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La mucoviscidose (CF) est une maladie autosomale récessive due à une mutation du 

gène codant pour la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator). 

Cette maladie affecte principalement les fonctions respiratoires, digestives, génitales et 

cutanées. Cependant, les manifestations respiratoires, caracterisées par une inflammation 

respiratoire chronique et des infections bactériennes, représentent 90 % de la morbidité et de 

la mortalité des patients atteints de la mucoviscidose. 

 

Les premières étapes dans l’infection bactérienne sont l’adhérence bactérienne aux 

cellules, la multiplication et la dissémination de l’agent pathogène, qui induisent la mise en 

place des défenses actives de l’hôte. Cette mise en place débute par la sécrétion de médiateurs 

inflammatoires et est suivi par le développement d’une défense immunitaire innée et acquise. 

Staphylococcus aureus (S. aureus), commensal de l’épithélium nasal, est un des premiers 

pathogènes à coloniser l’appareil respiratoire des patients mucoviscidosiques. Cependant, le 

rôle de S. aureus dans la réponse de l’hôte et l’induction de la défense immunitaire dans 

l’épithélium respiratoire a été encore très peu étudié.  

 

Le but de ce travail de thèse a été d’étudier les conséquences de l’interaction de S. 

aureus avec les cellules épithéliales bronchiques non-CF et CF sur la mise en place de la 

réponse immunitaire, notamment sur la sécrétion de chimiokines (molécules 

chimioattractantes des leucocytes) et l’induction du chimiotactisme des lymphocytes T (LT) 

primaires non-CF et CF. Ce mémoire est articulé autour d’une introduction bibliographique 

générale, suivie de la partie expérimentale avec la présentation des résultats sous forme 

d’articles et d’une discussion générale incluant les perspectives. 

 

L’introduction générale porte sur l’appareil respiratoire et son épithélium constitué de 

différents types cellulaires, sur les infections respiratoires et les défenses immunitaires de 

l’épithélium respiratoire (inflammation, chimiokines et leurs récepteurs, LT, etc….). Dans la 

mesure où ce travail porte essentiellement sur la mucoviscidose, la dernière partie de 

l’introduction sera consacrée aux modifications qui sont associées à cette maladie, aux 

infections et phénomènes inflammatoires qui l’accompagnent, aux principales chimiokines et 

leurs récepteurs décrits dans la mucoviscidose pour finir sur la population lymphocytaire.  

 

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

un premier temps, l’effet de S. aureus sur la sécrétion de chimiokines par les cellules 
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épithéliales bronchiques normales et sur le chimiotactisme des LT primaires de donneurs 

sains. Nous avons également analysé l’importance des chimiokines et de leurs récepteurs lors 

de l’infection des cellules épithéliales bronchiques par S. aureus et plus particulièrement l’IL-

8 (article 1). 

 

Dans un deuxième temps, nous avons comparé la sécrétion de chimiokines par les 

cellules épithéliales bronchiques non-CF et CF. Nous avons ensuite étudié l’effet de S. aureus 

sur la sécrétion de chimiokines par les cellules épithéliales bronchiques CF et sur le 

chimiotactisme des LT primaires de patients CF et de donneurs sains. L’effet de l’IL-8 sur le 

chimiotactisme des LT non-CF et CF ainsi que l’expression différentielle des récepteurs des 

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

 

La discussion et les perspectives nous ont permis d’argumenter les résultats obtenus et 

de décrire les perspectives de ces travaux.  
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 APPAREIL RESPIRATOIRE HUMAIN 

I.  Structure générale de l’appareil respiratoire  

L’appareil respiratoire est un système complexe dont la principale fonction est de 

conduire l’air extérieur jusqu’aux alvéoles pulmonaires et ainsi permettre les échanges gazeux 

entre l’air et le sang. Chez les mammifères, le système respiratoire est constitué des voies 

respiratoires extra-pulmonaires qui regroupent les fosses nasales, le rhino-pharynx, le larynx, 

la trachée et le début des deux bronches souches, et les voies respiratoires intra-pulmonaires 

comprenant les bronches, les bronchioles et les alvéoles pulmonaires (Figure 1). Les voies 

aériennes humaines sont extrêmement ramifiées. A partir de la trachée, l’arbre respiratoire se 

divise en branches de longueur et de diamètre inégaux, avec des dichotomies irrégulières et 

asymétriques. La surface totale d’échange du poumon est d’environ 100 à 150 m2. 

 

 

 

Depuis les voies proximales (fosses nasales) jusqu’aux voies distales alvéolaires. 

 

Figure 1. Structure générale de l’appareil respiratoire humain (http://tecfa.unige.ch, 
2007).  
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I.1. Structure de l’épithélium respiratoire 

L’appareil respiratoire humain est recouvert par un épithélium dont l’organisation 

diffère selon les étages considérés. Les cellules changent également en fonction de l’étage, où 

elles auront chacune leurs propriétés spécifiques. L’épithélium respiratoire est composé de 

trois types d’épithélium : l’épithélium bronchique, l’épithélium bronchiolaire et l’épithélium 

alvéolaire (Figure 2). 

 

 
 

L’épithélium respiratoire de surface est pseudostratifié au niveau de la trachée et des bronches, et 
composé de 4 types cellulaires (cellules ciliées, caliciformes, intermédiaires et basales). L’épithélium 
glandulaire est composé de trois types cellulaires (cellules à mucus, cellules séreuses et cellules 
myoépithéliales (non représentées sur ce schéma)). L’épithélium bronchiolaire est monostratifié et 
formé de cellules ciliées, de cellules neuroépithéliales et de cellules de Clara. L’épithélium alvéolaire 
monostratifié est composé de pneumocytes de type I et de pneumocytes de type II. 
 

I.1.1. L’épithélium bronchique 

Depuis les fosses nasales jusqu’aux bronchioles, l’épithélium respiratoire comprend un 

épithélium de surface, en contact avec l’air inhalé, et un épithélium glandulaire, situé dans la 

sous-muqueuse respiratoire. Ces deux épithéliums sont séparés par la lame basale. 

  

Figure 2. Les différents types de cellules épithéliales respiratoires de surface selon 
l’étage considéré (thèse Sandie Escotte, 2001).  
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I.1.1.1. L’épithélium bronchique de surface 

L’épithélium bronchique de surface est composé de quatre types cellulaires différents : 

les cellules ciliées, les cellules caliciformes muqueuses, les cellules intermédiaires et les 

cellules basales (Figure 3). 

 
 

Les cellules musculaires lisses (1), le tissu conjonctif (2), la lame basale (3), les cellules basales au 
noyau petit et plus ou moins arrondi (4), les cellules intermédiaires fusiformes ressemblant aux 
cellules basales (5), les nombreuses cellules caliciformes (6) au mucus à peine teinté et au noyau 
basal triangulaire, les cellules ciliées au noyau ovalaire (7) et les cils (8). 
 

I.1.1.1.a. Les cellules ciliées 

Les cellules ciliées représentent plus de 50 % des cellules de l’épithélium de surface 

(Spina, 1998). Ce sont des cellules prismatiques au noyau ovalaire situé à la partie basale de la 

cellule. Elles se caractérisent par la présence, à leur pôle apical, de nombreux cils (environ 

300 cils chacune) et de nombreuses microvillosités (Figure 4). Ce pôle apical est également 

riche en mitochondries qui fournissent l’énergie nécessaire aux battements ciliaires. La 

densité et la longueur des cils varient selon leur localisation (5-7 µm dans la trachée et 3-4 µm 

dans les bronches) (Greenwood et al., 1972). La fréquence de battements des cils est comprise 

entre 10 et 15 Hz ex vivo (Zahm et al., 1990), et elle est plus élevée dans les bronches 

proximales que dans les bronches distales (Rutland et al., 1982). Les battements ciliaires 

assurent la clairance mucociliaire permettant d’éliminer le mucus contenant les aéro-

contaminants et les micro-organismes qui pénètrent dans les voies respiratoires. Outre leur 

rôle dans le transport du mucus, les cellules ciliées permettent la sécrétion de macromolécules 

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

Cellules musculaires 
lisses 

Tissu conjonctif 

Lame basale 

Epithélium bronchique 
Pseudostratifié 
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et le transport d’eau et d’ions à travers la muqueuse respiratoire (Varsano et al., 1987 ; Nadel 

et al., 1985). 

 

 

 

I.1.1.1.b. Les cellules sécrétoires ou caliciformes 

Dans la trachée humaine, le nombre de cellules sécrétoires est estimé en moyenne à 

6000-7000 cellules/mm2 (Ellefsen et al., 1972). Elles présentent un noyau basal entouré par la 

plupart des organites cellulaires. En microscopie électronique, elles sont caractérisées par la 

présence de granules sécrétoires peu denses aux électrons (Figure 5), principalement situés à 

leur pôle apical et contenant des mucines (Verdugo et al., 1990). Les mucines sont des 

protéines acides (en raison de la présence d’acide sialique et de groupement sulfate) et 

fortement glycosylées. Les cellules sécrétoires produisent également des protéines à activité 

anti-bactérienne telles que les IgA sécrétoires, la peroxydase, etc… (Goodman et al., 1981 ; 

Christensen et al., 1981 ; Christensen et al., 1982). Ces cellules sont capables de s’auto-

renouveler et de se différencier en cellules ciliées (Jeffery et Li, 1997). Le nombre de ces 

cellules augmente dans certaines pathologies respiratoires telles que les bronchites chroniques 

et la mucoviscidose. 

Figure 4. Cellules ciliées en microscopie électronique (X 3250) (Chilvers et 
O’Callaghan, 2000). 
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C : Cellules ciliées. G : Cellules sécrétoires. B : Cellules basales. M : Mastocytes. V : Vaisseau 
sanguin  
 

I.1.1.1.c. Les cellules intermédiaires ou parabasales 

Les cellules intermédiaires sont des cellules fusiformes, ancrées à la lame basale et 

n’atteignant pas la surface de l’épithélium. En microscopie électronique à transmission, elles 

ressemblent aux cellules basales mais avec des noyaux plus hauts que ceux de ces dernières 

(Breeze et al., 1977 ; Mercer et al., 1994). En microscopie optique, les cellules intermédiaires 

ne présentent pas de caractéristiques ciliées, endocrines ou sécrétoires (Donnelly et al., 1982 ; 

Breuer et al., 1990). 

 

I.1.1.1.d. Les cellules basales 

Les cellules basales sont des cellules de petites tailles, triangulaires. Elles ont un 

faible rapport nucléo-cytoplasmique. Les cellules basales sont ancrées à la lame basale par des 

jonctions stables situées à leur pôle basal (les hemidesmosomes), et sont attachées aux autres 

cellules épithéliales par des desmosomes (Baldwin, 1994). Elles jouent un rôle principal dans 

la régénération de l’épithélium respiratoire (Ayers et Jeffery, 1988). 

Figure 5. Cellules de l’épithélium respiratoire en microscopie électronique à 
transmission (Jeffery et Li, 1997). 

10 µm 
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I.1.1.2. L’épithélium bronchique glandulaire 

L’épithélium respiratoire glandulaire, présent dans la sous-muqueuse bronchique, est 

situé entre l’épithélium de surface et le cartilage. Il est constitué d’un tissu conjonctif lâche 

contenant les glandes sécrétoires mixtes, elles-mêmes constituées de trois types cellulaires : 

les cellules muqueuses, les cellules séreuses et les cellules myoépithéliales (Figure 6). 

 
 

1. Glande séro-muqueuse. 2. Cellules glandulaires muqueuses. 3. Cellules glandulaires séreuses. 4. 
Lumière. 5. Capillaire sanguin. 
 

I.1.1.2.a. Les cellules muqueuses 

En microscopie électronique, les cellules muqueuses sont caractérisées par un 

cytoplasme dense aux électrons. Leur cytoplasme contient de nombreux granules sécrétoires 

de petites tailles. Ces granules, situés au pôle apical des cellules, sont électron-clairs en 

microscopie électronique et riches en mucines. 

 

Figure 6. Histologie de l’épithélium bronchique glandulaire (thèse Delphine Gras, 
2006). 
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I.1.1.2.b. Les cellules séreuses 

Les cellules séreuses sont caractérisées par des granules denses aux électrons  

(Meyrick et Reid, 1970). Ces granules sont situés dans la partie apicale du cytoplasme. Elles 

renferment des protéines telles que la transferrine, l’antileucoprotéase, le lysozyme considéré 

comme marqueur spécifique de l’activité sécrétoire des glandes séreuses, etc… (Bowes et al., 

1981 ; Franken et al., 1980 ; Franken et al., 1989). Les cellules séreuses sécrètent également 

des mucines neutres sulfatées, et des substances non-muqueuses, probablement des lipides 

(Spicer et al., 1980). 

 

I.1.1.2.c. Les cellules myoépithéliales 

Les cellules myoépithéliales de forme allongée sont positionnées à la base de 

l’épithélium glandulaire en contact avec la lame basale. Elles sont également en contact direct 

avec les cellules sécrétoires glandulaires trachéo-bronchiques. Elles entourent les glandes, et 

en se contractant, elles exercent une pression sur ces dernières favorisant ainsi la libération 

des sécrétions glandulaires vers la lumière des voies aériennes. 

 

I.1.2. L’épithélium bronchiolaire 

L’épithélium bronchiolaire se situe vers la périphérie au niveau des bronchioles. Il est 

dépourvu de cellules caliciformes. Les cellules ciliées sont moins hautes mais présentent la 

même morphologie et les mêmes propriétés que dans l’épithélium bronchique. Les cellules 

basales sont beaucoup moins nombreuses. On distingue également les cellules de Clara et les 

cellules neuro-épithéliales. 

 

I.1.2.1. Les cellules de Clara 

Les cellules de Clara ou cellules en dôme présentent un pôle apical faisant saillie dans 

la lumière bronchiolaire, caractérisé par la présence de quelques microvillosités et de granules 

sécrétoires denses aux électrons (Singh et Katyal, 1997). Ce sont des cellules bronchiolaires 

non-ciliées, de forme ovale chez l’Homme et irrégulière chez les autres espèces (Plopper, 

1983). La majeure partie du cytoplasme est remplie par des organelles, dont le noyau, qui est 

le composant le plus volumineux. Leur fonction principale est la production et la sécrétion de 

nombreuses molécules telles que des glycoprotéines et des lipides, l’antileucoprotéase et les 
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protéines A et B du surfactant alvéolaire (Widdicombe et Pack, 1982 ; De Water et al., 1986). 

Elles sont également connues pour leur capacité d’échange ionique (Van Scott et al., 1987).  

 

I.1.2.2. Les cellules neuro-épithéliales 

Les cellules neuro-épithéliales ou neuro-endocrines se regroupent au niveau 

bronchiolaire où elles forment des corps neuro-épithéliaux, ou bien elles peuvent être isolées 

les unes des autres. Elles possèdent de nombreux granules denses et ont une forme 

triangulaire proche de celle des cellules basales. Elles sont toutes au contact de la lame basale. 

Néanmoins, elles ont des prolongements cytoplasmiques qui atteignent la lumière des voies 

respiratoires (Knight et Holgate, 2003 ; Boers et al., 1996). Ces cellules expriment à leur 

surface une protéine de liaison à l’oxygène qui leur confèrent la fonction de détecteur et de 

transducteurs de l’hypoxie (Cutz et Jackson, 1999 ; Youngson et al., 1993). Elle ont 

également un rôle dans la régulation de la croissance et de la régénération de l’épithélium 

(Reynolds et al., 2000).  

 

I.1.3. L’épithélium alvéolaire 

L’épithélium alvéolaire est monostratifié. Les cellules épithéliales alvéolaires sont de 

deux types : les pneumocytes de type I et les pneumocytes de type II. Les alvéoles sont 

recouvertes par une fine pellicule constituant le surfactant. Le surfactant joue un rôle 

important dans la défense immunitaire du poumon en stimulant la phagocytose et la capacité 

de migration des macrophages alvéolaires (O’Neill et al., 1984 ; Hoffman et al., 1987). 

 

I.1.3.1. Les pneumocytes I 

Bien que les pneumocytes I couvrent 95 % de la surface alvéolaire environ (5100 µm2 

environ), ils ne représentent que 37 % de la population épithéliale à cause de leur forme 

allongée. Ils ont un volume moyen de 1800 µm3 (Crapo et al., 1982) et possèdent peu 

d’organelles intracellulaires témoignant de leur activité métabolique peu intense (Mercurio et 

Rhodin, 1976). Ils ont un compartiment cytoplasmique très fin (0,1 à 0,3 µm d’épaisseur), ce 

qui explique leur implication dans les échanges gazeux.  
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I.1.3.2. Les pneumocytes II 

Les pneumocytes II occupent 5 % de la surface alvéolaire et constituent 63 % de la 

population épithéliale, avec un volume moyen de 750 µm3 environ (Crapo et al., 1982 ; 

Fehrenbach et al., 1995). Ce sont des cellules métaboliquement très actives possédant un 

cytoplasme riche en mitochondries et en réticulum endoplasmique rugueux. La principale 

fonction des pneumocytes II est la production et la sécrétion intra-alvéolaire du surfactant.  

 

II.  Fonctions de défense de l’épithélium respiratoire 

L'épithélium de surface trachéo-bronchique, exposé aux agressions extérieures et à de 

nombreux agents pathogènes, constitue la première ligne de défense de la muqueuse 

bronchique vis-à-vis de l'environnement. Etant donné la fréquence et la diversité des agents 

toxiques et infectieux qui entrent en contact avec l’épithélium respiratoire, celui-ci s’est doté 

d’un système de défense constitué des jonctions intercellulaires, du liquide de surface qui le 

couvre ainsi que de la réponse immunitaire associée. 

