5%, as
assessed by flow cytometry with human CD19, CD3, CDS, and CD4
monoclonal antibody (mAb) (BD Biosciences, San Diego, CA).
Lymphocytes were cultured in RPMI 1640 (Invitrogen) containing
L-glutamine (2 mM), penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 pg/ml),
and 10% filtered heat-inactivated FCS (Invitrogen) and resuspended
at a concentration of 1 X 10° cells/ml.

Chemotaxis Assay

Experiments were performed on the 1.1-cm?, 3-um pore size polyester
filters (Becton Dickinson Labware). Purified T lymphocytes (6.10* cells)
were resuspended in DMEM F-12 and loaded in the upper chamber.
Different airway epithelial cell supernatants (AECS) were loaded in
the lower chamber. After 24 h incubation at 37°C under 5% CO,,
T cells present in the lower chamber were counted. To compare the
results from different experiments, a chemotaxis index (CI = number of
T cells migrating toward the epithelium supernatant/number of T cells
migrating toward control media) was calculated. The number of cells
represents the mean of five high-power fields for each condition. The
results are reported as the mean CI = SEM of at least three independent
experiments.

For the neutralizing IL-8 chemotaxis assay, the epithelial cell super-
natants were preincubated with anti-IL-8 antibodies (R&D Systems,
Lille, France). Enough antibody was used to inhibit responses to
10 times more human recombinant IL-8 than the quantity of IL-8 found
in the different epithelial supernatants (Table 1).

Chemotaxis experiments on solidified 2% agarose (Sigma Chemical
Corp., St. Louis, MO) 35-mm Petri dishes (5 ml/well) were also per-
formed. Briefly, three equidistant 3-mm holes were punched in the
agarose. Subsequently, the lymphocytes (1.10° cells) were loaded in the
center hole and the cell culture supernatants or control media were
added to each side hole. Petri dishes were incubated at 37°C in a humid
chamber for 24 h, then fixed with a paraformaldehyde solution (4% in
PBS), rinsed, and air dried. The distances were measured between the
center of the hole and the edge of the rocket formed by the lymphocytes
migrating toward cell supernatant (distance toward supernatant or
DTS) or toward control media (distance toward medium or DTM)
(Figure 2). The lymphocyte distance chemotaxis index (DCI = DTS/
DTM) was then calculated. The results are reported as the mean
DCI = SEM of at least six independent experiments.

Flow Cytometric Analysis

Reagents were from Becton Dickinson (CD19-FITC, CD3-PE, CD4-
FITC, CD8-FITC, CXCRI-biotin, Streptavidin-PerCp, CXCR3-PE,
and CCR3-PE). Enriched peripheral blood lymphocytes were stained
according to the manufacturer’s specifications for analysis by flow cy-
tometry. For each sample, 0.5-1.10° cells were stained; comparable
numbers of cells were used for each independent test. All data were
obtained on FACScalibur and analyzed with CellQuest software
(Becton Dickinson, San Jose, CA). At least 10,000 gated events
were evaluated for each condition. Appropriate mAb isotypic controls
were included in each analysis, with acquisition and analysis gates set
accordingly.

ELISA of SLPI, IL-8, IP-10, Eotaxin, and RANTES

SLPI, IL-8,IP-10, eotaxin, and RANTES in airway epithelial cell culture
supernatants were quantified by ELISA (Duoset and Quantikine; R&D
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TABLE 1. LYMPHOCYTE CHEMOTAXIS INDEX IN RESPONSE TO IL-8

Chemotaxis Index CD4+

Chemotaxis Index CD8+

Rh IL-8 pg/ml Anti-IL-8 0 pg/ml Anti-IL-8 1 pg/ml Anti-IL-8 0 pg/ml Anti-IL-8 1 pg/ml
0 1+0.0 1+0.0 1+0.0 1+0.0
5 5943 3.2 £ 2.3 1.3+£0.7 0.7 = 0.3*
50 55%23 0.9 + 0.2* 20x03 0.8 + 0.2*
500 5823 1.9 £ 0.7* 2.6 0.6 0.8 +0.1*
5,000 51 x21 1.1 = 0.6* 28 =03 0.9 + 0.3*
50,000 9.7 * 4.7 47 %3 2.7*0.38 0.7 0.5

The chemotaxis indices of the CD4* and CD8" lymphocytes towards recombinant human IL-8 (rh IL-8) were calculated in the
absence and presence of neutralizing IL-8 antibodies at a concentration of 1 pg/ml (n = 3, independent experiments, data are
the mean + SEM). Migration toward culture medium reflects passive migration.

* P <0.05.

Systems) following the manufacturer’s instructions. The detection limit
of each ELISA was 25 pg/ml, 25 pg/ml, 5 pg/ml, 1 pg/ml, and
1 pg/ml for SLPI, IL-8, IP-10, eotaxin, and RANTES, respectively.

Statistical Analysis

All data are presented as means = SEM of at least three independent
experiments. Statistical significance was determined by ANOVA (Stat-
View Software, Cary, NC).

RESULTS

S. aureus Induces Polarized Secretion of Chemokines by
Airway Epithelial Cells

To determine whether apical S. aureus interaction with polarized
airway MM-39 epithelial cells induces the secretion of chemo-
kines, the levels of IL-8, RANTES, eotaxin, and IP-10 were
measured, by ELISA, in apical and basolateral AECS. In the
absence of S. aureus, significant differences were observed in
the apical supernatant versus basolateral supernatant (317.2 +
96.8 pg/ml and 197.8 + 81.6 pg/ml for IL-8 [P < 0.05]; 10.5 =
4.0 pg/ml and 4.1 = 2.5 pg/ml for RANTES, respectively). IP-
10 release was similar in apical and basolateral AECS (19.2 =
7.7 pg/ml versus 11.3 = 4.5 pg/ml, respectively). Under our exper-
imental conditions, eotaxin release was not detected (Figure 3).
Exposure of epithelial cells to S. aureus resulted in drastic
changes. IL-8 release increased significantly in both apical and
basolateral supernatants (5.2-fold, P < 0.01; 2.6-fold, P < 0.05,
respectively) as compared with control AECS. A significant in-

T Cell loading hole

2y

Control media
loading hole

S. aureus stimulated AECS

loading hole
]
DTS DTM

Figure 2. Qualitative underagarose chemotaxis assay. Lymphocytes
were loaded in the center hole (black circle). After 24 h, migration oc-
curred toward apical supernatants of S. aureus—stimulated airway epithelial
cells. The distances were measured between the center of the hole and
the edge of the rocket formed by the lymphocytes migrating toward
cell supernatants (DTS) or toward culture medium (DTM). Lymphocyte
distance chemotaxis index (DCl = DTS/DTM) was then calculated.

crease of eotaxin in both supernatants (P < 0.01) was observed.
In contrast, no significant changes in IP-10 and RANTES were
observed after addition of S. aureus (Figure 3).

S. aureus Interaction with Polarized Airway Epithelial Cells
Enhances T Lymphocyte Chemotaxis

To test whether supernatants from S. aureus—stimulated epithe-
lial cells affect the chemotaxis of circulating T lymphocytes,
quantitative and qualitative migratory assays were performed.
As shown in Figure 4, T cell contact with apical AECS led to a
higher lymphocyte migration than contact with basolateral AECS
when epithelial cells were not stimulated (3.0-fold versus 1.7-
fold, respectively, compared with passive migration, P < 0.05)
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Figure 3. Chemokine secretion by airway epithelial cells after apical
S. aureus stimulation. Airway epithelial cells grown in the double cham-
ber model were in contact with culture medium (—) or exposed to
S. aureus (+). Apical (filled bars) and basolateral (open bars) cell culture
supernatants were harvested after a 3-h interaction. IL-8, RANTES, eo-
taxin, and IP-10 were measured by ELISA. Results are the mean = SEM
of at least three independent experiments. (*P < 0.05, **P < 0.01).
ND: not detected, under the detection limit.
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Figure 4. Lymphocyte migration toward supernatants of airway epithe-
lial cells. Lymphocytes were incubated for 24 h with apical (filled bars)
or basolateral (open bars) airway epithelial cell supernatant conditioned
by the absence (—) or presence (+) of S. aureus. All data were expressed
as a chemotaxis index (Cl = number of T cells migrating toward the
epithelium supernatant/number of T cells migrating toward control
media). Results are the mean = SEM of three independent experiments.
*P < 0.05, **P < 0.01 compared with culture medium.

or S. aureus—stimulated (5.2-fold versus 3.7-fold, respectively,
compared with passive migration, P < 0.01). It is of note that
S. aureus—stimulated AECS always induced greater lymphocyte
chemotaxis than nonstimulated AECS (P < 0.01). These data
were double confirmed with the underagarose chemotaxis assay
(Table 2).

To determine which T lymphocyte subsets migrated in re-
sponse to supernatants from S. aureus—stimulated epithelial cells,
purified CD8" and CD4" T lymphocytes were tested for chemo-
taxis. As shown in Figure 5A, in nonstimulated conditions, CD8*
T cell chemotaxis toward apical and basolateral supernatant was
similar. CD4* T cells migrated, however, preferentially toward
the apical supernatant (2.7-fold for apical versus 1.5-fold for
basolateral as compared with passive migration). After contact
with S. aureus—stimulated AECS, the increase in the CD8"
T cell chemotaxis index (2.5-fold as compared with passive mi-
gration) was only observed when the cells were in contact with
the apical supernatant. The CD4* T cell chemotaxis was altered
more, with impressive chemotaxis when these cells were in con-
tact with the apical S. aureus—stimulated AECS (9.2-fold for
stimulated versus 2.7-fold for nonstimulated) and to a lower
extent when they were in contact with the basolateral S. aureus—
stimulated AECS (2-fold for stimulated versus 1.5-fold for non-
stimulated). When the chemotaxis of the two populations was
compared, CD4* T cells always exhibited a higher chemotaxis
index than did CD8" T cells (P < 0.05).