 

II.1.  Intégrité de l’épithélium respiratoire 

La cohésion de l’épithélium de surface est assurée par la présence de jonctions 

intercellulaires qui constituent une barrière physique imperméable vis-à-vis des aéro-

contaminants et des agents pathogènes. Différents types de jonctions cellulaires contribuent à 

la cohésion et l’intégrité de cette barrière (Figure 7). 

Les jonctions serrées, situées au niveau de la partie apicale de la membrane baso-latérale des 

cellules ciliées, ont pour rôle d’assurer l’imperméabilité de l’épithélium et d’éviter la 

pénétration des bactéries dans la muqueuse respiratoire, tout en permettant la diffusion de 

petites molécules chargées et hydrophiles telles que les ions (Madara et Dharmsathaphorn, 

1985 ; Godfrey et al., 1992). Les jonctions serrées sont associées à différentes protéines telles 

que la zonula occludens 1 (ZO-1), l’occludine et les claudines. Les facteurs de virulence de 

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) induisent une dégradation de la protéine ZO-1, 

diminuant ainsi l’intégrité de la barrière épithéliale (Coraux et al., 2004).  

Les jonctions intermédiaires forment une ceinture appelée zonula adherens située juste en-

dessous des jonctions serrées. Ces jonctions permettent l’adhésion intercellulaire. Elles sont 

composées de protéines d’adhésion telles que les nectines et les cadhérines. La cadhérine-E 

constitue la principale protéine de ces jonctions (Yamada et Nelson, 2007).  
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Les desmosomes, situés le long de la membrane baso-latérale, sous les jonctions adhérentes, 

forment des complexes jonctionnels liant les cellules ciliées aux cellules basales, et aux 

cellules ciliées adjacentes (Leube et Rustad, 1991). Les desmosomes sont constitués de 

desmoplakines et de glycoprotéines transmembranaires formant une plaque cytoplasmique 

dense. Les plaques intracellulaires de ces complexes jonctionnels sont liées aux protéines 

intermédiaires de type cytokératine (Garrod et al., 1996). 

Les jonctions communicantes sont des canaux qui permettent la communication intercellulaire 

(Falk, 2000a). Elles sont constituées de molécules transmembranaires, les connexines, et 

jouent un rôle majeur dans la coordination des activités cellulaires comme le contrôle de la 

fréquence des battements ciliaires en réponse à certains stimuli (Falk, 2000b). 

Les hémidesmosomes sont des complexes multiprotéiques qui permettent l’attachement des 

cellules épithéliales à la lame basale sous-jacente, et assurent la connexion entre les éléments 

du cytosquelette et la matrice extracellulaire (Garrod, 1993 ; Green et Jones, 1996). Ils sont 

présents dans les cellules basales (Nakajima et al., 1998) mais pas dans les cellules ciliées et 

sécrétoires (Shebani et al., 2005). 

 

 

a. Jonctions serrées. b. Desmosomes. c. Jonctions Gap 
 

Figure 7. Les jonctions des cellules épithéliales (http://fig.cox.miami.edu, 2007).
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II.2.  Défenses mécaniques 

II.2.1. Le système mucociliaire 

A l'état normal, le mucus respiratoire forme un tapis continu à la surface de 

l'épithélium respiratoire et constitue ainsi une première barrière de protection efficace entre 

l'environnement et la muqueuse des voies aériennes. 

 

II.2.1.1. La clairance mucociliaire 

La clairance mucociliaire est considérée comme étant le premier mécanisme de 

défense innée au niveau des voies aériennes (Knowles et Boucher, 2002). Elle est composée 

d’un système coordonné de transport d’eau et d’ions, de sécrétions de mucines et d’une 

activité ciliaire synchronisée (Randell et Boucher, 2006). 

L'élimination ou la clairance des particules inhalées est différente suivant l'étage bronchique 

considéré. Les plus grosses particules (d'un diamètre supérieur à 10 µm) sont éliminées par la 

cavité nasale et le nasopharynx. Dans les voies proximales, les particules sont piégées dans le 

mucus de surface, puis l'ensemble est transporté vers l'oropharynx grâce aux battements 

ciliaires puis dégluti (Zahm et al., 1990). Les battements ciliaires sont coordonnés entre les 

cellules adjacentes grâce aux jonctions communicantes. Dans les voies distales, le surfactant 

facilite la clairance des particules en réduisant la tension de surface. 

Les principales molécules intervenant dans l'architecture tridimensionnelle du mucus sont les 

mucines. Les mucines sont des glycoprotéines de très haut poids moléculaire (> 1 x 106 Da) 

constituées de très longs filaments peptidiques contenant des régions hautement glycosylées 

(2 à 20 saccharides) insensibles aux protéases, et des régions nues dépourvues de glycanes. 

Les structures glycaniques sont reconnues par les adhésines bactériennes et interviennent donc 

dans l'adhérence des bactéries au mucus, l'ensemble est ensuite transporté par le système 

mucociliaire et éliminé hors des voies respiratoires (Lamblin et al., 1992).  

 

II.2.1.2. Le mucus 

A l’état normal chez l’adulte, un film de mucus dont l’épaisseur varie entre 0,5 et 2 µm 

recouvre l’épithélium respiratoire de surface depuis les voies aériennes supérieures jusqu’aux 

bronchioles terminales (King et Rubin, 1999). Ce film constitue, à la surface de la muqueuse 
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respiratoire, un véritable tapis roulant permettant de piéger en permanence des bactéries et de 

les entraîner des petites bronches jusqu’au pharynx où elles seront normalement dégluties. 

La composition du mucus bronchique est complexe. Il présente deux phases: une phase "sol" 

périciliaire, très fluide, et une phase "gel", visco-élastique du fait de la présence de mucines. 

Dans les expectorations bronchiques humaines, le mucus contient 95% d'eau, 2 à 3% de 

protéines et glycoprotéines, 1% de lipides, 1% de minéraux, d'ADN et d'ions (Cross et al., 

1994). Le pH du mucus peut varier de 6,5 à 7,8. Différents facteurs peuvent influencer le pH 

du mucus, comme la sécrétion d'ions H+ ou HCO3
- et la présence d'autres systèmes tampons, 

incluant les glycoconjugués acides ou les macromolécules basiques, comme le lysozyme 

(Robinson et al., 1989 ; Widdicombe, 1989). 

Le mucus bronchique des voies aériennes est sécrété par les cellules des glandes sous-

muqueuses (90%), les cellules caliciformes superficielles (5%) et les cellules de Clara (5%). 

(King et Rubin, 1999). L'hydratation du mucus permet de contrôler l'efficacité des battements 

ciliaires des cellules épithéliales. La teneur en eau du mucus, les propriétés physiques de la 

phase "gel" et l'osmolarité de la phase "sol" sont régulées par les cellules épithéliales de 

surface, via le transport actif d'ions Cl- et Na+ (absorption de Na+ et sécrétion de Cl-). Dans la 

mucoviscidose, les anomalies de la protéine transmembranaire CFTR (Cystic Fibrosis 

Transmembrane Conductance Regulator), qui est un canal Cl-, entraînent une déshydratation 

considérable du mucus, source d'infection et d'obstruction bronchique sévère (Cuthbert, 

1991). 

 

II.2.2. Les agents antimicrobiens 

Si la clairance mucociliaire élimine la plupart des pathogènes et particules inhalées, le 

mucus quant à lui, comporte de nombreuses substances, sécrétées par les cellules épithéliales, 

qui possèdent une activité protectrice par rapport aux agents infectieux. Certaines de ces 

molécules possèdent une activité antimicrobienne directe et agissent comme des antibiotiques 

endogènes (Bals et Hiemstra, 2004). Ces molécules comprennent des petits peptides 

antimicrobiens cationiques comme les β-défensines et le LL-37 et des protéines 

antimicrobiennes plus grandes telles que le lysozyme, la lactoferrine et l’inhibiteur de 

protéinases leucocytaires (SLPI) (Hiemstra, 2001 ; Schutte et McCray, 2002). Ces molécules 

permettent l’inhibition de la croissance des microorganismes inhalés qui seront par la suite 

phagocytés et éliminés par la clairance mucociliaire. Les caractéristiques structurales des 

peptides antimicrobiens permettent de les diviser en différentes familles (Table 1). Les 
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défensines et les cathélicidines représentent les deux principales familles exprimées au niveau 

respiratoire. 

 

Défensines (α-défensines et β-défensines) Inhibiteur de protéinases leucocytaires (SLPI) 

Cathélicidines (LL-37) Protéines du surfactant (SP-A et SP-D) 

Lysozyme Peptides anioniques 

Phospholipases A2 sécrétées (PLA2) Protéine de la famille du facteur « Trefoil » (TFF) 

Immunoglobulines A (Ig A) Protéines riches en Proline 

Lactoferrine  

 

Chez l’Homme, au niveau pulmonaire, les peptides antimicrobiens sont produits et sécrétés 

principalement par les cellules épithéliales et les cellules phagocytaires. Certains de ces 

peptides sont produits constitutivement comme la β-défensine 1 humaine (hBD-1); tandis que 

d’autres sont surexprimés suite au contact des cellules avec des agents microbiens ou des 

médiateurs pro-inflammatoires tels que hBD-2, hBD-3, hBD-4 et LL-37 (Harder et al., 2000 ; 

O’Neil et al., 1999 ; Tsutsumi-Ishii et Nagaoka, 2002 ; Krisanaprakornkit et al., 2002 ; 

Takahashi et al., 2001 ; Garcia et al., 2001). Des études in vivo ont montré que la 

concentration de certains peptides antimicrobiens comme les β-défensines augmente dans 

différents fluides biologiques de patients atteints de maladies infectieuses et/ou 

inflammatoires telles que la pneumonie et la mucoviscidose (Hiratsuka et al., 1998 ; Bals et 

al., 2001) (Table 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 1. Agents antimicrobiens sécrétés par les cellules épithéliales (D’après Devine, 
2003).  
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Substance Source Concentrations élevées dans les pathologies 

pulmonaires (Référence) 

α-défensines Cellules épithéliales  

Cellules inflammatoires 

Pneumonie (Ashitani et al., 2001 et 2002) 

Mucoviscidose (Soong et al., 1997) 

Bronchite chronique (Panyutich et al., 1995) 

Panbronchiolite (Ashitani et al., 1998) 

Fibrose pulmonaire idiopathique (Mukae et al., 

2002) 

β-défensines (BD) 

hBD-1 

hBD-2 

hBD-3 

hBD-4 

Cellules épithéliales 

Monocytes/Macrophages 

Cellules dendritiques 

 

Pneumonie (Schaller-Bals et al., 2002) 

Mucoviscidose (Singh et al., 1998) 

Panbronchiolite (Hiratsuka et al., 2003) 

Cathélicidine 

LL-37/hCAP-18 

Cellules épithéliales 

Neutrophiles 

Pneumonie (Schaller-Bals et al., 2002) 

Sarcoïdose (Agerberth et al., 1999) 

 
Les défensines possèdent un large spectre d’activité contre les bactéries à Gram positif et à 

Gram négatif mais aussi contre les champignons et les virus enveloppés (Koczulla et Bals, 

2003). L’activité antimicrobienne de ces dernières est basée sur leurs interactions avec les 

membranes cibles. En effet, les défensines se fixent sur les membranes cibles puis pénètrent 

dans la membrane sous l’influence de leur force électromotrice provoquant ainsi la 

déstabilisation de la membrane bactérienne par la formation de pores (Oppenheim et al., 

2003 ; Hoover et al., 2000). Par exemple, Staphylococcus aureus (S. aureus), bactérie à Gram 

positif, est résistant aux hBD-1 et hBD-2 mais sensible à hBD-3 (Harder et al., 2001). Les 

défensines agissent en synergie avec d’autres molécules comme le lysozyme et la lactoferrine.  

Le lysozyme est une enzyme antibactérienne sécrétée en grandes quantités au niveau de 

l’appareil respiratoire humain (10 à 20 mg de lysozyme sécrétés par jour). Il est 

essentiellement sécrété par les glandes de la sous-muqueuse de la trachée, l’épithélium de 

surface et les macrophages alvéolaires (Konstan et al., 1982). Le lysozyme est capable de 

dégrader les peptidoglycanes des parois bactériennes. 

La lactoferrine, appelée aussi transferrine, présente en grandes quantités dans les larmes, les 

sécrétions vaginales et intestinales, la salive et les sécrétions respiratoires, possède à la fois 

des propriétés antimicrobiennes et anti-inflammatoires (Rogan et al., 2006). Elle exerce une 

Table 2. Présence de peptides antimicrobiens produits par les cellules épithéliales et les 
cellules immunitaires dans les pathologies humaines pulmonaires. 
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activité bactéricide directe, en se liant à la membrane bactérienne altérant ainsi la perméabilité 

membranaire, et une activité bactéricide indirecte par sa capacité à lier le fer essentiel à la 

croissance des microorganismes. Des études ont montré une activité bactéricide directe de la 

transferrine sur des souches cliniques d’Escherichia coli (E. coli), S. aureus et P. aeruginosa 

isolées de patients atteints de la mucoviscidose (Travis et al., 1999). 

Le SLPI, inhibiteur des sérines-protéases, est produit par les cellules glandulaires de la sous-

muqueuse bronchique et par les cellules épithéliales non-ciliées. Sa fonction principale est 

d’inhiber l’élastase du neutrophile. Le SLPI est sécrété en grandes quantités dans le liquide 

épithélial de surface principalement sous forme inactive, donc incapable de dégrader l’élastase 

du neutrophile (Vogelmeier et al., 1991). Le SLPI possède une activité antimicrobienne contre 

les bactéries à Gram positif et à Gram négatif (Weldon et Taggart, 2007). 

 
II.3.  Défenses immunitaires 

D’autres mécanismes de défenses interviennent lors des agressions de l’épithélium 

respiratoire par des agents infectieux. Ces mécanismes comprennent l’initiation d’un 

processus inflammatoire et la mise en place de la défense innée. Ces aspects seront 

developpés dans la partie « inflammation et immunité ». 
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 INFECTIONS PULMONAIRES 

I.  Généralités 

Les infections pulmonaires constituent le tiers des infections respiratoires et sont 

actuellement, dans les pays dits développés, la 6ème cause de décès et la première d’origine 

infectieuse. Leur incidence annuelle se situe entre 10 et 15 pour 1000 habitants. Les infections 

pulmonaires peuvent être d’origine bactérienne, virale et plus rarement parasitaire ou 

fongique. 

 

II.  Infections bactériennes 

II.1.  Généralités 

Plusieurs bactéries ont un tropisme pour l’épithélium respiratoire. Streptococcus 

pneumoniae (S. pneumoniae), responsable de 30 à 45 % des pneumopathies nécessitant une 

hospitalisation, est considéré comme le plus meurtrier des agents bactériens. Il est la cause de 

500000 à 1,4 millions de décès annuels au monde. Haemophilus influenzae (H. influenzae) est 

un pathogène opportuniste, commensal fréquent des voies aériennes supérieures. Sa 

prévalence, diversement évaluée, est probablement surestimée (à la 2ème place après S. 

pneumoniae). Les autres pathogènes responsables de pneumopathies sont P. aeruginosa, 

Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Coxiella burnetti 

(agent de la fièvre Q), diverses entérobactéries (Klebsiella pneumoniae, E. coli). S. aureus est 

un pathogène opportuniste, responsable lui aussi d’un certain nombre d’infections 

pulmonaires (Léophonte, 2001). 

 

II.2.  Infections à S. aureus 

Les infections à S. aureus représentent moins de 5 % des pneumonies communautaires 

et 15 à 30 % des pneumonies nosocomiales.  

 
II.2.1. Description générale de S. aureus 

S. aureus est un membre de la famille des Micrococcaceae, qui inclut deux genres : les 

Microcoques et les Staphylocoques. Le genre Staphylococcus regroupe trente six espèces, 

dont dix huit espèces retrouvées chez l’Homme, parmi lesquelles S. aureus. C’est un coccus à 
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Gram positif qui s’organise en grappe (Figure 8), et se caractérise surtout par la pigmentation 

« dorée » de ses colonies. S. aureus est l’espèce la plus pathogène du genre Staphylococcus. 

 

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

II.2.1.1. La paroi de S. aureus 

La structure de la paroi bactérienne de S. aureus est caractéristique des bactéries à 

Gram positif. C’est une structure rigide et résistante qui entoure le cytoplasme et sa 

membrane. Sa structure est homogène, son épaisseur varie de 10 à 80 nm, elle est riche en 

osamines mais pauvre en lipides (1 à 2 %). Cette paroi est principalement constituée de 

peptidoglycane mais il s'y ajoute d'autres constituants. Le peptidoglycane forme autour de la 

cellule un filet à mailles plus ou moins serrées qui entoure la bactérie à la manière d'un sac. Il 

constitue une structure très rigide, c'est un véritable exo-squelette qui est responsable de la 

forme des bactéries. Ce réseau est composé de chaînes de glycanes reliées entre elles par des 

chaînons peptidiques. Le peptidoglycane possède une activité « endotoxin-like », il stimule la 

sécrétion de cytokines par les macrophages, active le complément et l’agrégation plaquettaire. 

Les acides téichoïques sont quantitativement le deuxième composant (Figure 9). Ce sont des 

polymères constitués d'unités glycérol-phosphate ou d'unité ribitol-phosphate ou d'unités plus 

complexes dans lesquelles le glycérol ou le ribitol sont associés à des sucres (glucose, 

galactose, ...). De plus, ils contiennent souvent de la D-alanine liée au glycérol ou au ribitol 

(Lowy, 1998). Les acides téchoïques sont associés au réseau de peptidoglycane, ils atteignent 

la surface externe et constituent des antigènes importants. Les acides lipotéchoïques (LTA), 

liés par des liaisons covalentes aux lipides de la membrane, traversent le peptidoglycane de 

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

A 
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part en part pour émerger à la surface. S. aureus est donc capable de coloniser l’hôte grâce aux 

LTA qui se lient aux cellules épithéliales.  