TABLE 2. LYMPHOCYTE DISTANCE CHEMOTAXIS INDEX IN
RESPONSE TO SUPERNATANTS OF S. aureus-STIMULATED
AIRWAY CELLS

Distance Chemotaxis Index (DCI)

Medium Tested Apical Basolateral
Nonstimulated 3.7 = 0.56 1.0 £ 0.13
S. aureus—stimulated 9.2 * 2.61 1.6 = 0.26

The distances were measured between the center of the hole and the edge of the
rocket formed by the lymphocytes migrating towards cell supernatants (DTS) or
towards culture medium (DTM). Lymphocyte distance chemotaxis index (DCl = DTS/
DTM) was then calculated (n = 6, independent experiments, data are the mean =
SEM). Migration toward culture medium reflects passive migration.
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Figure 5. T lymphocyte subset migration toward airway epithelial cell
supernatants (A) and IL-8 involvement in T cell chemotaxis (B). (A)
Apical supernatants of S. aureus-stimulated airway epithelial cells en-
hance chemotaxis of lymphocyte subsets. CD8* (white bars) and CD4*
(gray bars) T cells were incubated for 24 h with airway apical or basolat-
eral epithelial cell supernatant conditioned by the absence (—) or pres-
ence (+) of S. aureus. Data were expressed as a chemotaxis index. This
index corresponds to the number of cells migrating toward supernatant/
number of cells migrating toward culture medium. (B) Neutralization
of IL-8 inhibits the migration of CD8" and CD4" T cells toward apical
or basolateral supernatants of S. aureus—stimulated airway epithelial
cells. CD8* (white bars) and CD4" (gray bars) T cells were incubated
for 24 h with apical or basolateral supernatants of S. aureus—stimulated
airway epithelial cells in the absence (—) or presence (+) of 1 pg/ml
of IL-8 neutralizing antibody. Data were expressed as the percentage of
the chemotaxis index. Results are the mean + SEM of four independent
experiments (*P < 0.05).

The increased IL-8 production by epithelial cells and en-
hanced T cell migration after contact with S. aureus—stimulated
AECS suggested that IL-8 is a major chemoattractant for
T cells. Indeed, complete inhibition of IL-8 function by anti—IL-8
antibodies showed an important effect of IL-8 on chemotaxis of
CD8" and CD4" T cells toward both apical and basolateral
AECS (Figure 5B). For CD8" T cells, chemotaxis inhibition
represented 55% and 50% in the apical and basolateral superna-
tants, respectively. For CD4" T cells, the inhibition represented
40% in the apical supernatant and up to 90% in the basolateral
supernatant.

Regulation of CXCR1, CXCR3, and CCR3 on the CD8* and
CD4* T Cell Subsets in Contact with Supernatants of

S. aureus-Stimulated Airway Epithelial Cells

To examine further the effects of the changes in the S. aureus—
conditioned AECS on T cells, expression of the chemokine



352 AMERICAN JOURNAL OF RESPIRATORY CELL AND MOLECULAR BIOLOGY VOL 34 2006

A CXCR1 CXCR3 CCR3
8 = o
2 g ]
3 3 g
-~ b
RE 8] £3 £3
L 05 ¢ 3% S
8 £ b\ 8 8
2 o 2 7
8 0ol 0t 0t a0l e et 0 ol i 10l o
E FL3H FL2H FL2H
g‘L s = =3
> i 2 Q
= e 3 o
3 l<2 ol y 3 w o
o [S% 2] 2 g3 g !
O3 8] S % 5§17
o = < ]
o ™~ o~
o o o 4

10 10" 10?0t et 10® 0! 10? a0
FL2H FL2H
P Fluorescence

10? w‘ mz LT

B .  CXCRi . CXCR3 . CCR3
g ] S
3- 8 g
@2 £3 £8
oz =3 3 5 1
O§ ¥ &% 3%
8 R g
o (=] =4
i0® 10" 102 10% 10 0% 10! 10 0f 0t 10?0?02 10?10
FL3H FLZH FLZH
A 3 8 g
2 g g
o %
328 :8 £2
05 g f( Wy [l 3@
8 E 2
10 10" 102 10° 107 w09 10! 102 10?0?10 s0! 12 10?107
FL3H FL2-H FLZH

P Fluorescence

Figure 6. Chemokine receptor expression on T cell subsets. Apical (A)
and basolateral (B) supernatants of S. qureus—stimulated airway epithe-
lial cell upregulates the expression of CXCR1, CXCR3, and CCR3 on
lymphocyte subsets. Flow cytometric analysis of lymphocyte subsets
after contact with apical or basolateral supernatants of S. aureus—
stimulated versus nonstimulated airway epithelial cell supernatants was
done with control nonbinding anti-isotype antibody and human
CXCR1, CXCR3, and CCR3 monoclonal antibody. Lymphocyte subsets
were stimulated for 3 h at 37°C. Dot plots shown represent one of at least
three independent experiments. For each profile, the filled histogram
represents the control isotype, the thin line represents T cells in contact
with unstimulated airway epithelial cell supernatants, and the bold line
represents T cells in contact with supernatants of S. qureus-stimulated
airway epithelial cells.

receptors CXCR1 (IL-8 receptor), CCR3 (RANTES and eotaxin
receptor), and CXCR3 (IP-10 receptor) on the CD8" and CD4™*
T lymphocytes was analyzed. As shown in Figure 6A, CD8* and
CD4* T cells treated with apical nonstimulated AECS expressed
CXCR1 as well as CXCR3 and CCR3 on their surfaces. These
receptor expressions were enhanced when the T cells were in
contact with apical S. aureus—stimulated AECS. The CXCR1
and CCR3 expressions were increased on CD8" T cells, and the
CXCR1 and CXCR3 expressions were increased on CD4*
T cells. In contact with basolateral nonstimulated and S. aureus—
stimulated AECS, only CXCR1 was expressed on CD4* and
CD8" T cells (Figure 6B).

DISCUSSION

Bacterial infections and inflammatory diseases involving surfaces
lined by polarized epithelia often lead to excessive host responses

with the presence of inflammatory cell infiltrates (24-27). In
airway diseases like CF, the presence of leukocytes, such as
neutrophils and T cells, in the bronchoalveolar lavages suggests
that they are involved in host defense mechanisms and/or patho-
genesis. The infiltration of these inflammatory cells is regulated
by a large cytokine and chemokine network, where airway epi-
thelial cell secretions have an important role in the establishment
of an early signaling system for the host immune response. Beside
the fact that it is established that IL-8 is involved in PMN at-
traction (26, 28, 29), T cells are found in the lumen in most
airway diseases where IL-8 or eotaxin levels are increased, sug-
gesting that these chemokines could play a role in T cell accumu-
lation. While T cell trafficking into airway tissue plays a critical
role in coordinating the immune response to infectious patho-
gens, the signals responsible for their migration are still not
completely determined. The data presented here show that
S. aureus, a major human respiratory pathogen, rapidly induces
an enhanced polarized IL-8 gradient by the airway epithelial
cells. They also show, for the first time, that the airway epithelial
cells are able to produce RANTES, IP-10, and eotaxin. More
importantly, the airway cell secretion alterations after cell con-
tact with S. aureus have an impact on T cell chemokine receptor
pattern and T cell trafficking.

Three-hour contact of live S. aureus with the apical side of
the epithelial cells modulates chemokine secretions. Among the
chemokines, 1L-8 release was the most altered, with a 5-fold
increase in the apical S. aureus—stimulated AECS as compared
with the nonstimulated AECS. This result is in agreement with
the data reported by Ratner and coworkers (21) and by Moreil-
hon and colleagues (30). Moreover, our double-chamber model
allowed us to observe an increased IL-8 secretion in the basolat-
eral compartment; this increase was always lower than the in-
crease of [L-8 secretion in the apical compartment, leading there-
fore to a marked basolateral to apical gradient of IL-8 when
live S. aureus were in contact with the airway epithelial cells.
We also showed for the first time that S. aureus interaction with
the airway epithelial cells accentuated the secretion of RANTES,
eotaxin, and to a lesser extent of IP-10. The quantities of eotaxin,
RANTES, and IP-10 produced by the airway epithelial cells
were low but still within a range that is compatible with the
chemotactic effects seen with purified chemokines (31).

S. aureus is known to induce the chemotaxis of PMNs and
macrophages into the airway lumen. To our knowledge, the
effects of S. aureus—airway epithelial cell interaction on T cell
behavior have never been reported. Our study demonstrates
that human purified circulating T cells were attracted by both
apical and basolateral S. aureus—stimulated AECS and that the
CD4" T cells were the most reactive. This was clearly observed
in the presence of the apical S. aureus—stimulated AECS, as the
CD4+ T cell chemotaxis index increased up to 3-fold as com-
pared with the nonstimulated apical AECS. Furthermore, IL-8
neutralization in the airway cell supernatants shows a predomi-
nant participation of this chemokine in T cell chemotaxis toward
basolateral AECS (from 50% to 90%). This suggests that the
increase in basolateral IL-8 release, due to the apical interaction
of S. aureus with the airway epithelium, might be the main
factor that directs CD4* and CD8™" T cell migration toward the
subepithelial inflamed area. Interestingly, when T cells are in
contact with the apical S. aureus—stimulated AECS, IL-8 involve-
ment in the migration process is reduced to 40%, suggesting
that other factors play a role in the accumulation of T cells in
the lumen. The effect of S. aureus—stimulated AECS on T cell
CXCRI1 (IL-8 receptor), CXCR3 (IP-10 receptor), and CCR3
(eotaxin and RANTES receptor) expression patterns was ana-
lyzed simultaneously with T cell chemotaxis. After 3 h contact
with the basolateral S. aureus—stimulated AECS, only CXCR1
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was detected at both the CD8* and CD4" T cell surfaces. This
is in accordance with the fact that no significant difference was
noted between the chemotaxis indices of CD4* and CD8"
T cells, and that IL-8 is the major chemoattractant in these
supernatants. However, when the T cells were pretreated for 3
h with the basolateral conditioned supernatants, they exhibited
accentuated chemotaxis, suggesting that some, if not all, the cells
became more sensitive to the chemoattractant in the basolateral
media (data not shown). After 3 h of contact with the apical
supernatants, a rapid and similar upregulation of CXCR1 on
both CD4" and CD8" subsets was observed. This overexpression
of the IL-8 receptor on T cells and the increase in IL-8 secretion
by the airway cells could explain the augmentation in the CD4*
and CD8" T cell chemotaxis indices in the presence of apical
supernatants. Nevertheless, only 40% of this chemotaxis involves
IL-8. The increased release of RANTES, eotaxin and IP-10 in
the apical supernatants of S. aureus—stimulated airway cells and
the specific upregulation of CXCR3 and CCR3 on CD4* and
CDS8" T cells, respectively, could explain the progressively re-
duced IL-8 chemoattractant potency and the distinct migration
capacity of CD4* and CD8* T cells toward the airway cell media.
This suggests that during their contact with the supernatants of
S. aureus—stimulated airway epithelial cells, CD4" and CD8*
T cells modify their surface chemokine receptor pattern and
their capacity to migrate toward the airway cell media.