A.Les protéines de surface et les protéines sécrétées de S. aureus. La synthèse d’un grand nombre de 
ces protéines dépend de la phase de croissance. B et C. Coupes de l’enveloppe bactérienne. Plusieurs 
protéines membranaires possèdent une organisation structurale similaire à celle du Clumping factor, 
comprenant des segments répétés d’acides aminés (C).  
 

II.2.1.2. La capsule de S. aureus 

La plupart des Staphylocoques produisent des microcapsules. Parmi les onze types de 

polysaccharides microcapsulaires identifiés, les types 5 et 8 sont retrouvés dans près de 75 % 

des infections humaines. La majorité des isolats de S. aureus résistant à la méticilline (SARM) 

produisent des polysaccharides microcapsulaires de type 5. La plupart des souches cliniques 

de S. aureus (90 %) possèdent des polysaccharides capsulaires. S. aureus est aussi capable de 

produire des exopolysaccharides, permettant la formation de biofilms qui confèrent aux 

bactéries une forme de résistance.  

 

Figure 9. Structure de S. aureus (Lowy, 1998). 
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II.2.1.3. Les protéines de surface de S. aureus 

Les « Microbial Surface Component Recognizing Adhesive Matrix Molecules » 

(MSCRAMM) qui sont en majorité ancrées aux peptidoglycanes de la paroi bactérienne, 

permettent la fixation de S. aureus aux molécules de la matrice extracellulaire. On distingue 

cinq groupes différents de protéines de surface : Spa (protéine A), Cna (protéine de liaison au 

collagène), FnBP (protéine de liaison à la fibronectine), Clf (protéine de liaison au 

fibrinogène) et EbpS (protéine de liaison à l’élastine) (Table 3) (Foster et McDevitt, 1994 ; 

O’Connell et al., 1998). 

 
Abréviation Nom complet de la protéine Ligands 

Bbp Protéine de liaison à la sialoprotéine de l’os Sialoprotéine de l’os 

ClfA Protéine de liaison au fibrinogène - A Chaîne γ du fibrinogène 

Fibrine 

ClfB Protéine de liaison au fibrinogène - B Chaînes α et β du fibrinogène 

Cytokératine 10 de type I 

Cna Protéine de liaison au collagène Collagène 

EbhAB Protéine de liaison à la matrice extracellulaire Fibronectine 

EbpS Protéine de liaison à l’élastine Elastine 

FnBP-A Protéine de liaison à la fibronectine A Fibronectine, fibrinogène 

Elastine 

FnBP-B Protéine de liaison à la fibronectine B Fibronectine, élastine 

Spa Protéine A Facteur Von Willebrand, IgG 

 

 

La protéine A est la protéine de surface bactérienne la mieux caracterisée. C’est une protéine 

de 42 kDa, présente dans plus de 90 % des souches cliniques de S. aureus. Elle peut être 

sécrétée ou bien liée au peptidoglycane. Elle est capable de se lier aux immunoglobulines et 

inhiber ainsi l’opsonisation des bactéries et leur élimination par les macrophages et les 

polynucléaires neutrophiles. 

Les protéines du collagène, constituants majeurs de la matrice extracellulaire, représentent un 

site de choix pour l’ancrage de S. aureus aux tissus. L’attachement au collagène via les 

protéines de liaison au collagène (Cna) est d’ailleurs nécessaire et suffisant pour l’adhérence 

de S. aureus au cartilage in vitro (Switalski et al., 1993). 

Table 3. Principales protéines de surface de S. aureus. 
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Les protéines de liaison à la fibronectine (FnBP) permettent à S. aureus de se lier à la 

fibronectine avec une très grande affinité et de façon quasiment irréversible. FnBP jouent un 

rôle important dans l’adhérence et l’internalisation de S. aureus dans les cellules épithéliales 

primaires en culture (Sinha et al., 2000). Il existe deux FnBP : la FnBP-A qui se lie à la 

fibronectine A et la FnBP-B qui se lie à la fibronectine B. 

La protéine de liaison au fibrinogène, ou « clumping factor » (Clf), est un récepteur pour le 

fibrinogène qui provoque l’agrégation des bactéries en présence de plasma. L’interaction Clf-

fibrinogène est régulée par la concentration calcique ; elle est inhibée par des concentrations 

de Ca2+ supérieures à 1 mM. Les Clf induisent l’agrégation plaquettaire via le fibrinogène 

(Miajlovic et al., 2007). Il existe 2 Clf : ClfA et ClfB codées par deux gènes distincts et 

reconnaissant deux régions différentes du fibrinogène.  

La protéine de liaison à l’élastine de S. aureus (EbpS) est une protéine de 25 kDa associée à la 

surface cellulaire. Contrairement aux autres protéines de surface, EbpS n’est pas ancrée au 

peptidoglycane, c’est une protéine transmembranaire (Downer et al., 2002). Elle se lie à la 

région NH2 terminal libre de l’élastine. 

 

II.2.1.4. Les protéines sécrétées par S. aureus 

S. aureus est capable de sécréter, au cours de la phase stationnaire de croissance, des 

enzymes et des exotoxines, comprenant quatre hémolysines (alpha, bêta, gamma et delta), des 

nucléases, des protéases, des lipases, une hyaluronidase et une collagénase (Table 4). En plus 

de ces protéines, certaines souches de S. aureus produisent une ou plusieurs exotoxines qui 

ciblent spécifiquement les molécules d’adhésion cellulaire et le système immunitaire de 

l’hôte.  

 
Superantigènes Cytotoxines Enzymes 

Entérotoxines A à E Hémolysines (α, β, δ et γ) Protéases 

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

Toxines exfoliatives (ET A, B et D)  Lipases 

  Hyaluronidase 

Collagénase 

 

 

Les cytotoxines comme l’alpha-toxine possèdent une activité membranaire. Elles induisent la 

formation de pores et des changements pro-inflammatoires dans la cellule animale. Ces 

Table 4. Principales protéines sécrétées par S. aureus.
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altérations cellulaires peuvent contribuer aux manifestations du syndrome septique (Bhakdi et 

Tranum-Jensen, 1991 ; Walev et al., 1995).  

Les superantigènes, quant à eux, se lient au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de 

classe II, causant une prolifération importante des lymphocytes T et une production de 

cytokines (Marrack et kappler, 1990). Les entérotoxines sont responsables de 

l’empoisonnement alimentaire et du syndrome de choc toxique (Harris et al., 1993). La 

structure de TSST-1 (toxine du syndrome de choc toxique) est similaire à celle des 

entérotoxines B et C. Le gène codant la TSST-1 est retrouvé dans 20 % des isolats de S. 

aureus. Les toxines exfoliatives, parmi lesquelles les toxines épidermolytiques A et B, causent 

l’érythème et la séparation de la peau. La leucocidine de Panton-Valentine est une toxine 

leucocytolitique, associée épidémiologiquement aux infections cutanées sévères (Cribier et 

al., 1992). 

Les enzymes sécrétées par S. aureus détruisent les tissus, et sont capables de faciliter la 

propagation de l’infection aux tissus voisins. Cependant leur rôle exact dans la pathogénèse de 

l’infection reste mal défini. La β-lactamase est une enzyme qui inactive la pénicilline. La 

coagulase, activateur de la prothrombine, convertit le fibrinogène en fibrine. Sa contribution à 

la virulence de S. aureus reste incertaine. 

 

II.2.2. Colonisation et transmission de S. aureus 

Les Staphylocoques sont des bactéries commensales de la peau et des muqueuses de 

l’Homme et de l’animal. Cependant, le principal réservoir de ce germe reste l’Homme ; 15 à 

40 % des adultes ont un portage nasal persistant de S. aureus à une densité de 103 à 104 

CFU/cm2 (Heczko et al., 1981), le reste de la population a un portage intermittent. S. aureus 

sensibles et SARM sont tous les deux des colonisateurs persistants (Sanford et al., 1994). Les 

personnes colonisées par S. aureus possèdent un risque élevé d’infections ultérieures. En effet, 

le taux de colonisation par S. aureus est élevé chez les patients présentant un diabète de type 1 

(Tuazon et al., 1975), les utilisateurs de drogues par voie intraveineuse (Tuazon et Sheagren, 

1974), les patients sous hémodialyse (Yu et al., 1986), les patients chirurgicaux (Kluytmans et 

al., 1995) et les patients avec un syndrome d’immunodéficience (Weinke et al., 1992). Les 

patients ayant une déficience quantitative ou qualitative de la fonction leucocytaire possèdent 

également un risque élevé d’infections par S. aureus. Les personnes colonisées avec des 

souches de S. aureus encourent un grand risque de devenir infectées par ces souches.  
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II.2.3. Pathogénèse et invasion tissulaire 

S. aureus possède un arsenal très diversifié de facteurs de virulence (protéines de 

surface, toxines, etc…) qui contribuent à la pathogénèse de l’infection. Ces facteurs de 

virulence ont des rôles chevauchants et peuvent agir seuls ou en concertation pour le 

développement de l’infection. S. aureus se lie aux sites lésés où s’accumulent les plaquettes et 

les fibrines via les MSCRAMM. Alternativement, il a la capacité d’adhérer aux cellules 

endothéliales directement via les interactions entre les adhésines et leurs récepteurs, ou en se 

fixant aux composants de la matrice extracellulaire. Les altérations de la matrice 

extracellulaire et les modifications du microenvironnement cellulaire modifient la 

susceptibilité des cellules endothéliales à l’infection. Après phagocytose par les cellules 

endothéliales, S. aureus sécrète des enzymes protéolytiques qui vont faciliter la diffusion dans 

les tissus avoisinants et le relargage de S. aureus dans le système vasculaire (Lowy, 1998). 

Une fois dans les tissus sub-épithéliaux avoisinants, S. aureus provoque une réaction 

inflammatoire et la formation d’abcès. Après phagocytose, les cellules endothéliales 

expriment des récepteurs Fc et des molécules d’adhésion, et sécrètent des cytokines telles que 

l’IL-1, l’IL-6 et l’IL-8. Suite à la sécrétion de cytokines, les leucocytes adhèrent aux cellules 

endothéliales et migrent par diapédèse vers le site d’infection. Les modifications de la 

conformation des cellules endothéliales augmentent la perméabilité vasculaire qui 

s’accompagne d’une transudation des protéines plasmatiques. Après exposition à S. aureus, 

les macrophages tissulaires et les monocytes circulants sécrètent de l’IL-1, l’IL-6, l’IL-8 et le 

TNF-α. L’activation des macrophages survient après le relargage d’IFNγ par les lymphocytes 

T (Figure 10). 
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II.2.4. Pouvoir pathogène de S. aureus 

Les toxémies staphylococciques et les infections suppuratives sont des syndromes 

provoqués par S. aureus. Les toxémies peuvent être dues soit aux toxines produites in vivo 

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

infections suppuratives impliquent la prolifération bactérienne, l’invasion, la destruction des 

tissus de l’hôte et la réponse inflammatoire locale et systémique. S. aureus est responsable 

d’infections au niveau de la peau, des articulations, des os et des systèmes vasculaire et 

respiratoire, mais aussi d’infections superficielles cutanées, sous-cutanées et muqueuses telles 

que les furoncles, l’abcès, les cellulites et les lymphangites. S. aureus est également la 

principale cause de méningites, d’ostéomyélites, d’endocardites infectieuses et d’arthrites 

septiques. 

 S. aureus, pathogène majeur impliqué dans les infections respiratoires, est capable 

d’adhérer aux mucines respiratoires (Shuter et al., 1996). Des études récentes d’interaction 

entre S. aureus et les cellules épithéliales bronchiques ont montré que les bactéries adhèrent 

aux cellules après 1h d’interaction; les bactéries sont internalisées après 4h, et après 24h la 

Figure 10. Invasion tissulaire de S. aureus (Lowy, 1998). 
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plupart des cellules présentent une altération de la perméabilité membranaire et rentrent dans 

un état de nécrose (Da Silva et al., 2004, Moreilhon et al., 2005). 

 

II.2.5. Sensibilité et résistance aux antibiotiques de S. aureus 

Le traitement des infections à S. aureus repose essentiellement sur l’utilisation 

d’antibiotiques. Cependant, depuis 1960, on assiste à l’émergence croissante de souches 

résistantes aux antibiotiques, avec une incidence de souches résistantes à la méthicilline 

actuellement supérieure à 30 % en France. Ces souches de SARM sont devenues 

progressivement résistantes à de nombreuses classes d’antibiotiques telles que les macrolides, 

les aminosides et les fluoroquinolones. Actuellement, plus de 90 % des souches de S. aureus 

sont résistantes à la pénicilline G grâce à la production de pénicillinase d’origine plasmidique. 

Compte-tenu de la fréquence des infections à S. aureus, l’émergence de souches de S. aureus 

multi-résistantes aux antibiotiques constitue un problème préoccupant de santé publique 

(Lowy, 1998). 

 

III.  Infections virales 

 De nombreux virus peuvent être responsables d’infections respiratoires. 

L’Orthomyxovirus ou virus Influenzae, le virus Para-Influenzae, le virus respiratoire 

syncytial, l’adénovirus, le rhinovirus et le coronavirus sont des virus à tropisme 

essentiellement respiratoire, dont la réplication est limitée aux voies respiratoires. 

L’entérovirus (echovirus et virus coxsackie), le virus de la rougeole, le virus de la varicelle et 

du zona (Varicella zoster virus), l’herpès virus simplex, le cytomégalovirus et le virus 

d’Epstein-Barr (EBV) sont des virus à tropisme respiratoire occasionnel, et sont responsables 

le plus souvent d’infections généralisées (Léophonte, 2001).  
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IV.  Infections fongiques et parasitaires 

Ces maladies infectieuses sont rares et surviennent principalement chez les personnes 

immunodéprimées. Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans, 

Aspergillus terreus, Aspergillus niger et Aspergillus versicolor sont les principaux 

responsables de la survenue des aspergilloses pulmonaires invasives ou semi-invasives. 

Cryptococcus neoformans, essentiellement opportuniste, provoque la cryptococcose 

pulmonaire, une mycose cosmopolite. Les Candida, des levures opportunistes, sont 

responsables des candidoses pulmonaires. Seule une dizaine d’espèces est potentiellement 

pathogène chez l’Homme. Par ordre de fréquence décroissante, on retient C. albicans (70 %), 

C. tropicalis, C. torulopsis glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. pseudotropicalis. Les 

principales parasitoses pulmonaires sont le paludisme, l’amibiase, les schistosomiases, la 

leishmaniose, la paragonimose ou distomatose et l’hydaditose (Léophonte, 2001). 
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 INFLAMMATION ET IMMUNITE 

Outre les défenses mécaniques et physiques vis-à-vis des agents infectieux, la mise en 

place de la défense immunitaire est un processus primordial pour empêcher la progression 

d’une infection. 

 
I.  Inflammation pulmonaire 

L’inflammation est un des processus essentiels de la protection d’un organisme, et 

constitue un phénomène physiologique déclenché lors d’une agression entraînant une 

altération voire une destruction tissulaire. L’inflammation se manifeste par une rougeur due à 

la vasodilatation, un oedème, une sensation de chaleur, une douleur et une impotence 

fonctionnelle. La fonction première de la réponse inflammatoire est d’éliminer ou d’isoler 

l’agent agresseur (bactéries, virus, parasites, tissus lésés) du reste de l’organisme et de 

permettre le plus rapidement possible la réparation tissulaire. La réaction inflammatoire se 

divise en quatre étapes : 

- La phase d’initiation : pendant cette première phase, les cellules inflammatoires les 

plus proches du site de l’agression sont activées. Elles produisent donc des facteurs 

chimiotactiques qui vont permettre le recrutement de nouvelles cellules inflammatoires 

et favoriser leur survie. 

- La phase d’amplification : elle correspond au développement de la réponse des 

premières cellules et à l’accélération de l’infiltration locale d’autres types cellulaires. 

- La phase de stabilisation : phase au cours de laquelle l’amplification s’arrête via la 

neutralisation des signaux inflammatoires et l’élimination des débris cellulaires. 

- La phase de résolution : c’est la phase de restauration de la matrice extracellulaire et la 

re-épithélisation de la lame basale permettant la restauration de l’intégrité des tissus 

endommagés. 

Bien que le mécanisme central de ce phénomène physiologique soit sous la dépendance des 

cellules phagocytaires, d’autres cellules et facteurs interviennent aussi, comme les cellules 

épithéliales via la sécrétion de cytokines et de chimiokines et les cellules immunitaires tels 

que les lymphocytes. De cette interconnexion entre les différents protagonistes résulte un 

afflux de cellules phagocytaires qui va permettre l’élimination du pathogène et la mise en 

place d’une réponse immune spécifique.  
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II.  Défense innée 

Il est de plus en plus évident que les cellules épithéliales respiratoires ne constituent 

pas uniquement une barrière passive mais participent activement dans le mécanisme de 

l’immunité innée (Diamond et al., 2000 ; Holgate et al., 2000). Ces cellules jouent un rôle 

majeur dans de nombreuses pathologies humaines telles que les infections respiratoires et la 

mucoviscidose. Elles détectent les infections bactériennes et permettent la mise en place d’une 

réponse immunitaire caractérisée par la production de molécules antibactériennes, des 

cytokines et des chimiokines permettant l’initiation d’une réponse inflammatoire. En absence 

de toute défense, des colonisations bactériennes et des infections conséquentes peuvent 

survenir. Ainsi la reconnaissance du pathogène et la mise en place d’une réponse immune sont 

essentiels pour la lutte contre les pathogènes. 