Chemokine receptor expression and migration of T cells have
been studied mostly in models of endothelial or intestinal epithe-
lial interaction with gram-negative or gram-positive bacteria (32—
36). Our study clearly suggests that during an early S. aureus
infection, before any disruption of the airway epithelium, IL-8
released on both sides of the airway epithelium is actively in-
volved in the chemotaxis of circulating CD4* and CD8" T cells.
In support of this, supernatants of S. aureus—stimulated airway
epithelial cells upregulate not only CXCR1 on all T cells, but
also CXCR3 on CD4" T cells and CCR3 on CD8" T cells,
allowing cell specific migration toward the infectious site. Finally,
our results clearly demonstrate that S. aureus infection of the
airway epithelium is a key factor in recruitment of not only PMN
but also lymphocytes in airways.
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Résultats : Article 1

Les principaux résultats de cette étude sont leasts :

1) La sécrétion apicale et basolatérale d’IL-8, d'&wta et de RANTES par les cellules
épithéliales bronchiques est significativement phaportante apres stimulation des
cellules palS. aureugpar rapport aux cellules controles.

2) S. aureusinduit une augmentation du chimiotactisme des LO3G CD4 et CD§
vis-a-vis des surnageants de culture apicaux aildtaésaux des cellules épithéliales
bronchiques

3) L'inhibition de I'IlL-8 dans les surnageants apicaak basolatéraux des cellules
épithéliales bronchiques induit une inhibition dhinsiotactisme des :

« LT CD8' de 50 et 55 % respectivement
+ LT CD4" de 40 et 90 % respectivement

4) Aprés contact des LT avec les surnageants apicasx akllules épithéliales

bronchiques stimulées p&r aureus
« L’expression de CXCR1 augmente sur les LT CBYCD8
+ L'expression de CXCR3 augmente sur les LT CD4
« L’expression de CCR3 augmente sur les LT €D8

5) Aprés contact des LT avec les surnageants basmlatédes cellules épithéliales
bronchiques stimulées p&r aureus

+ L'expression de CXCR1 augmente sur les LT CD4

Ces résultats suggérent que, lors d’'une infectidtqre de I'épithélium respiratoire p&r
aureus la production importante d’IL-8, a la fois au @au apical et basolatéral, induit le
chimiotactisme des LT CD4t CDS circulants. Le CXCR1, récepteur de I'lL-8, déj@pent

sur les LT et surexprimé lors du contact des LTcdes surnageants basolatéraux de cellules
en contact ave&. aureus semble etre impliqué dans le chimiotactisme acws LT. En
conclusion, nos résultats montrent dans un modeéfeGF que le recrutement des LT est
important et accentué lors d’une infection respirataS. aureugrace a 'augmentation de la

production de I'lL-8 par les cellules épithélialm®nchiques.
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ARTICLE 2

Dérégulation de la sécrétion de chimiokines et dihamiotactisme des lymphocytes
T aprés interaction deStaphylococcus aureuavec les cellules épithéliales
bronchiques mucoviscidosiques polarisées.

S. aureusest l'une des premiéres bactéries identifiées demvoies aériennes a un
stade trés précoce chez des personnes atteintesia®/iscidose (CF) (Goerkat al, 2000).
Dés I'age de 2 a 6 mois, 35 % des nourrissons @6eptent une infection respiratoiré&Sa
aureusassociée a une inflammation caractérisée parfluxafe PNN et une augmentation de
chimiokines pro-inflammatoires tels que I'lL-8 ddedavage broncho-alvéolaire. Cependant,
la clairance dé&. aureugpar les cellules épithéliales respiratoires CFtdemlus faible que sa
clairance par les cellules épithéliales respirawmon-CF. De plus, un nombre élevé de LT
est retrouvé dans les poumons de patients CF $watoniveau distal (Hubeat al, 2001a).
Nous avons précédemment montré un rble importanS.daureusdans la sécrétion de
chimiokines et le chimiotactisme des LT par desuted épithéliales bronchiques normales.
Cependant, dans la mucoviscidose, le rol& daureusians la progression de la maladie reste
mal défini.

En utilisant d’'une part le modéle de culture entdeuchambre que nous avons
développé, et les lignées de cellules épithéliateachiques humaines non-CF MM-39 et CF
KM-4, et d'autre part des LT circulants isolés atipadu sang de patients atteints de
mucoviscidose et de patients contrdle nous avardiét

> L'effet de S. aureussur la sécrétion de chimiokines par les cellulpghéliales
bronchiques humaines non-CF MM-39 et CF KM-4

» Le chimiotactisme des LT primaires de patients CHeedonneurs sains vis-a-vis des
surnageants de culture des cellules épithélialmschiques non-CF et CF stimulées ou
non pars. aureus

» L'expression des récepteurs des chimiokines surTeson-CF et CF.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus one of the major pathogens infiltrating thedsirof cystic fibrosis
(CF) patients. UporSS. aureusinfection, airway epithelial cells produce highvéés of
chemokines that enhance T cell chemotaxis. Althaogreased numbers of lymphocytes are
present in the airways and bronchoalveolar lavdgel fof CF patients, the mechanisms
responsible for their accumulation and the roléSofaureusare still largely unknown. This
study aims to investigat®. aureusmpact on chemokine secretion by CF epithelialscahd
subsequent chemotaxis of CF T cells. Non-CF an@i@fay epithelial cells were grown in a
double chamber model then apically stimulated \8ithaureus Supernatants were quantified
for chemokine secretions and assayed for T celincit@xis using a Boyden chamber. We
showed that CF epithelial cells secreted largeruwntsoof IL-8, GRG@, MIG, MIP-33 and
MCP-1 than non-CF epithelial cell§. aureusinteraction with epithelial cells increased
chemokine production by non-CF cells, whereasdt ma effect on CF cells. Interestingly, CF
T cell chemotaxis was always greater than non-CEell chemotaxis and CF T cells
expressed more CXCR1 as compared to non-CF T ddlese observations suggest that 1L-8
and its receptor CXCR1 contribute to the recruittranT cells in CF patients, and could be

used as therapeutic targets in CF.

Key words: Cystic fibrosis, airway epithelial cell§taphylococcus aureu3 lymphocytes,

chemokines.
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ABBREVIATIONS

APC, allophycocyanin

CD, cluster of differentiation

CF, cystic fibrosis

CFTR, cystic fibrosis transmembrane conductancelasoy
Cl, chemotaxis index

GRCQu, growth-related oncogene alpha
HAEC, human airway epithelial cells

mADb, monoclonal antibody

MCP-1, monocyte chemotactic protein-1
MIG, monokine induced by gamma-interferon
MIP-3B, macrophage inflammatory proteifi-3

TER, trans-epithelial Resistance
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INTRODUCTION

Cystic fibrosis (CF) is the most common autosonwlessive disorder in the Caucasian
population. Although many organs are affected in DRg disease is responsible for more
than 90% of the mortality among CF patients. itasised by mutations in the transmembrane
conductance regulator (CFTR) gene resulting in atefe regulation of chloride transport by
epithelial cells, leading to airway surface liquiehydration, impaired mucociliary clearance
and chronic inflammation (1). The hallmarks of theg pathology in CF are bacterial
colonization and infection of the airways inducingg inflammation.Staphylococcus aureus
(S. aureus),is one of the first pathogens isolated from lurdgsCF patients (2) Early
colonization ofS. aureuds suspected to damage the CF airway epithelivdntarhead to an
excessive inflammatory response as earlier repdoiel. aeruginosan CF airway graft (3).
Upon interaction with the epitheliung. aureusis known to induce T cell activation via
superantigens (4). Moreover, the capacity of CEhepal cells to killS. aureuss defective
compared to non-CF epithelial cells (5). Many stsdsupport the concept of excessive
inflammatory responses in the CF lung, even in d@hsence of infections (6, 7). This
hypothesis of primary inflammation came first frastinical observations of inflammation
preceding detectable infection in CF fetuses (B)8 lis the most studied chemokine in CF
inflammation so far and little is known about otlbkeemokines. Under basal conditions and in
the absence of infections, the levels of IL-8 amlitrophils were increased in broncho-
alveolar lavage (BAL) fluid of CF patients as comgzhto control subjects (9-12). Yet, it
remains unclear whether this increased responselased to an infectious stimulus, to a
defect of the airway epithelium or both. Based ba tleleterious effect of neutrophils and
their elevated number in the airway lumen, manypgsoconsider CF as a neutrophil mediated
disease. However, other studies based on elevalgdphocytes number at the distal level of

the bronchial tree in CF patients, have reportatl @F is also a lymphocytic disease (13, 14).
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Both, S. aureusanfection and T cell infiltration in the lungs &fF patients occur early in the
pathogenesis of CF. However, it remains uncleartidrethere is a link betwee®. aureus
infection and T cell accumulation in the lungs. rdsipolarized non-CF human airway
epithelial cells (HAEC), we have previously repdrtinatS. aureusnduced an increase of
apical and basolateral release of IL-8 and enhaiiceell chemotaxis (15). In this report we
extended our previous studies by studying chemokewetion by CF and non-CF HAEC,
under basal conditions and after aureusnfection and its consequences on primary CF T

cell chemotaxis.
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MATERIALS AND METHODS

CF patients’ characteristics

Fourteen CF patients (27 + 4.8 years old) and tgrmaatched healthy subjects (27.2 £ 5.5
years old) were recruited at the service of pneogiel CHU de Reims, France. Each CF
patient and healthy volunteer provided written infed consent before blood donation, and
the study was approved by the local Ethics Commitine patients had thed=508 mutation

and were homozygotous; the others were heterozygdtable 1).

Number/sex Age P. S. A. B. H.

of patients (Years) Genotype aeruginosa aureus fumigatus cepacia influenzae
8M/1F 22-37 AF508AF508 6 5 4 2 0

M 26 AF508/L165S 1 0 0 0 0

M 35 AF508/R117C 0 0 0 0 1

2M 22-29 AF508/G542K 2 0 1 0 0

1F 24 AF508/2184INSA 1 1 0 0 0

Table 1: Clinical Characteristics of CF patients.

Most of the patients were infected with. aeruginosa,associated or not with other
microorganisms such a$. aureus Aspergillus fumigatys Haemophilus influenzaeor
Burkholderia cepacigtable 1). Patients taking systemic corticosteromdgh diabetes or
allergic bronchopulmonary aspergillosis were exetliffom this study. The healthy subjects
included in this study had no airway inflammatianfection or allergic disease and none of
them had recently received any medication. Blooshpdes of 40 mL were colleted by
venipuncture into ACD-A endotoxin-free tubes (Beciickinson, Le Pont de Claix, France).
Bacterial culture

S. aureusa wild type laboratory strain (NCTC 8325 curedpodphages) was a generous gift
from T.J. Foster (Department of Microbiology, TtiniCollege, Dublin, Ireland). Bacterial
strains were maintained at —80°C, and streaked toypticase soy broth agar plates to obtain

single colonies prior to use (TSB-bioMérieux, Lydirance).S. aureusgrown overnight in
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TSB medium at 37°C under agitation, were washet sii¢rile PBS and resuspended in the
cells growth milieu DMEM/F12 at a starting QIgoonmOf 0.1. The bacteria were cultured at
37°C under agitation up to an exponential growtageh(OR-e0onm= 0.6-0.7) and used for the
interaction experiments as described below.

HAEC culture

The tracheal gland serous cell lines MM-39 and Ki#&d in this study originated from a
normal and a CFAF508 AF508) patient respectively and were cultured asipuosly
described (16, 17). Briefly, cells were grown af@7under 5% C@atmosphere on type |
collagen-coated flasks in DMEM/F12 mixture (Invigen, Cergy Pontoise, France)
supplemented with 1% Ultroser G serum substituteg@ora, Cergy Pontoise, France),
glucose (10 g/L), sodium pyruvate (0.33 g/L) antaotics. Polarized cell monolayers were
prepared by seeding 5 x *16ells/cnf in 500 L. DMEM/F12 on the top of a microporous
polyester support, and 70 of DMEM/F12 were disposed in the lower comparttsen
(Becton Dickinson Labware, Le Pont de Claix, FranGeanfluent HAEC showed a glandular
serous type with a polar secretion of the Secret@mykoProtease Inhibitor, a serous cell-
specific secretory marker (data not shown).

Cell —S. aureusinteraction

At confluence, monolayers were washed twice wittsRBd 70QL fresh DMEM/F12 were
added in the lower compartment. Monolayers wera #yaically stimulated with 500L of
different concentrations of.Saureus3.3 x 16 CFU/mL or 16 CFU/mL for 6h for TER
measurements. For chemokine quantification and oteetis assays, cells were apically
stimulated with Saureus3.3 x 16 CFU/mL for 3h. The apical volumes were adjuste@@0
puL and both apical and basolateral supernatants havested, centrifuged to eliminate cell
and bacteria and stored for ELISA and chemotaxdayas To verify the absence $f aureus

in the basolateral compartment, 100 uL of this sugant were streaked onto nutrient agar
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plates after the 3h-interaction period. The platese incubated at 37°C for 18h and bacteria
were counted.

Trans-Epithelial Resistance (TER) measurements

The TER was measureding the Millicell-ERS Resistance system (MillippiSaint Quentin
en Yvelines, France). After calibrating the instamhagainst culture mediurone electrode
was placed inside the insert and the othéside. Empty inserts servedldanks. The TER
(ohmsxcn%) was calculated from the following equation: (T&RieTERuany*surfacearea.
The TER was measured in the presenc8 afireus(3.3 x 16 CFU/mL and 1§CFU/mL) at
different time points up to 6h.

Enzyme-Linked Immunosorbent assay

The chemokine levels of HAEC supernatants were tifiesth using sandwich ELISA and
specific monoclonal antibodies (mAb) directed agai@RQu, I1L-8, MIG, MCP-1 and MIP-
3p following the manufacturer’s instructions (Duosetd Quantikine, R&D Systems, Lille,
France). The detection limit was 5 pg/mL for GR@.-8, MIG and MCP-1 and 1 pg/mL for
MIP-3p.

Human lymphocytes isolation and purification

Each blood sample was diluted at 1:2 in RPMI-164@uce medium and passaged over
Ficoll-Hypaque to remove erythrocytes, granulocytasd cellular debris. CD3 T
lymphocytes were obtained by immunomagnetic negaselection using the pan T cell
Biotin-antibody cocktail (Microbeads MACS, Miltenfgiiotech, Paris, France).

Chemokine receptors expression analysis by flow aytnetry

Purified CD3 (5 x 10/mL) were incubated with FITC-, PE- or APC-conjustmAbs or
control isotype Abs at 4°C for 20 min. After extargswashing, cells were resuspended in
PBS. Cell-associated immunofluorescence was ardlyme FACS Aria using CellQuest

software (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, FegndAt least 10000 gated events were
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evaluated for each condition. Rat anti-human CCR® rRE-conjugated and several mouse
anti-human mAbs PE-conjugated (CD3, CXCR3, CCR5 @tR7), APC-conjugated
(CXCR1 and CXCR2) and FITC-conjugated (CCR4) weredu for flow cytometry.
Appropriate mAb isotypic controls were included @ach analysis, with acquisition and
analysis gates set accordingly. All antibodies weuechased from Becton Dickinson (Le
Pont de Claix, France).

T cell chemotaxis assay

Cell chemotaxis assays were performed using a 4B-wécrochemotaxis chamber
(Neuroprobe, Gaithersburg, MD, USA) and conductedpeeviously described (18, 19).
Migration of purified CD3 cells in response to human recombinant (rh) ILné 8o HAEC
supernatants was performed on a polycarbonate {tgum pore-size) coated with human
fibronectin at 20 pg/mL. CD3cells (5 x 16 cells/mL) were loaded into the chambers and
incubated at 37°C and 5 % ¢efor 1h, then the filters were fixed and stainedvatRAL kit
(Odil, Talant, France). Cells were counted by lighitroscopy in five high powered fields
(magnification X40). The results from different ohetaxis assays were expressed as
chemotaxis index CI = (test count)/(control coufigst count represents the mean number of
cells which migrated towards HAEC supernatantsholLr8, and control count is the mean
number of cells which migrated in response to RPMI.

For neutralization experiments, rh IL-8 or HAEC supatants were preincubated with a
mouse anti-human IL-8 mAb 1 pg/mL at 37°C for 3Gvmilormal mouse serum was used as
negative control.

Statistical Analyses

Statistical analyses were performed using Statwseftware version 4.57.0.0. All Data are
expressed as medians. Statistical comparison$. oaureusstimulated HAEC and non-

stimulated cells (within-cell lineomparisons) were performed using non-parametr@- tw
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tailed Wilcoxon signed rank tests. Between-groumgarisons of the change from non-CF to
CF cell lines secretion analysis, non-CF and CFell @hemotaxis and chemokine receptor
expression on non-CF and CF T cells were performgidg the non-parametric Mann-

Whitney test. p levels0.05 were considered significant.
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RESULTS
TER variations in non-CF and CF HAEC monolayers inthe presence ofs. aureus
TER is an indicator of epithelial monolayer tighingtion formation. In order to preserve
HAEC monolayer’s integrity and to avoid cellularpeability, the effect of livés. aureuson
HAEC monolayer’s integrity was followed by TER messments over a 6h course-time
interaction. Figure 1 shows that unstimulated néne€lls presented a stable but higher TER
than unstimulated CF cells (300 Ohm:tws 280 Ohm.crif). No change in TER or cellular
permeability was observed during the four first fsouvhen non-CF and CF cells were
incubated withS. aureug3.3 x 10 CFU/mL or 18 CFU/mL). After 4h-interaction, non-CF
HAEC TER diminished down to 250 Ohm.énwhereas the CF HAEC TER remained
unchanged (Fig 1). No bacterial growth was obsenfeat plating basolateral supernatants of
non-CF and CF HAEC implying that under these caomdlit the non-CF or CF epithelium
could still be considered as confluent.
To further analyze the impact of an ea8y aureusinfection on chemokine secretion in a
polarized model before any changes in TER, 3.3 X@BU S. aureusnL and the 3h-
interaction were selected as in our previous study.
A. Non-CF HAEC B. CF HAEC
35 35l

“E§3oj§h=v“f/’*~{?‘\ 300 3y Aty

025 25|

200——————w—F——— 20—+
0 1 2 3 45 6 0 1 2 3 45 6
h h

FIGURE 1: TER measurements in non-CF (A) and CF (B) HAEC ofayers before
(square) and after apical stimulation wih aureus3.3 x 10 CFU/mL (triangle) or 1 x 10
CFU/mL (circle). Data are expressed as median et 5 independent experiments realized

in duplicates.
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CF epithelial HAEC secreted larger amounts of chemanes than non-CF HAEC

To study the differential secretion of chemokingsnion-CF and CF HAEC, the apical and
basolateral secretion of 38 chemokines were stugiety chemokine array (data not shown).
Among these chemokines, only IL-8, GROMCP-1, MIG and MIP-B presented differential
profiles, and were further quantified by ELISA. 8,-GRQx, MCP-1, MIG and MIP-B were
detected in the apical CF HAEC supernatants (fi 24d also in the basolateral CF HAEC
supernatants except for MIB-gig 2B). IL-8, GRQu, MIG and MIP-3 were also detected in
the apical non-CF HAEC supernatants (fig 2A), mlydL-8 and GRQ@ were detected in the
basolateral non-CF HAEC supernatants (fig 2B). Atsbasal conditions, CF HAEC secreted
significantly higher amounts of IL-8 and GRQhan non-CF HAEC in both apical and
basolateral supernatants (fig 2A, 2B). MIG and NfPlevels were significantly higher in
apical CF HAEC supernatants than non-CF HAEC swgtants (fig 2A).