 

II.1.  Reconnaissance des pathogènes  

La reconnaissance des pathogènes tels que S. aureus par les cellules épithéliales 

respiratoires représente la première ligne de l’immunité innée. Cette reconnaissance est 

médiée par des récepteurs, les « pattern-recognition receptors » ou PRRs. Les PRRs peuvent 

être extracellulaires, membranaires ou cytoplasmiques (Lee et Kim, 2007). Parmi les PRRs les 

plus connus, on distingue les PRRs extracellulaires tels que le complément, les collectines et 

les pentraxines qui ont pour rôle l’activation du complément et l’opsonisation du pathogène 

(Garlanda et al., 2005 ; Gasque, 2004). Les PRRs membranaires comme le « Mannose 

Receptor », les intégrines et les « scavenger receptors » permettent l’induction de la 

phagocytose et les « Toll Like Receptor » (TLR4, TLR2, TLR6 etc…) permettent l’initiation 

des voies de signalisation intracellulaire (Brown, 2006 ; Underhill et Ozinsky, 2002). Enfin, 

les PRRs intracellulaires tels que le TLR3, le TLR7, le TLR9 et les « Nucleotide-binding 

oligomerization domain proteins » (Nod) jouent un rôle dans la défense intracellulaire 

antivirale et antimicrobienne. Les PRRs sont capables de reconnaître des motifs moléculaires 

hautement conservés et associés très souvent à des agents pathogènes les « Pathogen-

Assocciated Molecular Patterns » ou PAMPs. Les PAMPs bactériens sont le plus souvent des 

composants de la paroi cellulaire comme le lipopolysaccharide (LPS), le peptidoglycane et le 

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

Les TLRs sont impliqués à la fois dans les réponses immunitaires innée et adaptative. 

La famille des gènes des TLRs et leurs voies de signalisation sont très conservées chez les 

vertébrés et les invertébrés. A ce jour, onze TLRs ont été identifiés chez l’Homme TLR 1 à 

11. Ils sont exprimés dans plusieurs types cellulaires dont les cellules épithéliales respiratoires 

et reconnaissent différents PAMPs (Table 5) (Akira et al., 2006, Gay et Gangloff, 2007). 

TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10 et TLR11 sont localisés à la membrane plasmique 

des cellules (Trinchieri et Sher, 2007), ce sont des récepteurs transmembranaires de type I 

caractérisés par un domaine extracellulaire comprenant des motifs riches en leucine 

responsable de la reconnaissance du ligand, et un domaine intracellulaire identique à celui du 

récepteur de l’IL-1 (Toll/IL-1R domain = TIR domain) qui permet l’initiation des voies de 

signalisation intracellulaire (Akira et Takeda, 2004). Alors que TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 

sont intracellulaires.  
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TLR Ligands Expression 
TLR1/2 Triacyl lipopeptides (bactéries et mycobactéries) 

Facteurs solubles, Porine PorB (Neisseria meningitides) 
OspA (Borrelia burgdorferi) 

Cellules épithéliales 
Cellules dendritiques  
Lymphocytes B 
Neutrophiles 

TLR2 Lipoprotéines/lipopeptides/Diacyl lipopeptides synthétiques 
Peptidoglycane et LTA (bactéries Gram+) 
Lipoarabinomannane,  
LPS atypique (Leptospira interrogans, Porphyromonas 
gingivalis) 
Glyco-inositolphospholipides, glycolipides, Hsp70, 
Hyaluronane… 

Cellules épithéliales 
Cellules dendritiques 
Cellules endothéliales 
Monocytes 
Macrophages 
Neutrophiles 

TLR3 ARN double brin Poly (I-C) Cellules épithéliales 
Cellules dendritiques 

TLR4 Lipopolysaccharide (bactéries Gram-), Taxol (plantes) 
Fibrinogène, Hsp60 (Chlamydia pneumoniae) 
Proteine de fusion du virus respiratoire syncytial 
Flavolipine (Flavobacterium meningosepticum) 
Oligosaccharides de l’acide hyaluronique 
Fragments polysaccharidiques de l’héparane sulfate 

Cellules épithéliales 
Cellules dendritiques 
Cellules endothéliales 
Lymphocytes B 
Monocytes 
Macrophages 
Neutrophiles 

TLR5 Flagelline bactérienne Cellules dendritiques 
Epithélium intestinal 
Monocytes 
Neutrophiles 

TLR6/2 Diacyl lipopeptides des mycoplasmes 
Zymosan (Saccharomyces cerevisiae) 
LTA (Streptococcus Groupe B) 

Cellules épithéliales 
Neutrophiles 

TLR7 Imidazoquinolones (composés synthétiques) 
Bropirimine (composés synthétiques),  
Analogues de la guanosine  
ARN du virus Influenzae 

Cellules épithéliales 
Cellules dendritiques 
Eosinophiles 
Neutrophiles 

TLR8 Imidazoquinolones (composés synthétiques) 
ARN du virus Influenzae 
ARN simple brin humain 

Cellules épithéliales 
Cellules dendritiques 
Neutrophiles 

TLR9 Motifs CpG non méthylés, ADN Cellules épithéliales 
Cellules dendritiques 
Lymphocytes B 
Macrophages 
Neutrophiles 

TLR10 Ligand non identifié Cellules épithéliales 
Lymphocytes B 
Neutrophiles 

TLR11 Profiline de Toxoplasma gondii 
Bactéries uropathogéniques 

Macrophges 
Cellules épithéliales 
(rein, foie et vessie) 

 

Après stimulation, tous les TLRs, sauf TLR3, interagissent avec les protéines 

adaptatrices MyD88, IRAK et TRAF6 pour activer la voie de signalisation Ubc13/TAK1. Le 

complexe TAK1 active ensuite le complexe IKK composé de IKKα, IKKβ et IKKγ/NEMO 

Table 5. Les TLRs, leurs ligands et le type cellulaire dans lequel ils sont exprimés.
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qui catalyse la phosphorylation des protéines IκB (Figure 11). Les protéines IκB 

phosphorylées vont ensuite être dégradées permettant la translocation nucléaire de NF-κB. 

TAK1 peut aussi activer la voie des MAPK qui active à son tour AP-1. La protéine IRF5 peut 

être recrutée par le complexe MyD88-IRAK4-TRAF6, phosphorylée puis transloquée vers le 

noyau. NF-κB, AP-1 et IRF5 contrôlent l’expression des gènes codant pour des cytokines et 

des chimiokines inflammatoires (Kawai et Akira, 2007). La production de cytokines et 

chimiokines induit une réponse inflammatoire et peut ainsi influencer la mise en place d’une 

réponse immune adaptative.  

 
 

 

II.1.2. Récepteurs de S. aureus  

Les infections par S. aureus résultent de la capacité de ce pathogène à adhérer aux 

cellules et à échapper ainsi aux défenses de l’hôte. Cependant, la reconnaissance de S. aureus 

par la cellule hôte se fait par le biais de différents récepteurs, en fonction des différents 

composants de la bactérie. Cette reconnaissance va permettre l’initiation d’une séquence 

d’événements qui vont conduire à la production et à la sécrétion de nombreuses chimiokines 

et cytokines inflammatoires, à l’activation de macrophages et monocytes et à l’initiation de 

Figure 11. Les différentes voies de signalisation des TLRs (Kawai et Akira, 2007). 
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l’immunité adaptative (Schnare et al., 2001). Parmi les récepteurs de S. aureus, on distingue 

le TLR2, les protéines Nod, le « TNF receptor 1 » ou TNFR1 et les protéines de 

reconnaissance du peptidoglycane ou PGRPs (Figure 12). 

 

 
 
 

Les protéines de surface et facteurs de virulence de S. aureus interagissent avec différents récepteurs 
des cellules épithéliales ou endothéliales, des monocytes, macrophages, neutrophiles ou lymphocytes. 
Ces interactions entraînent une activation de la voie de signalisation NF-κB d’où la sécrétion de 
cytokines qui vont moduler le comportement cellulaire et induire une inflammation. 
 

II.1.2.1. Le TLR2 

Le TLR2 est le récepteur majoritairement impliqué dans la reconnaissance de S. aureus. Il 

reconnaît essentiellement le LTA et le peptidoglycane de S. aureus (Yoshimura et al., 1999). 

L’absence de TLR2 semble augmenter la susceptibilité de l’hôte à l’infection par S. aureus. Il 

a été montré que les souris TLR2 déficientes sont très susceptibles à S. aureus (Takeuchi et 

al., 2000). Cependant, dans certains modèles d’infection, TLR2 pourrait jouer un rôle plutôt 

protecteur, comme dans les cas de dysfonctionnement cardiaque provoquée par S. aureus 

(Knuefermann et al., 2004). Comme précédemment décrit, les voies de signalisation de TLR2 

sont médiées par MyD88 et TIRAP qui régulent la voie de signalisation NF-κB. La 

reconnaissance du LTA par le TLR2 induit la sécrétion de cytokines et de chimiokines telles 

que TNF-α, IL-10, MCP-1 et IL-8  (Seo et al., 2007 ; Durand et al., 2006), et provoque chez 

la souris une infiltration massive de neutrophiles et de macrophages au niveau du site 

d’infection (Von Aulock et al., 2003).  

Figure 12. Récepteurs de S. aureus (D’après Fournier et Philpott., 2005). 
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II.1.2.2. Les protéines Nod 

Les protéines Nod pour « Nucleotide-binding Oligomerization Domain protein » 

jouent un rôle dans l’immunité innée en régulant l’induction de cytokines initiée par des 

ligands bactériens via une activation de NF-κB indépendamment de la voie de signalisation 

des TLRs. Ces protéines ont une localisation cytoplasmique et sont au nombre de deux (Nod1 

et Nod2). Nod1, exprimée de façon ubiquitaire, reconnaît principalement un fragment du 

peptidoglycane des bactéries Gram négatives (Girardin et al., 2003a) ; alors que Nod2 se lie 

au motif MDP (Muramyl Dipeptide), motif commun aux peptidoglycanes des bactéries à 

Gram positif et à Gram négatif. MDP induit la production de TNF-α indépendamment du 

CD14 et du TLR2 via la voie Nod2 (Vidal et al., 2001). Or, le relargage de MDP par S. 

aureus est une étape déterminante pour sa reconnaissance par Nod2. En effet, le MDP peut 

activer Nod2, principalement exprimée dans les monocytes et les macrophages, après son 

internalisation dans les cellules phagocytaires (Girardin et al., 2003b). 

Nod1 est présente dans de nombreux tissus tels que les poumons. Nod1 peut être activée dans 

de nombreux types de cellules épithéliales comme les cellules du tractus oro-pharyngé, du 

colon, de l’œsophage et du cerveau, mais aussi dans les monocytes. Cependant, Nod1 et Nod2 

restent très peu étudiées dans les cellules épithéliales respiratoires humaines (Inohara et al., 

1999 ; Uehara et al., 2006). 

 

II.1.2.3. Le TNFR1 

Comme son nom l’indique, TNFR1 est un récepteur de TNF-α. Il est largement 

exprimé par les cellules épithéliales. Il est également considéré comme récepteur de la 

protéine A de S. aureus. Dans les monocytes et les fibroblastes, la protéine A interagit avec 

TNFR1 et induit la sécrétion d’IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-γ et TNF-α (Tufano et al., 1991 ; 

Perfetto et al., 2003). Les souches de S. aureus déficientes pour la protéine A provoquent une 

mortalité plus faible chez les souris que les souches normales (Palmqvist et al., 2002). En se 

fixant sur le TNFR1, la protéine A et le TNF-α activent la même voie de signalisation à savoir 

la mobilisation et le clivage de TNFR1 dans le compartiment extracellulaire ainsi que la 

production d’IL-8 et le recrutement des neutrophiles via l’activation de NF-κB (Gomez et al., 

2004).  
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II.1.2.4. Les PGRPs 

Les « Peptidoglycan Recognition Proteins » (PGRPs) sont des protéines qui possèdent 

une forte affinité pour le peptidoglycane d’où leur nom. Elles sont impliquées dans la 

résistance aux bactéries (Michel et al., 2001). Ces protéines, très conservées des insectes aux 

mammifères, ont été isolées pour la première fois chez Drosophila melanogaster. On 

distingue 4 types de PGRP : PGRP-S, PGRP-L, PGRP-Iα et PGRP-Iβ contenant chacune au 

moins trois domaines conservés de liaison au peptidoglycane (Girardin et Philpott, 2004). 

PGRP-S, la protéine la plus étudiée, est observée dans les granules des neutrophiles où elle 

diminue la croissance des bactéries à Gram positif de faible virulence et induit leur mort 

intracellulaire. La PGRP-S n’agit pas sur S. aureus.  

PGRP-L ressemble à l’amidase sérique en terme de poids moléculaire et de spécificité pour le 

ligand et possède une activité enzymatique. Elle peut être sérique comme les amidases mais 

elle peut également être membranaire (Liu et al., 2001). PGRP-L dégrade le peptidoglycane et 

inhibe son activité pro-inflammatoire. Elle joue un rôle mineur dans la réponse immunitaire 

contre S. aureus (Xu et al., 2004).  

PGRP-Iα et PGRP-Iβ sont surtout exprimées dans les cellules épithéliales malpighiennes de 

l’œsophage ; les mécanismes de leur activité anti-microbienne sont mal connus.  

 

II.2.  Les chimiokines et leurs récepteurs 

II.2.1. Les chimiokines 

Les chimiokines constituent un groupe de petites protéines sécrétées de 8 à 12 kDa, 

qui sont capables d’induire le chimiotactisme de nombreuses cellules telles que les 

neutrophiles, les monocytes, les lymphocytes, les éosinophiles, les fibroblastes et les 

kératinocytes. Ces molécules interagissent avec des récepteurs à 7 domaines 

transmembranaires couplés à la protéine G. Les chimiokines sont caractérisées par la présence 

de quatre cystéines en positions hautement conservées (Figure 13). La position NH2 terminale 

des résidus cystéines permet de classer les chimiokines et leurs récepteurs en 4 familles : 

CXC, CC, C et CX3C. 

Les chimiokines de la famille CXC sont caractérisées par la présence d’un acide aminé entre 

les 2 cystéines. Celles de la famille CC sont caractérisées par l’absence d’acides aminés entre 

les 2 cystéines. Les familles CXC et CC constituent les 2 grandes familles de chimiokines. La 

famille C quant à elle, possède une seule cystéine et comporte 2 membres, la lymphotactine et 
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la SCM1β. Enfin, la famille CX3C est caractérisée par la présence de 3 acides aminés entre 

les cystéines et est composée d’un seul membre, la fractalkine (Mackay, 1997).  

 

 
 

 

Les chimiokines sont groupées en 4 familles : CXC, CC, C et CX3C, en fonction de leurs 
caractéristiques génétiques et structurales (C : cystéine). Toutes les chimiokines possèdent 3 feuillets β 
et une hélice alpha COOH terminale. La plupart des chimiokines présentent également 4 cystéines en 
positions hautement conservées. 
 
Les chimiokines des différentes familles possèdent des structures monomériques très 

semblables qui comprennent une boucle NH2 terminale, 3 feuillets β anti-parallèles connectés 

par des boucles et une extrémité COOH terminale en hélice alpha (Figure 13) (Clore et al., 

1990 ; Baldwin et al., 1991). La présence ou l’absence d’un motif de 3 acides aminés (Glu-

Leu-Arg) en amont du premier résidu cystéine NH2 terminale permet de diviser les 

chiomiokines CXC en 2 types : ELR+ et ELR- (Hebert et al., 1991). La présence de ce motif 

confère aux chimiokines une fonction angiogénique, tandis que son absence engendre des 

propriétés angiostatiques.  

En général, les chimiokines attirent différents leucocytes. Les chimiokines CC attirent 

principalement les cellules mononucléaires, les éosinophiles et les basophiles. Les CXC ELR+ 

Figure 13. Familles des chimiokines (Rollins, 1997). 



Introduction : Inflammation et immunité 

 48 

attirent les neutrophiles, et les ELR- attirent les lymphocytes. La lymphotactine attire les 

lymphocytes T et les chimiokines CX3C attirent les lymphocytes T, les « Natural Killers » ou 

NK et les monocytes. 

Les chimiokines et leurs récepteurs possèdent plusieurs fonctions biologiques. Ils jouent un 

rôle dans l’inflammation, l’angiogénèse, le développement des organes lymphoïdes, le trafic 

et le recrutement cellulaire etc… (Rossi et Zlotnik, 2000). A ce jour, près de 50 chimiokines et 

18 récepteurs ont été découverts (Table 6). 

 
 
 

L’ancienne et la nouvelle nomenclature des chimiokines, leurs récepteurs et l’expression de ces 
récepteurs sur les leucocytes. Les chimiokines peuvent être pro-inflammatoires (rose), homéostatiques 
(vert) ou les deux à la fois (jaune). 
 

II.2.2. Les récepteurs des chimiokines 

Les récepteurs des chimiokines appartiennent à la superfamille des récepteurs couplés 

à la protéine G, GPCRs (G-protein-coupled receptors). Ils possèdent une chaîne 

Table 6. Les chimiokines et leurs récepteurs (Mantovani et al., 2006).
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polypeptidique unique avec trois boucles extracellulaires et trois boucles intracellulaires, un 

domaine NH2 terminal impliqué dans la fixation du ligand et un domaine COOH terminal 

riche en Sérine/thréonine. La partie externe du récepteur contribue à la reconnaissance de la 

spécificité du ligand, alors que les parties transmembranaires et intracellulaires sont 

responsables de la signalisation et l’internalisation (Mantovani et al., 2006). Les récepteurs 

des chimiokines sont essentiellement exprimés sur les leucocytes (Table 6). L’interaction 

chimiokine/récepteur de chimiokine entraîne une migration des leucocytes, jouant ainsi un 

rôle important dans les réactions inflammatoires et la mise en place d’une réponse 

immunitaire.  

 

II.2.3. IL-8 ou CXCL8 

L’IL-8, découverte en 1987, est une chimiokine pro-inflammatoire de la famille CXC 

ELR+. Pour déclencher son activité biologique, la cellule cible doit posséder les récepteurs de 

l’IL-8 permettant à cette dernière de se fixer et d’activer la cascade intracytoplasmique. Les 

récepteurs de l’IL-8 sont au nombre de 2 : CXCR1 ou IL-8 RA et CXCR2 ou IL-8 RB dont 

l’expression varie selon le type cellulaire concerné (Tsai et al., 2000). Les stimuli induisant la 

production de l’IL-8 sont nombreux. Une augmentation de la sécrétion de l’IL-8 par les 

cellules épithéliales est observée suite aux infections par des bactéries à Gram positif comme 

S. aureus, des bactéries à Gram négatif comme P. aeruginosa et des virus comme le 

rhinovirus (Larsson et al., 1999 ; Massion et al., 1994 ; Schroth et al., 1999). Une production 

importante d’IL-8 est aussi observée chez les patients atteints de pneumonies ou de la 

mucoviscidose (Boutten et al., 1996 ; Tabary et al., 1998). Les activités de l’IL-8 sont variées 

et la chimioattraction induite par l’IL-8 a été observée sur de nombreuses cellules circulantes : 

les neutrophiles, les basophiles, les éosinophiles et les lymphocytes (Baggiolini, 2001).  

 

II.2.4. GROα ou CXCL1 

GROα ou “growth-related oncogene alpha”, est une autre chimiokine pro-

inflammatoire de la famille CXC ELR+. GROα a été initialement décrite comme 

chimioattractante pour les neutrophiles mais cette fonction chimioattractante peut s’étendre à 

d’autres leucocytes. Elle a un récepteur en commun avec l’IL-8 : le CXCR2. GROα possède 

les mêmes propriétés sécrétoires et chimioattractantes que l’IL-8. Des quantités importantes 

de GROα sont retrouvées dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) de patients atteints de 
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pneumonies ou présentant le syndrome de détresse respiratoire (Villard et al., 1995). Les 

facteurs de virulence soluble de S. aureus induisent une production importante de GROα et 

d’IL-8 par les cellules épithéliales bronchiques humaines (Moreilhon et al., 2005). 

 

II.2.5. IP-10 ou CXCL10 

L’IP-10 pour « Interferon-gamma Inducible Protein-10 » est une chimiokine pro-

inflammatoire de la famille CXC ELR-. Elle est connue pour être produite par les monocytes, 

les lymphocytes, les kératinocytes, les cellules endothéliales et les neutrophiles en réponse à 

différents stimuli dont l’interféron (Cassatella, 1996). Cette protéine présente 30 % 

d’homologie avec l’IL-8. L’IP-10 est un facteur chimioattractant pour les monocytes et les 

lymphocytes T. L’IP-10 est sécrétée également par les cellules épithéliales respiratoires. 

CXCR3 est le récepteur de l’IP-10. Suite aux infections par le rhinovirus, les cellules 

épithéliales respiratoires humaines produisent des quantités importantes d’IP-10, in vitro et in 

vivo (Spurrell et al., 2005). 

 

II.2.6. MIG ou CXCL9 

MIG ou “monokine induced by gamma-interferon”, est une autre chimiokine pro-

inflammatoire de la famille CXC ELR-. C’est une protéine isolée des macrophages. Elle 

possède une activité chimioattractante in vitro pour les TIL (tumor-infiltrating lymphocytes) 

et pour les leucocytes activés par la phytohémaglutinine. MIG et IP-10 partagent un même 

récepteur, le CXCR3. La sécrétion de MIG par les cellules épithéliales bronchiques peut être 

induite par l’IFN-γ (Sauty et al., 1999). Les patients souffrant d’une hépatite C chronique 

présentent des taux élevés de MIG et d’IP-10 au niveau intrahépatique (Zeremski et al., 2007). 

Des études récentes ont montré que la protéine M1 de Streptococcus pyogenes induit une 

augmentation de la sécrétion de MIG par les cellules épithéliales pharyngeales (Eliasson et al., 

2007). 
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II.2.7. MCP-1 ou CCL2 

MCP-1 ou « Monocyte Chemoattractant Protein » est une chimiokine de la famille CC, 

qui est produite par un grand nombre de cellules, telles que les cellules endothéliales, les 

cellules musculaires lisses, les cellules épithéliales, les kératinocytes et les cellules 

pulmonaires. Les inducteurs de cette chimiokine sont nombreux et comprennent de 

nombreuses cytokines (IL-1β, TNF-α, IFN-γg, IL-4…), des bactéries (Streptococcus, 

Mycobacterium, E. coli), des composants bactériens (LPS, LTA…) (Graveline et al., 2007 ; 

Tong et al., 2003 ; Kohwiwattanagun et al., 2007 ; Luo et al., 2007 ; Von Aulock et al., 2003) 

et des virus (Influenzae, protéine LMP1 du EBV) (Dessing et al., 2007, Buettner et al., 2007). 

L’infection par S. aureus d’ostéoblastes ou de cellules endothéliales humaines entraîne une 

augmentation de la sécrétion de MCP-1 (Bost et al., 2001 ; Tekstra et al., 1999). Les rôles 

biologiques de MCP-1 sont nombreux selon le type cellulaire concerné. C’est une chimiokine 

pro-inflammatoire qui a la particularité de mobiliser le calcium intracellulaire des monocytes, 

des lymphocytes et des macrophages, tout en ayant un effet chimioattractant sur ces cellules. 

MCP-1 est le ligand de CCR2. 

 

II.2.8. RANTES ou CCL5 

RANTES « Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted » est une 

chimiokine pro-inflammatoire de la famille CC, qui fut isolée pour la première fois en 1988 à 

partir de lymphocytes T stimulés (Rollins, 1997). Cette protéine est produite par les 

lymphocytes T, les fibroblastes, les macrophages, les cellules épithéliales, les cellules 

endothéliales et les plaquettes (Thomson, 1994). Elle est chimioattractante pour les 

lymphocytes T de type mémoire, les monocytes, les cellules dendritiques, les éosinophiles et 

les basophiles. In vivo, l’injection sous-cutanée de RANTES dans différents modèles animaux 

entraîne le recrutement de lymphocytes et de monocytes (Nelson et al., 1997). RANTES peut 

se lier à trois récepteurs : le CCR1, le CCR3 et le CCR5. Suite à certaines infections 

bactériennes ou virales, comme l’infection au métapneumovirus humain, la production de 

RANTES est augmentée (Bao et al., 2007). La protéine LMP1 du EBV augmente également 

la production de RANTES par les cellules épithéliales (Buettner et al., 2007). Matsui et al. ont 

montré que le peptidoglycane de S. aureus augmentait la production de RANTES in vivo chez 

des souris qui ont été infectées par le peptidoglycane et in vitro par des cellules de Langerhans 

(Matsui et al., 2007). 
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II.2.9. Eotaxine ou CCL11 

L’éotaxine est une autre chimiokine pro-inflammatoire de la famille CC. Elle fut isolée 

pour la première fois de LBA de cochons d’inde développant une réaction allergique (Jose et 

al., 1994). Cette chimiokine est caractérisée par sa capacité à attirer spécifiquement les 

éosinophiles (Collins et al., 1995). L’éotaxine peut être produite par les cellules épithéliales, 

les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les macrophages alvéolaires et les 

éosinophiles (Hemelaers et Louis, 2006). Elle est exprimée d’une façon constitutive dans 

différents organes comme le cœur et le poumon, et son expression peut être augmentée suite à 

des stimulations par des antigènes (Rothenberg et al., 1995a et 1995b ; Gonzalo et al., 1996). 

Par exemple, le virus Influenzae A induit une augmentation de la production de l’éotaxine par 

les cellules épithéliales (Kawaguchi et al., 2000). Chez la souris, l’exposition bronchique et 

nasale à l’entérotoxine B de S. aureus entraîne une augmentation de la sécrétion d’éotaxine 

(Hellings et al., 2006). L’éotaxine attire les éosinophiles via un récepteur spécifique le CCR3 

qui est également un des récepteurs de RANTES (Kitaura et al., 1996).  

 

II.2.10. MIP-3β ou CCL19 

MIP-3β ou « Macrophage Inflammatory Protein 3β » ou ELC (EBI1-ligand 

chemokine) est une chimiokine homéostatique de la famille CC. MIP-3β se fixe 

spécifiquement sur le CCR7 (Yoshida et al., 1997). Elle est exprimée d’une façon 

significative dans le thymus. Elle attire les lymphocytes T matures et immatures, les 

lymphocytes B et les cellules dendritiques mais n’attire pas les monocytes ni les granulocytes 

(Kim et al., 1998a et 1998b ; Kellermann et al., 1999). 

 

III.  Les cellules immunitaires 

Différentes populations cellulaires sont impliquées dans l’immunité locale de la 

muqueuse respiratoire. Ces cellules sont réparties en 2 grandes catégories : les cellules 

lymphoïdes liées aux organes lymphoïdes et les cellules phagocytaires (lignée myéloïde) 

capables d’ingérer des particules inertes ou vivantes (Figure 14).  
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La cellule souche hématopoïétique se différencie en cellule souche pluripotente, qui se différencie à 
son tour en progéniteurs lymphoïdes ou myéloïdes. Les progéniteurs lymphoïdes se différencient 
ensuite en lymphocytes T, B et NK. Les progéniteurs myéloïdes donnent naissance aux globules 
rouges, plaquettes, basophiles, neutrophiles, éosinophiles et monocytes. Les monocytes peuvent se 
différencier à leur tour en macrophages ou en cellules dendritiques. 
 

III.1.  Les cellules phagocytaires 

La phagocytose correspond à l’endocytose et à l’inactivation ou la destruction des 

agents pathogènes. Elle concerne les lignées de granulocytes et de monocytes/macrophages, 

issues du même précurseur pluripotent appelé « cellule myéloïde ».  

 

Figure 14. Précurseurs des cellules sanguines. 
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III.1.1.  Les granulocytes 

Les granulocytes, appelés polynucléaires à cause de l’aspect plurilobé de leur noyau en 

microscopie conventionnelle, comprend les neutrophiles, les éosinophiles et les 

basophiles.Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont le type cellulaire le plus produit par 

l’organisme, 10 milliards par jour chez un adulte normal. Leur durée de vie n’est cependant 

que de quelques heures dans la circulation. Dans les conditions physiologiques, les 

neutrophiles ont un rôle protecteur vis-à-vis des infections bactériennes et fongiques, grâce 

aux nombreuses molécules actives qu’ils produisent (Table 7). 

 

Facteurs antimicrobiens Myéloperoxidase, Défensines, Lactoferrine 

Protéases Elastase, Cathépsine G,  

Collagénase, Stromélysine, Gélatinase 

Hydrolases acides  

Dérivés de l’oxygène Ions superoxyde, Peroxyde d’hydrogène, 

Radicaux d’hydrogène, Oxygène singulet 

Lipides bioréactifs Leucotriène B4, Platelet activating factor 

Cytokines IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, MIP-1, TNF-α, TGF-β, G-

CSF, GM-CSF, M-CSF 

 

 

En cas d’infection, la production de neutrophiles est multipliée par 10 en quelques jours. Les 

polynucléaires sont des cellules très mobiles. Sous l’influence de différents stimuli, ils 

adhèrent à la paroi vasculaire et migrent vers les tissus. Le déplacement des polynucléaires 

vers des substances chimioattractantes, tels que les chimiokines, est désigné sous le nom de 

chimiotactisme (Rollins, 1997). La progression normale d’un phénomène inflammatoire est 

dominée par une phase d’afflux de neutrophiles suivie d’une phase de prépondérance 

macrophagique. 

Les éosinophiles sont incapables de se diviser et sont caracterisées par leurs uniques granules 

cristalloïdes qui contiennent quatre protéines basiques fortement cytotoxiques. Les 

éosinophiles sont capables d’être cytotoxiques contre les parasites. Les produits libérés par les 

éosinophiles peuvent provoquer des processus physiopathologiques (asthme) et des maladies 

plus rares (pneumonies chroniques à éosinophiles). 

 

 

Table 7. Molécules sécrétées par les polynucléaires neutrophiles. 
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III.1.2.  Les monocytes et les macrophages 

Les monocytes/macrophages sont considérés comme des phagocytes 

« professionnels » dont le rôle principal est d’assumer la défense de l’hôte envers les agents 

infectieux. Les monocytes sont des précurseurs pour plusieurs types cellulaires observés au 

niveau tissulaire, dont les macrophages. Les monocytes restent en moyenne de 6 à 8h dans le 

sang et migrent dans les tissus, dont le poumon, où ils prennent des noms différents selon le 

tissu concerné. Au niveau pulmonaire, on parle de macrophages alvéolaires qui auraient un 

rôle d’effecteurs mais ne seraient pas des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) pour les 

lymphocytes T, en raison d’un déficit en molécules co-stimulatrices de surface (Isler et al., 

2000). Les macrophages libres passent dans la lumière de l’arbre respiratoire, phagocytent les 

agents pathogènes et sont éliminés par le biais de la clairance mucociliaire. Cependant, les 

cytokines qu’ils produisent, notamment l’IL-12, influencent la réponse spécifique des 

lymphocytes T. Les macrophages constituent la première défense contre les pathogènes 

inhalés et ont un comportement pro-inflammatoire plus marqué que les monocytes circulants.  

 

III.2.  Les cellules dendritiques 

Ces cellules sont présentes dans tous les tissus, sauf dans le cerveau et la cornée. Dans 

l’épithélium respiratoire, les cellules dendritiques se trouvent à l’interface avec le milieu 

extérieur. Les cellules dendritiques présentes dans les tissus périphériques sont peu matures et 

ne stimulent que faiblement les populations lymphoïdes. Dans l’appareil respiratoire, les 

cellules dendritiques sont peu présentes dans la muqueuse et l’épithélium de surface, mais 

constitueraient les principales CPA (Holt, 2000). Le renouvellement des cellules dendritiques 

est rapide (< 48h) et leur migration vers l’épithélium de surface est fortement accrue en cas 

d’infection (McWilliam et al., 1996).  

 

III.3.  Les lymphocytes 

Les lymphocytes ont été morphologiquement identifiés il y a plus de 100 ans. Ils 

présentent 2 types de morphologie : les petits lymphocytes (7 à 8 µm de diamètre) et les 

grands lymphocytes (9 à 15 µm de diamètre). La plupart des lymphocytes du sang 

périphérique sont de petite taille. Ils constituent les cellules centrales du système immunitaire 

responsables de l’immunité acquise. Dans un organisme, les lymphocytes représentent 20 à 40 

% des leucocytes du sang et 99 % des cellules de la lymphe. Il y a approximativement 1011 
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lymphocytes dans le corps humain (ce chiffre varie en fonction de la taille et de l’âge : entre 

1010 et 1012). Les lymphocytes circulent dans le sang et la lymphe de façon continue et sont 

capables de migrer dans les espaces tissulaires et les organes lymphoïdes. Les lymphocytes 

peuvent être grossièrement divisés en trois populations, que rien (ou presque) ne différencie 

sur le plan morphologique : les lymphocytes T (LT), les lymphocytes B (LB) et les cellules 

nulles (non-B, non-T) ou « natural killer » (NK). Seuls leurs marqueurs de surface permettent 

de les différencier par cytométrie en flux. 

 

III.3.1.  Les « Natural Killer » 

Les NK (Natural Killer) sont des lymphocytes non-T non-B de grande taille qui 

présentent des granules intracytoplasmiques d’où leur nom de grands lymphocytes à granules 

ou LGL (Large Granular Lymphocytes). Ils constituent environ 5 à 7% des leucocytes. Les 

NK exercent de manière spontanée une activité cytotoxique vis-à-vis de cibles tumorales ou 

infectées par des pathogènes intracellulaires ou par des virus. Par ailleurs, les NK expriment 

des récepteurs pour le fragment Fc des immunoglobulines et de ce fait peuvent être « armées » 

par des anticorps pour exercer une activité cytotoxique dépendante des anticorps ou ADCC 

(Antibody Dependant Cell Mediated Cytotoxicity). 

 

III.3.2.  Les lymphocytes B 

Les LB doivent leur nom à la bourse de Fabricius chez les oiseaux, ou la moelle 

osseuse « bone marrow » où ils poursuivent leur maturation chez l’Homme. Ils représentent 

10 à 15 % des lymphocytes circulants. On les trouve dans la rate et les organes lymphoïdes 

secondaires où ils interagissent avec les cellules dendritiques et les LT (Clark et Lane, 1991). 

Activés, les LB se différencient en plasmocytes suivant le principe d’expansion clonale. Les 

LB portent des molécules du CMH de classe II à leur surface, et de ce fait ils ont une fonction 

de cellules présentatrices de l’antigène vis-à-vis des LT. Leur récepteur spécifique, BCR (B 

Cell Receptor) est constitué d’immunoglobulines membranaires. Les plasmocytes produisent 

de grandes quantités d’immunoglobulines correspondant au récepteur engagé dans la 

reconnaissance d’un antigène spécifique. Ils sont particulièrement nombreux dans la 

muqueuse respiratoire. 
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III.3.3.  Les lymphocytes T CD3 

Les LT sont issus de cellules souches originaires de la moelle osseuse mais leur 

maturation a lieu dans le thymus où ils subissent une sélection durant laquelle 95 % des 

cellules sont éliminées. Les LT sont ensuite libérés sous forme de cellules naïves. Le thymus 

n’a cependant qu’un rôle limité dans le temps et s’atrophie avec l’âge (après la dixième année 

chez l’homme). Cette dégénérescence précoce est compensée par le nombre élevé de LT 

circulants, dont les LT mémoires au repos, capables de retourner vers le tissu où elles ont une 

grande probabilité de rencontrer à nouveau leur antigène spécifique. 