S. aureusenhance chemokine release by HAEC

When non-CF HAEC were stimulated wigh aureusthe levels of IL-8, GR®@, MCP-1 and
MIG were significantly increased in both apical d@rabkolateral non-CF HAEC supernatants,
as compared to unstimulated cells (fig 2C, 2D). MpPwas increased only i§. aureus
stimulated non-CF HAEC supernatants (fig 2C, 2Dhi/S. aureusinteraction with CF
HAEC increases the production of MIG and MIR-3% had no effect on IL-8, GR®and

MCP-1 in both apical and basolateral supernatdigt2C, 2D).
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A. Apical HAEC supernatants B. Basolateral HAEC supernatants
3507 ! 3507
3007 O Non-CF HAEC supernatants 300
2501 = CF HAEC supernatants 2501
-
£ 200 2007
(o]
< 1501 1501
1007 100
507 507
o o ND-’ND- _ND_ND
IL-8 GROa MCP-1 MIG MIP-33 IL-8 GROa MCP 1 MIG MIP-3B
C. Apical HAEC supernatants D. Basolateral HAEC soptants
350 3501
300] 3001
TEJ 250] 2501
S 200 200
o
150 150
100 100
507 507 «
] 0- NDNDND *
S.aureus—* -+ =+ -+ -+ -+ - +- 4 - +- + -+ -+ - 4+ -+ -+ -+ - +-+ -+ - +

IL-8 GROw MCP-1 MIG MIP-3p IL-8 GROx MCP-1 MIG MIP-38

FIGURE 2: Chemokine secretion by airway epithelial celleaftpicalS. aureusstimulation.
HAEC were grown in the double chamber model. Ap{égland basolateral (B) secretion of
chemokines in non-CF HAEC supernatants and CF HAHGernatants at basal conditions.
Apical (C) and basolateral (D) secretion of chemekiin non-CF HAEC supernatants and
CF HAEC supernatants after contact with culture iomed(-) or with S. aureus3.3 x 10
CFU/mL (+). Results are median of at least 5 indejpat experiments realized in duplicates.
ND: not detected. * p£ 0.05 using a Wilcoxon nonparametric test to comparstimulated
andS. aureusstimulated HAEC supernatants, .05 using a Mann and Whitney U test to
compare non-CF and CF HAEC supernatants.

T cell chemotaxis towards HAEC supernatants

To test whether non-CF and CF primary purified CO3cells have the same ability to

migrate towards non-CF and CF HAEC supernatantanoltaxis assays were carried out. As
shown in fig 3A and 3B, the chemotaxis of CF T el significantly higher than the

chemotaxis of non-CF T cells towards both apical adasolateral non-CF and CF HAEC

supernatants. Afte8. aureusnteraction with non-CF HAEC, there is a significarcrease of
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non-CF and CF T cell chemotaxis towards both apaad basolateral non-CF HAEC
supernatants. Furthermore, the chemotaxis of CFellk ¢s significantly higher than the
chemotaxis of non-CF T cells towards apical andoladsral S. aureusstimulated non-CF
HAEC supernatants (48s 24.7 and 32.%s 20.1 respectively). Afte6. aureusnteraction
with CF HAEC, the chemotaxis indices for non-CF &@H T cells towards apical and
basolateral HAEC supernatants as compared to umstied CF HAEC supernatants are
unchanged (19.4s 16.3 and 14.2s 18 for non-CF T cells, and 53v851.6 and 25.9s29.3

for CF T cells respectively).

O Non-CF T cells
B CF T cells

A. Non-CF HAEC B. CF HAEC
supernatants 60 supernatants

50
40
30 t
20
10
0

0
S.aureus— [ . —§ I - T
Apical Basolateral Apical Basolateral

Chemotaxis Index

FIGURE 3: T cell migration towards HAEC supernatants. Chexistassays were assessed
in a boyden chamber. Non-CF (white bars) and Ckcfbbars) T cell chemotaxis towards
apical and basolateral unstimulated (-) aBd aureusstimulated (+) non-CF HAEC
supernatants (A) or CF HAEC supernatants (B). Atadwere expressed as medians of
chemotaxis indices from at least 10 independen¢ix@nts realized in triplicates. *$0.05
using a Wilcoxon nonparametric test to compare ataris towards non stimulated agd
aureusstimulated HAEC supernatants, T<p0.05 using a Mann and Whitney U test to

compare non-CF and CF T cell chemotaxis.
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Involvement of IL-8 in lymphocyte chemotaxis

Since IL-8 is chemotactic for non-CF T cells andcsi CF HAEC supernatants contain
significant levels of IL-8, we anticipated that 8_might also exhibit chemotactic activity
towards CF-T cells.[15] As shown in figure 4, th& T cell chemotaxis towards rhiL-8 is
significantly higher than the chemotaxis of non-TFcells. The neutralizing anti-IL-8

antibodies used as previously apd/mL, were found to inhibit the chemotaxis of CRdan

non-CF T cells towards as much as 10 times the tgquaof IL-8 found in the different

supernatants (fig 4).
O Non-CF T cells m Non-CF T cells + Anti-IL-8

o CF T cells & CF T cells + Anti-IL-8
50
40
30
20 -

Chemotaxis Index

10 1

o1 1 10 100
rh IL-8 ng/mL
FIGURE 4: T cell chemotaxis index in response to rh IL-8eTdhemotaxis indices of non-

CF (square) and CF (diamond-shaped) T cells welauleted in the absence (empty) or
presence (filled) of neutralizing IL-8 antibodiek (g/mL). Data are medians of at least 10
independent experiments realized in triplicatep.<t0.05 using a Mann and Whitney U test

to compare non CF and CF T cell chemotaxis.

The neutralization of IL-8 in the supernatants Witf8 mAb caused a considerable inhibition
of both non-CF and CF T cell chemotaxis. The pasgges of chemotaxis inhibitions of non-
CF T cells towards apic@. aureusstimulated and unstimulated non-CF HAEC supernatan
were equal to 83 % and 66 % respectively. Towa@solateralS. aureusstimulated and
unstimulated non-CF HAEC supernatants, they weualeg 80 % and 66% respectively (fig
5A). Moreover, CF T cell chemotaxis inhibitions s apicalS. aureusstimulated and

unstimulated CF HAEC were equal to 86 % and 85 $paetively, and 67 % and 73 % for
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basolateralS. aureusstimulated and unstimulated CF HAEC supernatagspeactively (fig
5B). Mouse IgG, used as control Ab, had no effecfTocell chemotaxis towards rhiL-8 or
cell supernatants.

O Non-CF T cells

B CF T cells

A. Non-CF HAEC B. CF HAEC
100, supernatants 100 Supernatants

®
i

— 801
60

o
o

40

% of Inhibition
3

207
0-

-+ + -+

%)
i

0
S. aureus_—_* -
Apical Basolateral Apical Basolateral

FIGURE 5: IL-8 involvement in T cell chemotaxis. The inhibit percentages of T cell
chemotaxis were calculated in the presence of alitrg IL-8 antibodies at a concentration
of 1 ug/mL. Inhibition percentages in the absence (Presence (+) 0f. aureuof non-CF T
cell chemotaxis towards apical and basolateral @6rHAEC supernatants (A) or CF HAEC

supernatants (B). Data are medians of at leastnti@pendent experiments realized in

triplicates.

Expression of chemokine receptors on non-CF and CED3" T cells

To further examine the involvement of IL-8 in T Icelhemotaxis, the expression of
chemokine receptors was analyzed using flow cytom@éss shown in fig 6, the percentage of
CD3' CXCRIT cells was higher in CF T cells as compared to @6riF cells (2.8 % vs 7.9 %
respectively, §0.05). Inversely, the percentages of COXCR3' cells and CD3CCR7 cells
were significantly lower on CF T cells as compatechon-CF T cells. The percentages of

CD3'CXCRZ cells, CD3CCR3 cells and CD3CCRS5 cells were identical in CF and non-

CF T cells.
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T O Non-CF T cells
B CF T cells
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FIGURE 6: Percentage of chemokine receptor expression on' €Bi&. Flow cytometric
analyses of non-CF (white bars) and CF (black bpwsified lymphocytes were done with
control non-binding anti-isotype Ab and human CXCRXCR2, CXCR3, CCR3, CCR4,
CCR5 and CCR7 mAb. Data are medians of at leagidd€pendent experiments. <@.05

using a Mann and Whitney U test to compare non @FGF chemokine receptor expression.
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DISCUSSION

CF disease is characterized by chronic respiratdiymmation and bacterial infections of the
lungs of CF patients leading to excessive hostamesgs associated with inflammatory cell
infiltrates (11, 12, 14)S. aureuss one of the first pathogens that colonize trpiratory tract

of these patients. However, few studies have baaied out on the specific role 8f aureus

in airway inflammatory responses in CF diseaseeRty, T cell trafficking into pulmonary
tissue was described as a critical component df defence against respiratory pathogens. An
elevated T cell number in the CF bronchial epitiralihas been reported and suggest a
prominent implication of T cells in CF disease (IMgvertheless, the mechanisms inducing T
cell infiltration in CF epithelium remain unknowmhe data presented here show for the first
time that CF T cells present an enhanced chemotaewiard IL-8 as compared to non-CF T
cells. They also show, for the first time, thatcaiating T cells from CF patients express a
specific cell chemokine receptor pattern with 7.64CF CD3 T cells expressing CXCR1,
whereas only 2.8% of non-CF CD3 cells express this receptor. More importarlyaureus
infection of the CF HAEC does not affect CF T alemotaxis.