Les LT reconnaissent des fragments d’antigène présentés par les molécules du CMH 

via leur récepteur de surface appelé TCR (T Cell Receptor). Ce récepteur est un complexe 

constitué de six chaînes polypeptidiques, dont un hétérodimère αβ ou γδ (liaison à l’antigène) 

et des chaînes CD3ε, γ et δ (Wange et Samelson, 1996). Les chaînes  polypeptidiques ε, γ et δ 

de la molécule CD3 sont associées entre elles sous la forme d’hétérodimères CD3δε et CD3γε, 

et à un homodimère de chaînes ζ (CD247), une chaîne commune à plusieurs récepteurs. 

L’ensemble est physiquement associé au TCR, par des interactions entre acides aminés 

chargés + et - au niveau de leurs segments transmembranaires. Les différents composants de 

CD3 à la différence du TCR, possèdent un important domaine cytoplasmique dont la fonction 

est de transmettre un signal d’activation intracellulaire lorsque le TCR est engagé dans une 

interaction avec l’antigène. La molécule CD3 est invariante ; elle est présente sur la 

membrane de tous les LT dès lors qu’ils expriment un TCR, et constitue un bon marqueur 

pour les identifier. La plupart des anticorps anti-CD3 disponibles reconnaissent le composant 

CD3ε. Les LT CD3 représentent 65 à 80 % des lymphocytes circulants. Les LT sont 

subdivisés en deux sous-populations fonctionnelles et identifiables par des marqueurs de 

surface. Les CD4 qui constituent 2/3 des LT CD3 et les CD8 qui forment 1/3 des LT CD3 

(Snow, 1994). La maturation de certaines sous-populations de LT est possible en dehors du 

thymus. Ces cellules ne portent pas de molécules accessoires CD4 et CD8. Elles recirculent 

peu et n’ont pas besoin des organes lymphoïdes secondaires. C’est le cas des LT portant un 

TCR de type γδ qui sont capables de reconnaître un antigène natif, propriété qui les rapproche 

des NK et des macrophages. Les LT γδ sont particulièrement nombreux dans les épithéliums 

où ils peuvent réagir rapidement à la présence d’agents infectieux. Ils initieraient et 

réguleraient ainsi la réponse par les cellules de type αβ et les LB (Boismenu et Havran, 1997). 
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III.3.3.1. Les lymphocytes T CD8 

Ces LT, qui expriment la molécule CD8, sont également appelés « lymphocytes 

cytotoxiques ». Ils se lient spécifiquement aux cellules infectées par des agents infectieux 

intracellulaires (virus,…) ou aux cellules tumorales qui présentent à leur surface des 

marqueurs cellulaires spécifiques. A l’issue de cette reconnaissance, les CD8 libèrent des 

substances toxiques pour les cellules, telles que les perforines. Ces perforines s’insèrent, par 

groupes, dans la membrane de la cellule cible, formant des pores dans celle-ci. Ces pores 

provoquent l’entrée de liquide extracellulaire dans la cellule cible par un phénomène 

d’osmose, et entraînent sa mort par un mécanisme dit de « lyse osmotique ».  

 

III.3.3.2. Les lymphocytes T CD4 

Les LT auxiliaires ou helper (Th) appartiennent à la population caractérisée par la 

présence de la molécule CD4 (T CD4). La molécule CD4 est une glycoprotéine qui a pour 

ligand l’une des formes des molécules du CMH, les molécules HLA de classe II. Les LT CD4 

coordonnent la réponse immunitaire spécifique. Ils amplifient la réponse immunitaire face à 

un agent pathogène, en stimulant l’activité des autres cellules de l’immunité, tels les LB, les 

LT CD8 et les macrophages. Ils exercent leurs fonctions entre autre par le biais de médiateurs 

solubles comme les cytokines, qu’ils sécrètent lorsqu’ils sont activés par l’antigène.  

 

III.3.3.3. La polarisation des lymphocytes T 

La classification des LT CD4 en sous-groupes Th1 et Th2 a originellement été définie 

chez la souris par Mosmann (Mosmann et al., 1986). En fonction de l’environnement 

cytokinique, les LT CD4 naïfs, ou Th0, se différencient en Th1 ou Th2 en inhibant la 

différentiation vers l’autre profil (Glimcher et Murphy, 2000). Les Th0 peuvent aussi se 

différencier en Treg et Th17 (Figure 15). 
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III.3.3.3.a. La polarisation de Th0 en Th1 et Th2 

La présence de l’IL-12 entraîne l’orientation d’un clone Th0 vers un profil Th1 en 

activant la voie de signalisation STAT-4. Les Th1 sont caractérisés par l’expression de T-bet 

et produisent de l’IL-2, de l’IFNγ et du TNFα. Ces cytokines sont impliquées dans le 

recrutement des macrophages, dans l’activation de la réponse immunitaire cellulaire 

conduisant à l’élimination des pathogènes intracellulaires (ex : virus) et des cellules 

cancéreuses, et dans la prévention des réactions d’hypersensibilité de la peau (Pulendran, 

2004). La différentiation des Th0 en Th2 est induite par l’IL-4 via la voie de signalisation 

STAT-6. Les Th2 sont caractérisés par l’expression de GATA-3. Les cellules Th2 induisent 

l’immunité humorale, permettant aux LB grâce à la sécrétion d’anticorps de participer à la 

destruction des organismes extracellulaires. Ces cellules sécrètent essentiellement de l’IL-4, 

l’IL-5, l’IL-6, l’IL-10 et l’IL-13. Les cytokines produites lors d’une réponse Th2 favorisent la 

croissance et l’activation des éosinophiles et des basophiles. L’équilibre entre les deux sous-

populations Th1 et Th2 permet de maintenir une homéostasie fonctionnelle générant une 

réponse immunitaire appropriée (Kidd, 2003). Les chimiokines jouent un rôle important dans 

la polarisation et la mise en place d’une réponse Th1/Th2. MIP-1α, MIP-1β et RANTES 

orientent la différentiation Th0 vers Th1, tandis que MCP-1 l’oriente vers Th2 (Luther et 

Cyster, 2001). Les Th1 produisent préférentiellement MIP-1α, RANTES, MIG et IP-10. 

Tandis que les Th2 sont associés à une production de MCP-1, MCP-3, éotaxine, I-309, SDF et 

TARC (Dong et Flavell, 2001) (Figure 16). 

Figure 15. Polarisation des lymphocytes T (Afzali et al., 2007). 
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En outre, les Th1 expriment préférentiellement les récepteurs CCR5, CCR1 et CXCR3 alors 

que les Th2 expriment CCR3, CCR4, CCR8 et CXCR4. Ainsi, les chimiokines, par le biais de 

l’expression de leurs récepteurs sur les lymphocytes, permettent d’attirer sur leurs sites de 

production des populations lymphocytaires spécifiques. L’expression de CXCR1 et CXCR2, 

les récepteurs de l’IL-8, sur les lymphocytes, ne semble pas être liée au profil Th1 ou Th2.  

 

III.3.3.3.b. La polarisation de Th0 en Treg 

Les Treg sont retrouvées essentiellement dans le sang, le thymus, la rate et les 

ganglions lymphatiques. Ils constituent 6 à 10 % des LT CD4+ présents dans ces organes 

(Shevach, 2002 ; Sakaguchi, 2005). La différentiation des Treg a lieu dans le thymus et 

nécessite la présence de TGF-β, ensuite les Treg migrent vers les organes lymphoïdes et les 

tissus périphériques. Il existe au moins deux types de LT régulateurs. Le premier type 

comprenant les Tr1 et les Th3, contrôle la réponse immunitaire via la sécrétion de cytokines. 

Les Tr1 et les Th3 produisent respectivement de l’IL-10 et du TGFβ (Cottrez et al., 2000 ; 

Groux et al., 1997 ; Weiner, 2001). Le second type correspond aux Treg dits naturels 

(Sakaguchi et al., 1995). Ce type agit par contact direct avec d’autres cellules. Chez la souris, 

les Treg naturels sont caractérisés par l’expression constitutive de CD25. Chez l’Homme, les 

les LT CD4 exprimant un très haut niveau de CD25 correspondent en majeure partie à des 

Figure 16. Polarisation de Th0 en Th1 et Th2.
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Treg. A l’heure actuelle, on considère que l’expression du facteur de transcription Foxp3 est 

spécifique des Treg (Hori et al., 2003 ; Fontenot et al., 2003) (Figure 15). Les Treg inhibent in 

vitro la prolifération des LT CD4+ et CD8+, et la sécrétion de cytokines par ces cellules en 

réponse à des stimuli. Les Treg diminuent également la réponse des LT CD8, des NK et des 

LT CD4 aux antigènes spécifiques (Dieckmann et al., 2001 ; Wing et al., 2003). Les Treg 

possèdent plusieurs fonctions in vivo en plus du maintien de la tolérance au Soi telles que le 

contrôle de l’allergie, la régulation des réponses aux agents pathogènes et la prévention du 

rejet de greffe (Baecher-Allan et Hafler, 2006 ; Umetsu et Dekruyff, 2006, Rouse et al., 2006, 

Belkaid et al., 2006 ; Waldmann et al., 2006). Des études in vitro ont montré que la 

signalisation via le TCR est importante pour le fonctionnement des Treg. D’autres études in 

vivo montrent un rôle important de la production d’IL-10 et de TGFβ comme médiateurs de 

l’activité des Treg, et n’excluent pas l’implication de médiateurs solubles dans le 

fonctionnement des Treg, qui peuvent interagir avec la cellule à petite distance ou par contact 

direct (Dieckmann et al., 2002 ; Nakamura et al., 2004 ; Nakamura et al., 2001).  

La migration des Treg vers les organes et les tissus implique plusieurs chimiokines et 

récepteurs des chimiokines. Le CXCL12 et le CXCR4 induisent la migration des Treg vers la 

moelle osseuse (Zou et al., 2004). Le CCL22 et le CCR4 permettent leur migration vers les 

ovaires humains présentant un cancer et vers les greffons cardiaques de souris (Curiel et al., 

2004 ; Lee et al., 2005). Le CXCL19 et le CCR7 facilitent la migration des Treg vers les 

organes lymphoïdes (Lim et al., 2004). Certaines chimiokines de la famille CC (CCL2, 3, 4, 

5, 7 et 13) et leurs récepteurs le CCR2 et le CCR5 permettent la migration des Treg vers les 

sites d’inflammation (Bruhl et al., 2004 ; Wysocki et al., 2005) (Figure 17). 

 

 

 
Figure 17. Migration des Treg vers les tissus et organes (Wei et al., 2006). 
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III.3.3.3.c. La polarisation de Th0 en Th17 

Les LT produisant de l’IL-17, appelés Th17, ont été récemment identifiés comme une 

nouvelle classe de LT effecteurs, différente des Th1, Th2 et Treg. Les Th17 se développent en 

présence de l’IL-6 et du TGFβ, et cette étape de différentiation est fortement inhibée par les 

cytokines Th1 et/ou Th2 (Figure 18). La signalisation via l’IL-6 active Stat3 et le facteur de 

transcription RORγt. La signalisation via le récepteur du TGFβ, le TGFRII, est aussi 

essentielle pour la différentiation des Th17, puisque les LT déficients en TGFRII ne peuvent 

pas se différencier en Th17. En présence d’IL-23, les Th17 sécrètent de l’IL-22 (Stockinger et 

Veldhoen, 2007). L’IL-27, quant à elle, inhibe la différentiation des Th17. 

 

 

L’IL-17 est un médiateur pro-inflammatoire possédant de multiples fonctions. Localement, 

l’IL-17 stimule la production de l’IL-6, de l’oxyde nitrique (NO) et de la prostaglandine E2 

(PGE2). Elle agit également en synergie avec d’autres cytokines inflammatoires telles que 

l’IL-1 β, le TNFα, l’IFNγ et le CD40L, aboutissant à l’amplification de l’inflammation (Afzali 

et al., 2007). L’IL-17 induit le chimiotactisme des neutrophiles et des monocytes vers les sites 

d’inflammation via des médiateurs chimioattractants, tels que l’IL-8, MCP-1 et GROα. Elle 

augmente la production de facteurs de croissance hematopoïétiques tels le G-CSF et le GM-

Figure 18 Polarisation des Th0 en Th17 (Stockinger et Veldhoen, 2007).  
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CSF, qui induisent la maturation et la croissance des cellules recrutées. De plus, l’IL-17 agit 

comme un « pont » entre l’immunité innée et l’immunité adaptative en augmentant 

l’induction de molécules de co-stimulation tels que l’ICAM-1 par d’autres cytokines, activant 

ainsi les LT (Figure 19). 

 

 

 

III.3.4.  Le chimiotactisme des LT 

Le chimiotactime est le déplacement orienté des cellules dont la migration se fait le 

long d’un gradient de chimiokines. Il implique la perception de subtiles différences dans la 

concentration en chimiokines, et l’établissement d’une polarité mettant en jeu des 

modifications du cytosquelette et des interactions adhésives avec la matrice extracellulaire. De 

plus, les chimiokines contrôlent la navigation des cellules et leur arrêt au contact des cellules 

endothéliales, préalable à leur passage vers les tissus où sont exprimés les facteurs 

chimioattractants, indirectement par une activation des intégrines secondaire à la liaison des 

chimiokines à leurs récepteurs leucocytaires (Von Adrian et Mempel, 2003 ; Miyasaka et 

Tanaka, 2004). La grande variété de récepteurs de chimiokines et des chimiokines, ajoutée à 

la diversité des molécules d’adhérence, offre de multiples possibilités d’adressage et 

d’orientation utilisables par les lymphocytes pour se diriger vers de multiples localisations. Le 

CCR7 est exprimé sur tous les LT naïves mais aussi sur certains LT mémoires au repos 

(Sallusto et al., 1999). Les ligands du CCR7 jouent un rôle important dans l’entrée des LT 

naïves dans les ganglions lymphatiques. MIP-3β (ligand du CCR7) permet la transmigration 

des LT à travers la barrière endothéliale mais également l’orchestration de la co-localisation 

Figure 19. Effets pro-inflammatoires de l’IL-17 (Afzali et al., 2007). 
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dans la zone T de LT naïves et des cellules dendritiques nécessaires à leur activation 

(Banchereau et Steinman, 1998 ; Sprent et Surh, 2002). En plus du CCR7, les LT naïves 

expriment le CCR9 et le CXCR4 qui permettent, grâce à leurs ligands (TECK et SDF-1 

respectivement), le recrutement des LT naïves dans les ganglions lymphatiques (Kunkel et al., 

2000, Papadakis et al., 2000 ; Okada et al., 2002 ; Phillips et Ager, 2002). Après la rencontre 

avec les cellules dendritiques, les LT acquièrent le CXCR5 qui va permettre leur migration 

vers les follicules où la production de son ligand, le BCA1 ou CXCL13, a lieu.  

Les LT effecteurs expriment plusieurs récepteurs de chimiokines permettant leur 

migration vers les sites d’inflammation. Les récepteurs CCR1, CCR2, CXCR3, CCR5, 

CX3CR1 et CXCR6 sont des récepteurs de chimiokines pro-inflammatoires qui permettent la 

migration des LT effecteurs de type 1 (Th1) et des cellules cytotoxiques vers le site 

d’inflammation (Kim et al., 2001 ; Weninger et al., 2002). CCR3, CCR4 et CCR8 permettent 

la migration des Th2 vers le site d’inflammation. Il a été décrit que les LT expriment le 

CXCR1, récepteur exprimé préférentiellement sur les neutrophiles, ce qui suggère que l’IL-8, 

ligand du CXCR1, peut réguler la migration des LT effecteurs vers les sites d’inflammation 

(Tani et al., 1998 ; Takata et al., 2004 ; Hess et al., 2004). Les LT expriment également le 

CXCR2, récepteur de l’IL-8 et de GROα (Tani et al., 1998). 

 

III.3.5.  Les lymphocytes T et l’inflammation pulmonaire 

Les principales structures lymphoïdes se situent le long des voies aériennes. Le tissu 

lymphoïde associé aux bronches est très peu développé chez les humains contrairement à ce 

que l’on peut observer chez les rats et les souris. Ainsi, c’est surtout dans les structures 

lymphoïdes autour des bifurcations des bronches de moyen et de gros calibre que les cellules 

dendritiques ou les macrophages vont présenter des antigènes pour induire une réponse 

immune cellulaire ou humorale. Les lymphocytes ainsi sensibilisés peuvent alors entrer dans 

la circulation pour se redistribuer au niveau des muqueuses de l’arbre respiratoire. Chez des 

sujets sains, les lymphocytes sont observés dans l’épithélium respiratoire, préférentiellement 

au niveau proximal, de façon isolée et passent peu dans la lumière (Breeze et Wheeldon, 

1977 ; Fournier et al., 1989). Ces lymphocytes seraient de façon prédominante du sous-type 

CD8 alors que ceux du sous-type CD4 seraient prédominants en-dessous de l’épithélium. Les 

biopsies bronchiques de malades avec un asthme léger montrent une infiltration de la partie 

basale de l’épithélium où prédominent les LT CD4 activés dans un rapport CD4/CD8 de 3/1 
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(Azzawi et al., 1990). Chez les fumeurs présentant une bronchite chronique, le nombre de LT 

CD8 a tendance à augmenter par rapport aux LT CD4 (O’Shaughnessy et al., 1997).  

D’une manière générale, suite aux infections respiratoires bactériennes et virales, une 

réponse immunitaire protectrice de type Th1 est mise en place. Cette réponse Th1 intervient 

également dans certaines maladies inflammatoires chroniques. Par contre, une réponse Th2 est 

prédominante lors des infections parasitaires et fongiques. Chez les souris, l’infection 

pulmonaire chronique à P. aeruginosa entraîne une augmentation de la production d’IL-12 et 

donc une réponse de type Th1 (Moser et al., 2002). Cependant, certains pathogènes, comme 

Mycoplasma pulmonis peuvent induire à la fois une réponse Th1 et une réponse Th2, ou 

simplement une réponse Th2. La bronchiolite sévère induite par le virus respiratoire syncytial 

développe une réponse Th2 caractérisée par la production d’IL-9 (McNamara et al., 2004). 

Dans l’emphysème, on observe une accumulation dans les poumons de lymphocytes Th1. 

Cette reponse Th1 est également observée chez les patients atteints de la BPCO et est associée 

à une augmentation de la sécrétion d’IP-10 (Barnes et Cosio, 2004). Dans l’asthme allergique, 

une réponse Th2 est prédominante dans l’inflammation bronchique, caractérisée par la 

production de quantités importantes d’IL-4, IL-5 et IL-13 et associée à une éosinophilie 

bronchique et une hypersécrétion de mucus (Busse et Lemanske, 2001). L’asthme atopique 

induit également une réponse de type Th2 caractérisée par la production d’IL-4 et l’absence 

d’IL-5 (Brugnoni et al., 1996). Les Treg permettent de supprimer ou prévenir l'auto-immunité 

en s'opposant aux lymphocytes impliqués dans des réactions auto-immunes. Chez les souris 

allergiques, il a été montré que les Treg, induits par l’administration de Mycobacterium tué 

par la chaleur, sécrètent de l’IL-10 et du TGFβ et suppriment le recrutement pulmonaire des 

éosinophiles (Zuany-Amorim et al., 2002a et b). L’importance de l’IL-17 dans l’immunité 

respiratoire a été mise en évidence par la susceptibilité des souris déficientes pour l'IL-17R, le 

récepteur de l’IL-17, aux infections pulmonaires fatales. Cette susceptibilité peut être corrélée 

avec une dérégulation de la mobilisation des neutrophiles et de la clairance bactérienne (Ye et 

al., 2001a ; Ye et al., 2001b ; Hoshino et al., 2000). Chez les souris et les rats, les LT activés 

issus des tissus pulmonaires produisent des quantités importantes d’IL-17, induisant la 

production de chimiokines et favorisant l’infiltration des neutrophiles (Miyamoto et al., 2003 ; 

Laan et al., 1999 ; Happel et al., 2003). Les cellules épithéliales respiratoires humaines 

stimulées par l’IL-17 produisent des molécules chimioattractantes, mais dans des conditions 

physiologiques normales, on retrouve très peu d’IL-17 dans les LBA humains (Laan et al., 

2002). Par contre, dans des conditions inflammatoires, la sécrétion d’IL-17 et le recrutement 

de neutrophiles augmentent dans les LBA des patients (Laan et al., 2002). C’est le cas par 
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exemple des patients asthmatiques chez lesquels on observe également une augmentation du 

recrutement des cellules sécrétrices d’IL-17 notamment les LT et les éosinophiles (Molet et 

al., 2001 ; Barczyk et al., 2003). L’IL-17 stimule également la sécrétion de mucines et la 

production de protéines antimicrobienness par les cellules épithéliales respiratoires (Chen et 

al., 2003). 
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 LA MUCOVISCIDOSE 

I.  Généralités 

La mucoviscidose est la maladie génétique la plus fréquente dans les populations 

d’origine Caucasienne (Bobadilla et al., 2002). La fréquence de la maladie varie entre 1/2000 

et 1/3000 (Zielenski et Tsui, 1995), et environ une personne sur 50 est porteuse du gène muté. 

En France aujourd’hui, 6000 malades sont atteints de la mucoviscidose dont 33 % ont plus de 

18 ans. L’espérance de vie des patients atteints de la mucoviscidose ne cesse d’augmenter et 

actuellement elle atteint les 36,8 ans, alors qu’elle était de l’ordre de 6 mois en 1938 (Figure 

20) (Orenstein et al., 2002). La mucoviscidose affecte principalement les fonctions 

respiratoires, digestives, génitales et cutanées. Cependant, les infections respiratoires sont 

responsables de 90% de la morbidité et de la mortalité des patients atteints par la 

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

Cette pathologie se caractérise par une inflammation massive avec une infiltration 

massive de cellules immunitaires telles que les neutrophiles et les lymphocytes, une infection 

chronique des voies aériennes et une colonisation bactérienne essentiellement par S. aureus et 

P. aeruginosa. L’inflammation et l’infection conduisent progressivement à une bronchectasie, 

une destruction pulmonaire et une insuffisance respiratoire.  

 

Figure 20. Espérance de vie des patients atteints de la mucoviscidose (d’après la 
Fondation Américaine de la Mucoviscidose). 
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II.  Historique  

Bien que le spectre clinique global de la mucoviscidose n’a pas été établi avant 1930, 

certains aspects de la mucoviscidose ont été identifiés bien avant. En effet, dès 1700 des 

publications suisses et allemandes établissaient des liens entre le manque de sel dans la 

mucoviscidose et la maladie. En 1938, la mucoviscidose fut reconnue par Dr. Andersen, sur 

des enfants mal nourris, leurs autopsies ont révélé des obstructions des canaux glandulaires 

pancréatiques par le mucus. Elle a émis l’hypothèse que la mucoviscidose est une maladie 

récessive et était la première à avoir utilisé l’enzyme pancréatique pour le traitement des 

enfants malades. Initialement appelée « mucoviscidosis » en 1944, cette maladie est 

caractérisée par des secrétions de mucus abondant et anormalement épais avec des désordres 

pancréatiques ; elle a donc été renommée « fibrose kystique du pancréas » (« cystic fibrosis », 

CF pour les anglophones). En 1949, en se basant sur l’hérédité autosomique récessive de la 

maladie, il a été établi que la mucoviscidose devait être due à un défaut dans un gène unique. 

Il a été ensuite suggéré que la sueur des patients atteints de la mucoviscidose était anormale, et 

que le taux de sodium et de chlorure y était 5 fois plus élevé (Davies, 2006). Le test de sueur a 

été validé en 1983 par Paul Quinton pour le dépistage de la mucoviscidose (Quinton, 1983). 

En même temps Knowles et ses collaborateurs ont montré que l’hyperabsorption de sodium 

constituait le défaut principal de la mucoviscidose au niveau des voies aériennes (Knowles et 

al., 1983). En 1985, la comparaison des génomes de familles de malades suivant la technique 

RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism) a permis d’identifier une zone de 30 Mb 

contenant le gène impliqué dans la mucoviscidose (Tsui et al., 1985). Puis, en 1989, le gène 

cftr, codant pour un canal chlorure AMPc-dependant de faible conductance et dont la 

mutation entraîne la maladie, a été découvert (Rommens et al., 1989, Riordan et al., 1989 ; 

Kerem et al., 1989). L’identité de ce gène a été vérifiée en utilisant des cellules dérivées des 

canaux sudoripares. 
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III.  La protéine CFTR 

Le gène cftr est situé sur le bras long du chromosome 7 (7q31-3) (Tsui et al., 1985). 

Son clonage a été décrit en 1989. Ce gène est composé de 27 exons de 230 Kb qui sont 

transcrits en un ARNm de 6,5 Kb (4,5 Kb codant). Ce dernier code pour une protéine de 1480 

acides aminés, la protéine CFTR (Figure 21). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

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

III.1.  Structure, localisation et fonctions de CFTR 

CFTR est une protéine de 170 kDa. Elle présente de fortes homologies avec les 

membres de la famille des protéines transporteuses ABC (ATP-binding Cassette) (Dean et 

Allikmets, 1995). Cette protéine est constituée de 5 domaines : 2 segments peptidiques 

transmembranaires composés chacun de six hélices hydrophobes, 2 domaines hydrophiles 

NBD (Nucleotide Binding Domain) de liaison à l’ATP, un domaine R constitué de 241 acides 

aminés et contenant des sites potentiels de phosphorylation des protéines kinases (PK) A et C 

(Figure 22) (Rosenberg et al., 2004). L’adressage de CFTR au niveau de la membrane 

plasmique dans les cellules épithéliales nécessite la glycosylation de la protéine. 

 

Figure 21. Gène cftr et protéine correspondante (Gibson et al., 2003). 
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CFTR contient 2 domaines de liaison aux nucleotides (NBD) qui lient et hydrolysent l’ATP, 2 
domaines transmembranaires (TM) qui forment le canal et un domaine régulateur (R) central. Ce 
domaine R contient de nombreux sites de phosphorylation pour PKA et PKB. 
 

La protéine CFTR est détectée à la membrane apicale des cellules épithéliales 

exocrines (Crawford et al., 1991). Sa localisation dépend directement de la polarité cellulaire. 

En effet, en l’absence de jonctions serrées, les cellules perdent leur polarité et la protéine 

CFTR est alors retenue au niveau du réseau trans-golgien (Morris et al., 1994). Au niveau des 

voies aériennes, la proteine CFTR est déjà présente à 7 semaines de gestation au niveau 

cytoplasmique (Gaillard et al., 1994). Cette expression s’accroît durant les stades ultérieurs du 

développement fœtal et atteint vers le milieu de la gestation un niveau supérieur à celui 

détecté dans le poumon adulte (Tresize et al., 1993). En fin de gestation, la protéine adopte 

une localisation apicale au niveau des cellules ciliées de l’épithélium respiratoire (Puchelle et 

al., 1992). D’autre part, cette proteine a été localisée et testée fonctionnellement à la surface 

des lymphocytes T (Yoshimura et al., 1991 ; Krauss et al., 1992). 

Depuis la découverte de la protéine CFTR, plusieurs fonctions lui ont été attribuées, la 

principale étant son activité de canal chlorure. En effet, les protéines de la famille des ABC 

fonctionnent comme médiateurs de transport de solutés organiques et incluent entre autres les 

protéines MDR (Multi Drug Resistance proteins) et les protéines MRP (Multi Drug 

Figure 22. Structure de la protéine CFTR (Ackerman et Clapham., 1997). 
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Resistance associated proteins), ces dernières étant des protéines de détoxification cellulaire 

(Lallemand et al., 1997). Après reconstitution de la protéine CFTR dans une bicouche 

lipidique, il a été montré qu’elle présente une activité canal chlorure de faible conductance 

(Bear et al., 1992), pouvant être stimulée par l’AMPc et régulée par la PKA. A l’état basal, 

CFTR est inactif (Sheppard et al., 1994). La fixation et l’hydrolyse de l’ATP au niveau des 

domaines NBD ainsi que la phosphorylation par la PKA de résidus situés dans le domaine R 

permettent l’activation et le maintien à l’état actif du CFTR (Akabas, 2000) ; CFTR devient 

donc perméable laissant passer les ions Cl-. Après sa phosphorylation, CFTR est désactivé par 

des phosphatases (Gadsby et Nairn, 1999) et devient imperméable. 

La protéine CFTR régule également l’activité d’autres canaux ioniques de la cellule 

épithéliale. Elle stimule le canal chlorure de forte conductance ORCC (Outwardly Rectifying 

Chloride Chanel) via l’ATP (Schwiebert et al., 1995). Elle inhibe le canal ENaC (Epithelial 

sodium Chanel) sensible à l’amiloride (Stutts et al., 1995) et module les canaux potassium 

ROMK (Rat Outer Medullary K+ Chanel) (Loussouarn et al., 1996) (Figure 23). CFTR joue 

aussi un rôle important dans l’exocytose et la formation de complexes moléculaires dans la 

membrane plasmique (Bertrand et Frizzell, 2003).  

 

 

CFTR stimule le canal chlorure de forte conductance ORCC via l’ATP, inhibe le canal ENaC et 
module les canaux potassium ROMK.  
 

Le rôle du CFTR dans les cellules épithéliales ne se restreint donc pas à la 

perméabilité du chlore. Chez les patients mucoviscidosiques, l’absence de CFTR influence 

l’expression d’autres molécules telles que les protéines ayant un rôle important dans la 

Figure 23. Action de CFTR sur différents canaux ioniques (www.necker.fr). 
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réponse inflammatoire, les processus de maturation, les transports ioniques et la signalisation 

cellulaire. 

 

III.2.  Mutations du gène CFTR 

Le gène CFTR comporte environ 180 000 paires de bases et 1550 mutations ont été 

recensées à ce jour (4/12/2007) (http://www3.genet.sickkids.on.ca/cftr/StatisticsPage.html) 

dans la séquence codante, les signaux d’épissage des ARN messagers et d’autres régions. Ces 

mutations peuvent être classées en 6 classes selon le mécanisme par lequel elles provoquent la 

maladie (Figure 24).  

• Les mutations de classe I affectent la production de la protéine. Il y a alors absence 

totale ou partielle de la protéine liée à des mutations non-sens (G542X), des mutations 

d’épissage (1717 : 1G → 1A) et des mutations entraînant un déphasage de lecture 

situées sur l’ARN messager codant pour la protéine CFTR.  

• Les mutations de classe II touchent l’étape de biosynthèse. La protéine reste localisée 

dans le cytoplasme et est dégradée. Très peu de protéines fonctionnelles arrivent à la 

membrane apicale de l’épithélium. La mutation ∆F508 fait partie de cette classe. C’est 

la mutation la plus répandue au monde (70% des cas) et correspond à la délétion de 3 

nucléotides (CTT) entraînant la perte d’une phénylalanine en position 508. 

• Les mutations de classe III touchent l’activation et la régulation du canal chlore. Ce 

sont des mutations faux-sens au niveau des sites de liaison de l’ATP (NBD1 et 2) ou 

dans le domaine R qui aboutissent à une altération de la fonction de la protéine CFTR, 

régulée par la concentration en ATP cytosolique. Il s’agit d’un défaut d’activation du 

canal qui conduit à une conductance très réduite des ions Cl-. 

• Les mutations de classe IV touchent également la fonction du canal CFTR. Elles 

affectent la conductance et les mécanismes d’ouverture et de fermeture du canal. Elles 

incluent les mutations dans les domaines transmembranaires. 

• Les mutations de classe V incluent des mutations dans le promoteur et des mutations 

qui modifient l’épissage alternatif ou qui provoquent une synthèse de la protéine 

inefficace et donc une réduction du nombre de transcrits de CFTR. 

• Les mutations de classe VI affectent la stabilité de CFTR à la surface cellulaire. 
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Les différentes classes de mutation du gène cftr sont : classe I (absence de synthèse), classe II (défaut 
de maturation et dégradation prématurée), classe III (mauvaise régulation), classe IV (défaut de la 
conductance du chlore ou fermeture du canal), classe V (diminution du nombre de transcrits) et classe 
VI (turnover accéléré de la surface cellulaire). 
 

IV.  Pathologie respiratoire 

La pathologie respiratoire constitue la principale cause de morbidité et de mortalité des 

patients atteints de la mucoviscidose. CFTR joue un rôle majeur dans cette pathologie via son 

implication dans les modifications du liquide de surface respiratoire, des infections et de 

l’inflammation observés dans la mucoviscidose. 

 

IV.1. Modifications du liquide de surface 

Des études réalisées chez l’animal et chez l’Homme ont montré que le transport du 

mucus au niveau des voies aériennes de conduction serait diminué dans les pathologies 

d’hypersécrétion bronchique rencontrée dans la mucoviscidose (Puchelle et al., 1985 ; Shak et 

al., 1990). De plus, une étude récente a montré que les propriétés antibactériennes du liquide 

Figure 24. Différentes classes de mutation de CFTR (Rowe et al., 2005).
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de surface sont également diminuées dans la mucoviscidose (Moraes et al., 2006). L’origine 

de ces altérations reste au centre de nombreux débats. Il est classiquement admis que la 

mucoviscidose est caractérisée par l'absence de fonctionnalité des canaux chlore CFTR, mais 

on ne sait pas dans quelle mesure l'absence de fonctionnalité de la protéine CFTR modifie le 

transport des ions et le degré de salinité du liquide de surface bronchique. Deux hypothèses 

sont actuellement proposées dans le but d'expliquer les anomalies de clairance mucociliaire 

observées dans la mucoviscidose (Figure 25). 

 

 

a) hypothèse d’une augmentation de la salinité chez les patients mucoviscidosiques (A2) par 
rapport à la normale (A1). b) hypothèse de réduction du volume chez les patients 
mucoviscidosiques (B2) par rapport à la normale (B1). 
 

IV.1.1. Dérégulation des concentrations ioniques : le modèle hypertonique 

La première hypothèse, proposée par le groupe de Welsh, est que le liquide de surface 

des voies aériennes de sujets normaux est relativement peu salé, par le fait que l’épithélium de 

Figure 25. Modèles hypertoniques et isotoniques de transport d’ions (Wine, 1999). 
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surface absorbe de grandes quantités de fluide composé d’eau et d’ions (Zabner et al., 1998). 

Chez les patients CF, les ions Cl- sont peu absorbés produisant un liquide de surface contenant 

des concentrations élevées de NaCl (Figure 25a). L’épithélium des voies aériennes humaines, 

à l’image de celui des canaux sudoripares, est relativement imperméable à l’eau. A l’état 

normal, l’absorption active de Na+ se fait selon les mêmes modalités que celles décrites pour 

le modèle isotonique. En revanche, l’absorption de Cl se ferait par l’intermédiaire du canal 

CFTR. Cette absorption de NaCl, non accompagnée d’une absorption proportionnelle d’eau, 

rendrait le liquide de surface hypotonique. Chez les patients CF, l’épithélium respiratoire 

serait imperméable aux ions chlore, le sodium ne pouvant être absorbé rendrait ainsi le liquide 

présent à la surface de l’épithélium respiratoire hypertonique.  