The TER measurements aftr aureusHAEC monolayers infection revealed that non-CF
HAEC are more sensitive to liv®. aureushan CF HAEC. The decrease in the TER seen
after 3h ofS. aureusnfection in our polarized human non-CF trachesl model with 3.3 x
10" or 16 S. aureusCFU/mL could be linked to non-CF HAEC damage sasmecrosis or
important bacterial internalization as seen afteiirBeraction with 1& CFU/mL S. aureus
(20, 21) To avoid these effects and to analyze only théy & aureusnfection impact on
chemokine secretion by tight polarized HAEC and Trcell chemotaxis, we used our
previous conditions, 3h-cell interactions with %310’ S. aureusCFU/mL (a ratio of 30

bacteria for 1 cell).
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Excessive airway inflammation of the lungs of CRiguats occurs even in the absence of
infections (8). To elucidate this point, we scrakobemokine production in CF and non-CF
HAECS using protein array (data not shown). IL¥& most studied chemokine in CF to date,
was detected in the supernatants of both cell tyesalso found that in absenceSfaureus
infection, polarized CF HAEC secreted higher levalshemokines particularly IL-8, GRQ
MCP-1, MIP-3 and MIG as compared to non-CF HAEC. These reauttsn agreement with
data showing increased IL-8 expression in CF HAH@mcompared to non-CF HAEC (22-
24). Indeed, our data corroborate the hypothesishafsal exaggerated inflammatory response
in CF epithelium, with higher amounts of IL-8 in GFAECS as compared to non-CF
HAECS, raising the possibility that abnormalitiesGFTR may constitutively alter pathways
mediating inflammation.

Most of the bacterial interactions with CF HAECVvivo andin vitro were investigated with
P. aeruginosa25, 26). The BAL of CF patients infected wikh aeruginosacontain high
levels of IL-8, MCP-1 and MIG as compared to BALmafn-infected CF patients or healthy
volunteers (27). Reinigeet al. showed thatP. aeruginosaincreased IL-8 and GRO
production by non-CF HAEC while it had no effect their secretions by CF HAEC (25).
Here, we show tha®. aureudnteraction with non-CF HAECS increases IL-8 s&ore but
also GR@, MCP-1, MIP-3 and MIG during an early stage of infection; wheteim CF
HAEC, S. aureusnduces an increase of MIG and MIB-8ecretions, and had no effect on IL-
8, GRQxr and MCP-1.

T cells are critical cells in inflammatory diseasesth the capacity to initiate, amplify and
terminate antigen-specific immune responses. A mrmbf pulmonary diseases are
characterized by preferential accumulation of typer type 2 T cells, which specifically
modulate defined aspects of pathogenesis in affetissues (28). T cells infiltrating the

airway of patients with chronic obstructive pulmpnalisease and pulmonary sarcoidosis
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were shown to have a type 1 profile and to exphésts levels of CXCR3, the IP-10 receptor
(29). T cells isolated from asthmatic human BALdlwere found to express the putative Th2
receptors CCR3 and CCR4, but also the Thl rece@@GR5 and CXCR3 (30). In this study,
the percentages of CD3xpressing CCR5, CCR4 and CXCR2 were identicablood
samples from both CF and non-CF groups. The peageat of CD3CCR7 and
CD3'CXCR3 were significantly lower in CF T cells as compatedon-CF T cells. A lower
expression of CXCR3 on CD4 T cells has already b&ssn in patients with idiopathic
pulmonary fibrosis as compared to controls buteéhE<ells presented also an increase in the
expression of CCR4. CXCR1 was reported to be esprepreferentially on neutrophils, and
recent studies showed that CD8 and CD4 T cellsatsm express CXCR1 (15, 31-33). Here
we show that both CF and non-CF T cells express€dR. Interestingly, the percentage of
CD3'CXCR1 on CF T cells was significantly higher than on +@R T cells. This could
explain why CF T cells presented a higher chemstaxiex towards HAEC supernatants
when compared to non-CF T cells. IL-8 neutralizatiohibited CF and non-CF T cell
chemotaxis in a similar range, suggesting that CXC&uld be important for T cell migration
before any infection. Nevertheless, MIG productimn CF HAEC before any infection, its
significant increase afte3. aureusnteraction with CF HAEC and the CXCR3 expression
CF T cell, suggests a potential implication of CX3ZRIG in the CF T cell chemotaxis.

Taken together, in physiological conditions, thedldevels of IL-8 seem to be amplified by
S. aureusnteraction, leading to an increase of T cell chtaxis towards the airway cells. In
CF patients, the expression of CXCR1 on circulafincells is thus likely to contribute to an
excessive and persistent inflammatory responseighadt enhanced b$. aureusnfection.
IL-8 and its receptor CXCR1 are key factors in Tl é®ming to the lung of CF patients
before infections. Targeting CXCR1 and/or IL-8 ntaslp to develop new concepts for the

treatment of CF.
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Les principaux résultats de cette étude sont leasts :

1) A l'état basal, la production d’IL-8, GRD MCP-1, MIG et MIP-B par les cellules
épithéliales bronchiques CF est plus importante lgue production par les cellules
épithéliales bronchiques non-CF.

2) Suite a linfection parS. aureusune augmentation de la sécrétion d’IL-8, GRO
MCP-1, MIG et MIP-3 par les cellules épithéliales bronchiques non-§fobservée.

3) L'infection parS. aureusv'a pas d’effet sur la sécrétion d’IL-8, Gr@t MCP-1 par
les cellules épithéliales bronchiques CF, tandisliguinduit une augmentation de la
sécrétion de MIG et MIP{Bpar ces mémes cellules.

4) S. aureusnduit une augmentation du chimiotactisme des bh-@€F et CF vis-a-vis
des surnageants de culture apicaux et basolatédas< cellules épithéliales
bronchiques non-CF.

5) S. aureusn’a pas d'effet sur le chimiotactisme des LT non-&FCF vis-a-vis des
surnageants de culture apicaux et basolatérauxaltdes épithéliales bronchiques
CF.

6) Le chimiotactisme des LT primaires de patients @Fawvis de I'lL-8 recombinante et
des surnageants des cellules non-CF et CF estirppmrtant que le chimiotactisme
des LT primaires de donneurs non-CF.

7) Linhibition de I'IL-8 dans les surnageants apicaei basolatéraux de culture des
cellules épithéliales bronchiques non-CF et CF iingloe inhibition d’au moins 60 %
du chimiotactisme des LT non-CF et CF.

8) Le nombre de LT CDELXCRI' est plus élevé dans les LT de patients CF parorapp

aux LT de donneurs sains.

Nos résultats suggérent que I'expression accru€XIER1 sur les LT CF semble
responsable du chimiotactisme important de cehiiitribuant ainsi a la mise en place d’'une
réponse inflammatoire excessive et persistantete Q&ponse serait indépendante de la
présence de&. aureus L'lL-8 et son récepteur le CXCR1 pourraient dgocer un réle
fondamental dans le recrutement pulmonaire des h&zcles patients CF avant toute
infection.
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Discussions et perspectives

Durant ces derniéres décennies, des avancéestanfgs ont été réalisées dans la
compréhension des interactions entre les pathogéinks cellules hétes. La caractérisaion
des mécanismes liés a la défense de I'hGte etndida en place de la réponse immunitaire
constitue un facteur important dans la compréhend®m ces interactions et I'éradication du
pathogene. Outre les défenses physiques et méeanigudéfense de I'hdte se traduit par la
sécrétion de médiateurs inflammatoires tels queytskines et les chimiokines, qui induisent
le recrutement de cellules immunitaires vers le sl linflammation. Dans certaines
pathologies pulmonaires comme la mucoviscidosecddisiles immunitaires, telles que les
neutrophiles et les lymphocytes T, sont retrouv@&esggrandes quantités dans les LBA des
patients et jouent un réle important dans les méoses de défense.

Bien gque S. aureussoit un pathogéne majeur de l'appareil respiratdiumain, les
conséquences de ses interactions avec I'épithélasmiratoire sur la réponse de I'h6te et la
mise en place d’'une réponse immune ont été tre€peliées. En revanche, son implication

dans les infections observées dans la mucovisciegidargement reconnue.

Les principaux objectifs de ce travail visaient @edminer, lors d’'une infection
précoce, les conséquences de linteraction eBtreaureuset des cellules épithéliales

glandulaires bronchiques normales et mucoviscidesig

Dans des modéles murins de la mucoviscidose, €iffés mutations du géne cftr ont
été étudiées dans le cadre d'infections @&eaeruginosau, plus raremerg. aureusOr, trés
peu de mutations du gérmdtr entrainent avant infection chez la souris, les ifizadions
pulmonaires observées chez les patients CF. De ausiveau pulmonaire, lors d'une
infection aS. aureusce dernier interagit directement avec la surfgueale de I'épithélium
respiratoire. Ainsi dans le but de mimervitro les infections de I'épithélium respiratoire par
S. aureusnous avons développé un modéle de culture ligiigdéde, en double chambre. La
polarité et I'intégrité des monocouches ont étéifieess grace a la sécrétion de SLPI
(marqueur de polarité) et la mesure de la résistaransépithéliale (TER). La sécrétion de
SLPI était plus importante dans les surnageantsiitiere apicaux par rapport aux surnageants
basolatéraux, dans les deux types cellulaires, Glonet CF. Ceci indique que les
monocouches sont bien polarisées. Arrivées a ocemflel et avant toute infection, les
monocouches de cellules CF présentaient une TEBrdéwent plus basse que celle des
cellules non-CF. En présence, en apical, de 2 corat®ns différentes d&. aureug3.3 x
10" et 16 CFU/mL) la TER des cellules non-CF reste stabdeyjta 3h d'interaction aves.
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aureus et aucune bactérie n'est détectée dans les santgcellulaires basolatéraux. Par
contre, au-dela de 3h une diminution de la TERobservée avec les 2 concentrationsSde
aureus et des bactéries sont retrouvées dans les samisgeasolatéraux. Ces résultats sont
en accord avec une étude récente qui montre uniedion de la TER et une détection de
bactéries dans les surnageants basolatéraux aypeesciion des cellules épithéliales 16HBE
avecS. pneumonia¢Beisswengeet al, 2007). Par contre, la TER des cellules épitresdial
CF reste stable durant les 6h d’interaction a8e@ureus Comme siS. aureusn’était pas
aussi virulent sur les cellules CF par rapport eeflules non-CF. Une hypothese serait que la
reconnaissance de. aureuspar les TLR2 des cellules épithéliales ne se fasseavec la
méme intensité sur les 2 épithéliums. Cette hysatiépose sur 3 points :

» L’étude de Beisswenget al. qui a également montré que l'interaction du LTASle
aureus avec les cellules épithéliales Caco-2 exprimantTleR2 entraine une
diminution de la TER, et qui suggére que cette dimion de la TER est TLR2-
dépendante.

* L'expression de TLR2 a la surface des cellules héhidles varie, les cellules
épithéliales CF possedent une expression plusefail®d TLR2 que les cellules
épithéliales non-CF (Haubet al.,2005).

* L'expression des ARN de TLR2 augmente dans lesulesll non-CF aprés 3h
d’interaction avec les facteurs de virulenceSdaureusmais n’augmente qu’apres 6h
d’interaction avecS. aureusdans les cellules CF (thése de Delphine Grasltaésu
non publiés).

L'intégrité de la barriére épithéliale constitue élément essentiel de la défense des cellules
contre les agressions bactériennes. Pour pouvadie#t/'impact d’'une infection qui débute
sur un épithélium intégre, le temps d’interactian 2h a été choisi ainsi gq’'une quantité de
bactéries en phase de croissance de 3.3 CEO/mL, soit 30 bactéries pour 1 cellule. En
effet, 'exposition des cellules épithéliales & OFU/mL deS. aureuentraine une adhérence
et une internalisation importantes des bactériegsaph d’interaction ave8. aureus mais
aussi une nécrose cellulaire (Moreilhat al, 2005). La survenue des phénoménes
inflammatoires est encore, a I'heure actuelle, ttéstroversée dans la mucoviscidose.
L'inflammation précéde-t-elle ou non l'infection24& médiateurs proinflammatoires sont-ils
déja sur le site ou sont-ils produits apres litifat? Nos résultats confortent I'hypothese
d’'une inflammation qui précéde toute infection. Pamotre modele, a I'état basal les cellules
épithéliales glandulaires bronchiques CF produisge$ quantités plus importantes de

chimiokines que les cellules épithéliales glandekibronchiques non-CF tant dans les
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surnageants apicaux que dans les surnageantstbemsaia Ces résultats sont en concordance
avec plusieurs études cliniques qui montrent ltexise d’une inflammation pulmonaire chez
les foetus CF avant toute infection ou la préseneeqdantités élevées d’'IL-8 et de
neutrophiles dans les LBA de patients CF ne préasé¢mtucune infection. Il a été également
montré que les LBA de patients CF contiennent desitités plus élevées de MCP-1 et MIG
que les LBA de sujets contréles (Hamt al, 2006). Cependant, quelques études
contradictoires ne montrent pas de difféerence Sagtive du taux de I'lL-8 entre cellules
épithéliales CF et non-CF (Becket al, 2004 ; Reinigeet al, 2005 ; Wiszniewsket al,
2006), ou méme un taux de I'lL-8 sécrétée par @hiles CF inférieur a celui des cellules
non-CF (Massengalet al, 1999). Il a été également décrit que les LBA déemts CF et
non-CF présentaient des quantités équivalentes R@GoQ@Wyatt et al, 2000). Outre une
concentration plus importante de chimiokines pas dellules CF par rapport aux cellules
non-CF, nous avons aussi montré l'existence d'uadignt décroissant de chimiokines
apical/basolatéral pour les deux types de cellubesCF et CF.

Méme siS. aureusest le premier pathogéne a coloniser le tractapinaoire des
patients CF, la plupart des études dans la muddese ont porté sur les infectionsPa
aeruginosa Certaines études rapportent des quantités pwees d'IL-8, MCP-1 et MIG
dans les LBA de patients CF infectés Paraeruginosgar rapport aux LBA de patients CF
non infectés paP. aeruginosaou de sujets non-CF (Hartt al, 2006). D'autres études
montrent que l'infection des cellules épithélialsnchiques CF pdP. aeruginosan’a pas
d’effet sur la sécrétion d’IL-8 et de GR@lors qu’il y a une augmentation de la production
d’'IL-8 et de GR@ par les cellules épithéliales bronchiques non-Ré&ir(igeret al, 2005).
Lors de I'infection pafS. aureusnous avons montré que cette bactérie a gramifposiisait
une augmentation de la sécrétion de I'lL-8, GR& MCP-1 par les cellules épithéliales
glandulaires bronchiqgues non-CF, alors qu’elle pga d’effet sur la sécrétion de ces mémes
chimiokines par les cellules épithéliales CF. Ceorrobore le fait que le phénomene
inflammatoire dans la mucoviscidose précéde lesctidns mais aussi que les cellules CF ne
répondent pas a l'infection. Durant I'infection & aureusla TER et la production de
chimiokines des cellules épithéliales CF resteables contrairement aux cellules non-CF.
Ceci suggeére que les cellules épithéliales CF smihs sensibles 8. aureusjue les cellules

épithéliales non-CF.
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Le chimiotactisme des neutrophiles, macrophagesyraphocytes, joue un role
important dans la mise en place de la réponse irtain Les chimiokines sont les
principales responsables de ce chimiotactisme. dedsiles épithéliales bronchiques sont
capables de sécréter un grand nombre de chimigkeeggines a des concentrations plus
importantes que d’autres ; par exemple IL-8, GR NAP-2 sont les chimiokines les plus
sécrétées par les 2 types cellulaires CF et nonSCRureusnduit une augmentation de la
production de certaines d’entre elles par les @dlaon-CF alors qu’il n’y a pas de variation
de production par les cellules C8&. aureusest connu pour induire le chimiotactisme des
neutrophiles et des macrophages qui doivent sarsan élimination rapide, mais I'effet &e
aureus sur le chimiotactisme des LT n'avait jamais ét@d#& a notre connaissance.
Cependant, il a été montré que I'entérotoxine BSdaureusnduit une accumulation de LT
dans les LBA de patients, associée a des quantipgmtantes d’lL-4 (Herzt al, 1999). Nos
études de chimiotactisme ont montré que les LTutards humains purifiés avaient une
capacité de migration plus importante vers les aggants apicaux et basolatéraux des
cellules épithéliales non-CF lorsque celles-ciéfthistimulées paS. aureus L'utilisation
d’anticorps neutralisant de 'lL-8, une chimiokigei attire principalement les neutrophiles, a
permis de montrer que cette chimiokine joue un ndlportant (60-80%) dans la migration
des LT non-CF vers les surnageants apicaux et dtésalix. Ainsi grace au gradient de
concentration en chimiokines autour de I'épithéliugnadient qui s’accentue lors d’une
infection aS. aureusles LT peuvent arriver jusqu’au site de l'infectiavant que l'intégrité
de I'épithélium ne soit rompue. L'épithélium non-@iue donc bien un rdle de senseur. A
'inverse, méme si dans les surnageants de culteireellules CF, I'lL-8 est aussi le premier
facteur chimiotactique vis-a-vis des LT CF, la pre deS. aureusn’induit pas une
augmentation du chimiotactisme des LT CF. L'épitivdl CF qui est déja dans un état
proinflammatoire et attire déja les LT avant toinfection, ne semble pas jouer son réle de
senseur vis-a-vis dg. aureus
La capacité des cellules a migrer vers un chinmacttint est étroitement liée a la présence du
récepteur de ce chimioattractant sur la celluléL-B jouant un réle prépondérant dans le
chimiotactisme des LT, I'expression de ses récept@XCR1 et CXCR2 a été analysée sur
les LT. CXCR2 est trés faiblement exprimé a laawefdes LT CF ou non-CF. Par contre,
CXCRL1 est exprimé lorsque les LT non-CF sont entaxindes surnageants de culture des
cellules épithéliales non-CF. Cette expression aumen au contact des surnageants des
cellules non-CF stimulées p&: aureuslLes LT non-CF deviennent donc plus sensibles a

I'IlL-8, ce qui permet d'amplifier leur chimiotactree (augmentation de I'IL-8 dans les
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surnageants et de son récepteur sur les LT). Emueconcerne les LT CF, leur
chimiotactisme de base est plus important que asilLT non-CF et il n'est pas accentué
vis-a-vis des surnageants des cellules épithéli@lesstimulées paf. aureus Ceci peut
s’expliquer d’'une part par le fait que la quansiéerétée d’IL-8 est identique en absence ou en
présence deS. aureuset d'autre part par le fait que le nombre de LTGRY est plus
important dans les LT CF par rapport aux LT non-C€s résultats suggérent que le CXCR1
et I'lL-8 jouent un rdle important dans I'accumudet des LT dans les poumons de patients
CF avant toute infection et donc dans la pathog&deda mucoviscidose.

La plupart des pathologies respiratoires est témgée par une polarisation
préférentielle de type Thl ou Th2. Par exempleLlesles poumons de patients atteints de la
BPCO ou de la sarcoidose pulmonaire expriment adatface le récepteur de I'lP-10, le
CXCRS3, récepteur qui correspond a un profil Thlt@Karet al, 2003). Par contre les LT de
LBA de patients asthmatiques expriment préférdetient les récepteurs CCR3 et CCR4,
marqueur du profil Th2 (Campbedit al., 2001). Trés peu d’études se sont intéressées a
I'expression des récepteurs des chimiokines surTedans la mucoviscidose. Cependant, il a
été reporté que la quantité de LT CDER4 (Th2) dans les LBA de patients CF infectés par
P. aeruginosatait significativement plus élevée que dans B2 Ide témoins ou de patients
CF non-infectés paP. aeruginosa(Hartl et al, 2005). En se basant sur les sécrétions de
cytokines et de chimiokines, plusieurs études suppb la prédominance Th2 dans la
mucoviscidose (Mosesat al, 2005 ; Allardet al, 2006). Dans notre étude, nous avons montré
que le nombre de LT CCR2&t CXCR3 est plus élevé dans les LT de donneurs sains ion-C
par rapport aux LT de patients CF. Un nombre pleséde LT CXCR3 est également
retrouvé dans d'autres pathologies pulmonairesgeajue la fibrose pulmonaire idiopathique
(Pignattiet al, 2006a). D’autre part, Il a été montré que I'esgien de CXCR1 et CXCR2
sur les neutrophiles de sang péripherique diminakez les patients asthmatiques et chez les
patients atteints de la BPCO par rapport a dessssgens. De plus, I'expression de CXCR1 et
CXCR2 sur les neutrophiles issus d’expectoratioisiites de patients BPCO et de patients
asthmatiques est plus faible que leur expressiomhesuneutrophiles du sang périphérique de
ces mémes patients (Pigna#t al, 2006b). Afin de compléter nos résultats, il derai
intéressant d’étudier I'expression des récepteasscthiimiokines et notamment le CXCR1 sur
des LT et des neutrophiles provenant de LBA deepti CF, mais aussi d’analyser le profil
Thl, Th2, Treg et Th17 de ces LT.
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Les patients atteints de la CF présentent une autgiien de la prévalence pour des
pathologies médiées par les LT CDde type Th2 comme l'asthme ou l'aspergillose
bronchopulmonaire allergique (Skat al., 2005). Les mécanismes responsables de cette
prévalence ne sont pas totalement élucidés. Lésleldendritiques (CDs) représentent un
élément clé dans la différentiation des lymphocyite$ et Th2. Les CDs capturent I'antigéne
sur le site de I'inflammation et, sous l'influende microenvironnement, elles maturent et
migrent vers les organes lymphoides secondaires puduire une polarisation des
lymphocytes T naifs (Bancherea al., 2000). Plusieurs études montrent que, dans des
conditions particulieres comme l'allergie, les Cpsuvent étre pré-conditionnées et induire
une réponse Th2 inadaptée (Charboneiel.,2003 ; Hammaet al.,2001). Plusieurs études
récentes ont également mis en évidence que laledpithéliale peut pré-conditionner la
CDs, directement ou via la production de facteotatdes (Chieppat al., 2006 ; Liuet al.,
2006). Des facteurs de virulence 8e aureuscomme l'entérotoxine B sont capables de
stimuler les CDs dérivées de monocytes (MoCDs)I'paermédiaire du TLR2 et d’'induire
leur maturation. Ces MoCDs ne produisent pas d2L€t induisent une réponse Th2
(Mandronet al., 2006). Ainsi, les modifications du microenvironremm alvéolaire induites
par l'interaction précoce d&.aureusavec les cellules épithéliales pourraient conditer a la
fois les CDs présentes sur le site et celles réesupar la suite et participer a la dérégulation
de la réponse T. Au vu de ces différents élémamias proposons d'étudier, a plus long
terme, le role des CDs dans le contexte particdkela mucoviscidose. Il a été montré que la
mutation du géne cftr pouvait modifier les foncsates cellules T (Allar@t al., 2006), en
revanche a ce jour il existe peu de données suCl2s dans la mucoviscidose. Afin de
déterminer I'importance de l'infection précoce tpithélium respiratoire pa®. aureusdans
le pré-conditionnement des MoCDs, l'effet des fadesolubles libérés par les cellules
épithéliales infectées p&: aureussera évaluée sur la différenciation et la matonaties CDs
ainsi que sur leur capacité a polariser les calllilelans un contexte physiologique mais aussi

dans le contexte de la mucoviscidose.

Tout au long de notre étude, nous avons utilisgolache de référence & aureus
8325-4. Dans les infections respiratoires, on tssistuellement a une émergence de souches
de SARM. Dans la mucoviscidose par exemple, desh&mudeS. aureusrésistantes a la
méticilline sont isolées des poumons de patientg@teur de 14,6%. Il nous parait donc
intéressant de valider nos résultats en utilisdatittes souches d8. aureuscomme les

souches SARM ou des souches cliniques isoléestmzaCF.
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Discussions et perspectives

Nous avons montré que les cellules épithélialess@® moins sensibles& aureus3325-4
qgue les cellules épithéliales non-CF. Pour élucadepoint, I'étude des récepteurs impliqués
dans la reconnaissance Sleaureugar les cellules épithéliales serait envisageatilesieurs
hypothéses peuvent étre envisagées parmi lesquiadbestence d’'une dérégulation de
I'expression des récepteurs 8eaureussur les cellules épithéliales CF. Cette hypotheste
cependant a confirmer puisque les données detdaalitire concernant les récepteursSde
aureussont trés contradictoires, notamment pour le TI(R2uberet al. 2005; Muiret al.,
2004; Firovecet al.,2004). D’autres récepteurs peuvent aussi partiéipa pathogénése &
aureuscomme le TNFR1 qui est exprimé plus fortementlssrcellules épithéliales CF que

sur les cellules non-CF (Sajjanal.,2007).
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Abstract:

Staphylococcus aureus one of the major pathogens infiltrating thedsirof cystic fibrosis
(CF) patients. UporSS. aureusinfection, airway epithelial cells produce highvéés of
chemokines that enhance T cell chemotaxis. Althdogreased numbers of lymphocytes are
present in the airways and bronchoalveolar lavdgel fof CF patients, the mechanisms
responsible for their accumulation and the roléSofaureusare still largely unknown. Our
study aims to investigate the impact ®f aureuson chemokine secretion by CF epithelial
cells and subsequent chemotaxis of CF T cells. GBrand CF airway epithelial cells were
grown in a double chamber model then apically sated withS. aureusSupernatants were
guantified for chemokine secretions and assayedTfarell chemotaxis using a Boyden
chamber. We showed that CF epithelial cells sedretger amounts of chemokines than non-
CF epithelial cellsS. aureusnteraction with epithelial cells increased chemekproduction
by non-CF cells, whereas it had no effect on CKckiterestingly, CF T cell chemotaxis was
always greater than non-CF T cell chemotaxis andTGéells expressed more CXCR1 as
compared to non-CF T cells. These observationsesigfat IL-8 and its receptor CXCR1
contribute to the recruitment of T cells in CF pats, and could be used as therapeutic targets
in CF.
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Denise AL ALAM

IMPACT DE L'INTERACTION ENTRE LES CELLULES EPITHELI ALES
BRONCHIQUES ET STAPHYLOCOCCUS AUREUSSUR LE CHIMIOTACTISME
DES LYMPHOCYTES T DANS LA MUCOVISCIDOSE.

Thése Pharm. Univ. : Immunol. : Reims : 2008

Résumé :

S. aureusest retrouvé de fagon précoce chez les persontegstes de la mucoviscidose (CF).
Chez ces personnes, de nombreuses cellules imnstam@simulent dans les poumons ou
I'épithélium est sévérement lésé. Cependant, le rd¢ S. aureusdans la réponse
inflammatoire des cellules épithéliales bronchigetebaccumulation des lymphocytes T (LT)
est encore mal défini.

Le développement d’'un modéle de culture en doubdnbre, a permis de montrer que les
cellules épithéliales non-CF produisent des chiiie& et queS. aureusaugmente la
sécrétion d’IL-8 et d’éotaxine par ces cellulesal@lement, une migration accentuée des LT
vis-a-vis des surnageants des cellules infectéeS.mureusst observée.

A l'état basal, les cellules épithéliales CF sé@mttdes quantités plus importantes de
chimiokines que les cellules non-CF. L'interactid®S. aureusavec ces cellules n’entraine
pas de variations significatives de la productioi.-8. De plus, les LT de patients CF
présentent un indice de chimiotactisme plus immbrigue les LT non-CF vis-a-vis des
surnageants de culture des cellules, sans accemtudé leur migration vis-a-vis des
surnageants de culture de cellules épithélialest@Rulées paS. aureusParallélement, le
nombre des LT exprimant CXCR1, est plus importaarisdles LT CF par rapport aux LT
non-CF.

Nos résultats suggerent que les cellules épitleélinbn-CF stimulées p&: aureusnduisent

le chimiotactisme des LT non-CF vers le site iriaet alors que le chimiotactisme des LT
CF est accentué avant toute infection. De pluk;8’let son récepteur CXCR1, jouent un role
important dans la migration des LT dans la mucadtse.

Mots clés:
Mucoviscidose, muqueuse respiratoire, Staphylococcus aureys lymphocytes T,
chimiokines.
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