 

IV.1.2. Dérégulation des mouvements d’eau : le modèle isotonique 

La seconde hypothèse suggère que le volume du liquide des voies aériennes est le 

résultat d’un équilibre entre la quantité de fluide sécrété et la quantité de fluide absorbé 

(Boucher, 2004). Selon les auteurs, les anomalies de la protéine CFTR induisent des 

modifications dans la régulation de la quantité de fluide sur l’épithélium respiratoire (Figure 

25b). Par ailleurs, une augmentation de l’absorption de Na+ par le canal ENaC induirait une 

augmentation de l’absorption du liquide. La combinaison de ces effets induit une forte 

diminution de la hauteur du liquide sur l’épithélium respiratoire et une augmentation de la 

viscosité qui va modifier la clairance mucociliaire. Selon cette hypothèse, le liquide des voies 

aériennes est moins hydraté mais les concentrations en NaCl sont équivalentes entre les 

patients CF et non-CF. Pour vérifier cette hypothèse, l’équipe de Boucher, a mesuré le volume 

de fluide absorbé, la clairance et la composition ionique, sur des cultures de cellules 

épithéliales issues de prélèvements bronchiques CF et non-CF. La différence entre ces 2 

cultures est observée au niveau de l’absorption du fluide alors que les autres paramètres 

n’étaient pas significativement différents (Matsui et al., 2000).  

 

IV.2. Infections dans la mucoviscidose 

La susceptibilité des patients mucoviscidosiques aux infections bactériennes des voies 

respiratoires a été décrite dès la caractérisation de cette maladie. La mucoviscidose possède un 

spectre unique de pathogènes bactériens qui sont fréquemment acquis en fonction de l’âge des 

patients. Parmi les microorganismes causant des infections dans la mucoviscidose, seul S. 
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aureus appartient à la flore commensale et peut s’avérer pathogène chez des patients 

immunocompétents. P. aeruginosa, Burkholderia cepacia (B. cepacia), H. influenzae, 

Stenotrophomonas maltophilia et Achromobacter xylosoxidans sont considérés comme des 

pathogènes opportunistes (Figure 26) (Goss et Burns, 2007). D’autres microorganismes 

généralement non pathogènes pour l’organisme hôte sain peuvent être retrouvés dans la 

mucoviscidose, comme Aspergillus et les mycobactéries non tuberculeuses. Cependant, les 

infections dans les premières années de vie sont essentiellement dues à S. aureus et H. 

influenzae qui sont remplacés progressivement au cours des années par P. aeruginosa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Pourcentage de patients mucoviscidosiques présentants des infections aux bactéries suivantes (tous 
âges confondus) : P. aeruginosa (ligne rouge) 57,3% ; S. aureus (ligne verte) 51,7% ; H. influenzae 
(ligne bleue) 16,2% ; S. maltophilia (ligne jaune) 11,6% ; B. cepacia (ligne noire) 2,9% ; S. aureus 
résistant à la méticilline (ligne violette) 14,6%. 
 

Avant les avancées obtenues en matière d’antibiothérapie et de nutrition, la mortalité 

des patients mucoviscidosiques était due aux infections respiratoires à S. aureus et aux 

problèmes de nutrition. Actuellement, l’espérance de vie a augmenté et la mortalité est 

principalement due aux infections respiratoires à P. aeruginosa. Une antibiothérapie agressive 

est utilisée dans le traitement des infections chez les patients mucoviscidosiques, ce qui a 

permis le contrôle des infections respiratoires à S. aureus et H. influenzae. En revanche, cette 

antibiothérapie agressive a abouti à l’adaptation à l’environnement bronchique et à 

l’apparition de la résistance aux antibiotiques de souches de P. aeruginosa initialement 

sensibles, qui peuvent ainsi devenir des variants mucoïdes. Des souches de S. aureus 

résistantes à la méticilline ont été également isolées des poumons de patients atteints de la 

Figure 26. Prévalence bactérienne en fonction de l’âge (d’après Goss et Burns, 2007). 
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mucoviscidose à hauteur de 14,6 % selon la Fondation Américaine de la mucoviscidose (US 

CF Foundation) (Goss et Burns, 2007). Des études récentes suggèrent que S. aureus aurait un 

rôle dans l’infection respiratoire à P. aeruginosa des patients CF, puisque S. aureus présente 

une source de fer pour la croissance de P. aeruginosa lors de co-cultures in vivo (Mashburn et 

al., 2005).  

L’infection chronique à P. aeruginosa observée dans la mucoviscidose est liée à la croissance 

de cette bactérie au niveau du mucus. Dans la mucoviscidose, on retrouve un mucus très épais 

qui génère un gradient d’oxygène qui va favoriser la formation d’alginate par P. aeruginosa. 

P. aeruginosa va alors croître dans un environnement restreint en oxygène et former des 

macrocolonies qui vont permettre une infection chronique (Figure 27) (Worlitzsch et al., 

2002). 

 

 

Epithélium respiratoire normal b) Perte excessive du liquide de surface c) Hypersécrétion persistante 
de mucus d) Pénétration de la bactérie dans une atmosphère hypoxique e) Adaptation de P. 
aeruginosa aux niches en hypoxie via la formation d’alginate et l’augmentation de la densité des 
macrocolonies f) Résistance des macrocolonies aux défenses secondaires telles que l’afflux de 
neutrophiles qui favorise l’infection chronique. 
 

La déficience en CFTR semble jouer également un rôle important dans l’infection 

persistante des voies respiratoires par P. aeruginosa. Les cellules épithéliales 

mucoviscidosiques permettent une adhérence plus importante de P. aeruginosa que les 

Figure 27. La diminution d’O2 dans le mucus favorise l’infection à P. aeruginosa dans 
la mucoviscidose (Worlitzsch et al., 2002). 
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cellules épithéliales normales (DiMango et al., 1998). Pier et al. ont proposé que la protéine 

CFTR est un récepteur de différents pathogènes dont P. aeruginosa (Pier et al., 1996 ; Pier et 

al., 1997). En revanche, Plotkowski et al. ont montré que l’internalisation de P. aeruginosa ne 

dépend pas de CFTR mais plutôt de la polarité cellulaire et de l’intégrité des complexes 

jonctionnels (Plotkowski et al., 1999). De plus, l’appareil respiratoire mucoviscidosique est 

un milieu propice à la prolifération bactérienne à cause de l’inhibition par les fortes 

concentrations de sels des molécules antimicrobiennes. S. aureus, le premier pathogène isolé 

dans le tractus respiratoire des enfants atteints de la mucoviscidose, adhère en priorité aux 

composants du mucus de l’épithélium respiratoire, cette adhérence est identique sur les 

épithéliums CF et non-CF (Ulrich et al., 1998). Cependant, l’adhérence de souches de S. 

aureus isolées de patients CF est plus élevée que celle de souches isolées de patients non-CF 

sur des cellules épithéliales bronchiques (Schwab et al., 1993). Jarry et Cheung ont 

récemment montré qu’après 1h d’invasion, S. aureus est internalisé dans les vésicules, ayant 

les caractéristiques des endosomes, des cellules épithéliales respiratoires normales et 

mucoviscidosiques. Cependant, 4h post-invasion, S. aureus se retrouve libre dans le cytosol 

des cellules épithéliales mucoviscidosiques alors que dans les cellules épithéliales normales, 

S. aureus reste dans l’endosome, ce qui inhibe sa réplication et entraîne sa destruction 

progressive par le contenu de l’endosome. Ces travaux suggèrent que la mutation ∆F508 de 

CFTR est associée à un défaut dans la capacité des cellules épithéliales à contrôler la sortie de 

l’endosome et leur échec dans la dégradation de S. aureus internalisé, permettant ainsi une 

réplication bactérienne intracellulaire et des lésions tissulaires conséquentes (Jarry et Cheung, 

2006). 

 

IV.3. Inflammation pulmonaire dans la mucoviscidose 

L’atteinte bronchopulmonaire, caractérisée par une infection et une inflammation est la 

principale cause de morbidité et de mortalité chez les patients atteints de la mucoviscidose 

(Heijerman, 2005). Cependant, il est encore mal défini si l’infection est la cause ou la 

conséquence de l’inflammation (Dakin et al., 2002). Bien que les avis sur ce sujet soient très 

controversés (Becker et al., 2004 ; Armstrong et al., 2005), il semblerait que l’inflammation 

précède l’infection (Tirouvanziam et al., 2000 ; Hubeau et al., 2001b ; Carrabino et al., 2006). 

Une étude récente chez la souris a montré que la surexpression des canaux ENaC entraîne une 

réabsorption du liquide de surface aboutissant à un phénotype CF-like. Cette surexpression est 

accompagnée d’un recrutement de neutrophiles et d’une augmentation des secrétions des 



Introduction : La mucoviscidose 

 79 

protéines inflammatoires (MIP-2 et analogue murin de l’IL-8) en dehors de toute infection 

(Mall et al., 2004). Ces résultats supportent l’hypothèse que l’inflammation peut être due à un 

défaut du transport ionique avant toute infection. 

 

IV.3.1. Les chimiokines 

L’IL-8, la chimiokine la plus étudiée dans la mucoviscidose, est utilisée comme un 

marqueur d’inflammation. L’augmentation de l’IL-8 dans le lavage bronchoalvéolaire de 

patients CF a été observée pour la première fois en 1992 (McElvaney et al., 1992). Ensuite 

une série d’études a montré un taux élevé de cette chimiokine dans la CF (Machen, 2006). Par 

exemple, Kammouni et al ont montré qu’à l’état basal, les cellules séreuses glandulaires de 

trachée humaine mucoviscidosique secrètent les cytokines IL-6 et IL-8 en quantité 

significativement plus importantes que les cellules non-CF (Kammouni et al., 1997). Il a été 

également montré que les LBA de patients CF contiennent des quantités plus élevées d’IL-8, 

MCP-1 et MIG que les LBA de sujets contrôles (Hartl et al., 2006). Quelques études 

contradictoires ne montrent pas de différence significative du taux de l’IL-8 entre cellules 

épithéliales CF et non-CF (Becker et al., 2004 ; Reiniger et al., 2005 ; Wiszniewski et al., 

2006), voire même un taux d’IL-8 sécrétée par les cellules CF inférieur à celui des cellules 

non-CF (Massengale et al., 1999). Il a été également décrit que les LBA de patients CF et 

non-CF présentaient des quantités équivalentes de GROα (Wyatt et al., 2000). Les LBA de 

patients CF infectés par P. aeruginosa contiennent des quantités plus élevées d’IL-8, MCP-1 

et MIG que les LBA de patients CF non infectés par P. aeruginosa ou de sujets non-CF (Hartl 

et al., 2006). Reiniger et al., ont montré que l’infection des cellules épithéliales bronchiques 

CF par P. aeruginosa n’avait pas d’effet sur la sécrétion d’IL-8 et de GROα. Par contre cette 

infection augmentait la production d’IL-8 et de GROα par les cellules épithéliales bronchiques 

non-CF (Reiniger et al., 2005). Les données de la littérature concernant la sécrétion des 

chimiokines par les cellules épithéliales bronchiques CF en absence ou en présence 

d’infection restent cependant très controversées. De plus, à ce jour, l’infection par P. 

aeruginosa dans la mucoviscidose a été largement étudiée contrairement aux infections par S. 

aureus qui restent très peu explorées. 
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IV.3.2. Les lymphocytes T dans la mucoviscidose 

Les lymphocytes T représentent les cellules immunitaires les plus nombreuses (48% 

des cellules quantifiées) dans la muqueuse et la sous-muqueuse des voies aériennes CF et non-

CF (Hubeau et al., 2001a). Dans la muqueuse bronchique de patients CF, le nombre de 

lymphocytes T est plus élevé par rapport aux sujets sains (Azzawi et al., 1992). Plusieurs 

études ont montré qu’au niveau des voies aériennes supérieures, le nombre de lymphocytes T 

et de mastocytes est augmenté, tandis que le nombre de granulocytes est réduit (Lesprit et al., 

2000 ; Henderson et Chi, 1992). Un nombre accru de lymphocytes T est également observé au 

niveau distal où l’épithélium est sévèrement lésé (Hubeau et al., 2001a). Si l’on observe plus 

de LT dans l’ensemble de la muqueuse bronchique, c’est au niveau alvéolaire que leur nombre 

est directement corrélé à une diminution de la fonction respiratoire (Kraft et al., 1999). Le 

recrutement de nombreux lymphocytes T dans les voies aériennes de patients CF reste encore 

inexpliqué. 

Dans la mucoviscidose, les lymphocytes circulants de jeunes patients CF produisent 

des quantités anormalement élevées d’IL-2 (cytokine Th1), et des quantités similaires d’IL-10 

(cytokine Th2) en comparaison avec leurs productions par les LT de donneurs sains (Hubeau 

et al., 2004). Les LT de patients chroniquement infectés par P. aeruginosa produisent plus 

d’IL-4 et moins d’IFN-γ que les LT de patients non-infectés, suggérant une prédominance de 

réponse Th2 chez ces patients (Brazova et al., 2005 ; Moser et al., 2005). Néanmoins, la 

prédominance Th2 corrèle négativement avec une bonne fonction respiratoire. D’autres études 

ont également mis en évidence cette prédominance Th2 dans les LBA de patients ayant une 

infection chronique à P. aeruginosa. En effet, le nombre de LT Th2 CCR4+ est augmenté dans 

les LBA de patients CF infectés par P. aeruginosa comparativement aux LBA de patients CF 

non-infectés et de contrôles sains. Cette augmentation est associée à des taux élevés de 

cytokines Th2 comme l’IL-4, l’IL-13, TARC et MDC dans le LBA (Hartl et al., 2006). 

Cependant, le nombre de LT Th1 CXCR3+ dans les LBA des différents groupes de patients 

était identique. Une prévalence des maladies de type Th2, telles que l’aspergillose broncho-

pulmonaire allergique est observée dans la mucoviscidose. Les LT prolifèrent en réponse aux 

antigènes des organismes qui colonisent les poumons des patients CF tels que P. aeruginosa 

et A. fumigatus (Casaulta et al., 2003 ; Lahat et al., 1989). Bien que les évidences supportent 

la notion que la mucoviscidose est une maladie de prédominance Th2, la neutrophilie 

pulmonaire reste inexpliquée. Il a été récemment montré que l’IL-17, sécrétée par les Th17, 

régule le recrutement des neutrophiles via l’induction des chimiokines et la régulation de 
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l’expression de G-CSF. Des taux élevés d’IL-17 et d’IL-23 sont retrouvés dans les crachats de 

patients CF présentant une exacerbation pulmonaire (Dubin et al., 2007). Dans un modèle 

murin d’infection respiratoire à P. aeruginosa, il a aussi été montré que le recrutement des 

neutrophiles est dépendant de l’IL-23/IL-17. Ceci suggère que la mucoviscidose pourrait être 

une maladie de prédominance Th17. 
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La mucoviscidose (CF) est une maladie génétique autosomale récessive, due à une 

mutation du gène codant la protéine CFTR. La principale cause de morbidité et de mortalité 

des patients atteints de la mucoviscidose est l’inflammation respiratoire chronique due aux 

infections. S. aureus, une bactérie commensale de l’épithélium nasal, est un des premiers 

pathogènes qui colonisent l’appareil respiratoire des patients mucoviscidosiques. S. aureus 

précède généralement la colonisation de l’épithélium respiratoire par P. aeruginosa. 

La défense innée de l’épithélium respiratoire vis à vis des infections bactériennes 

impliquent à la fois l’intégrité et la polarité cellulaire, les facteurs de défense sécrétés par les 

cellules épithéliales et les cellules immunes. S. aureus est retrouvé de façon précoce et 

chronique chez les personnes atteintes de mucoviscidose (CF). Chez ces personnes CF de 

nombreuses cellules immunes s’accumulent dans des régions pulmonaires où l’épithélium est 

sévèrement lésé, en particulier les lymphocytes T (LT) au niveau des bronches distales. 

Cependant, le rôle spécifique joué par S. aureus dans la réponse inflammatoire des cellules 

épithéliales, dans l’accumulation des LT et dans la progression de la mucoviscidose reste 

encore très peu étudié.  

 

Le but de ce travail était de comprendre et d’étudier le rôle de S. aureus, lors d’une 

infection précoce, dans la sécrétion de chimiokines par les cellules épithéliales respiratoires 

normales et mucoviscidosiques et le chimiotactisme des LT primaires issus de patients CF ou 

de donneurs sains. 

 

Les lignées cellulaires utilisées dans ce travail sont la lignée MM-39 (non-CF) et la 

lignée KM-4 (CF). Ces cellules ont été développées dans le laboratoire du Pr. Figarella C à 

Marseille (Kammouni et al., 1999 ; Merten et al., 1996) à partir de cultures primaires 

provenant de bronches de donneurs et receveurs au cours de transplantations bi-pulmonaires. 

La lignée MM-39 exprime fortement le CFTR alors que la lignée KM-4 est homozygote pour 

la mutation ∆F508. Ces cellules ont été transformées avec une souche sauvage du virus SV40 

et ont conservé une sécrétion constitutive et régulée de protéines sécrétées spécifiques des 

glandes séreuses (lysozyme, lactoferrine, défensine et SLPI), caractéristiques des cellules 

épithéliales sécrétoires primaires. Les LT utilisés dans la première étude proviennent de 

poches de sang de donneurs sains enrichies en lymphocytes après élutriation. Dans la 

deuxième étude, les LT provenaient de patients CF et de donneurs sains après prélèvement de 

sang total. Après séparation des cellules mononucléaires sur gradient de densité, les LT ont 

été purifiés par tri magnétique.  



Partie expérimentale : Objectifs 

 84 

Nous avons, dans un premier temps, analysé l’interaction de S. aureus avec les cellules 

épithéliales glandulaires bronchiques normales dans un modèle en double chambre. Nous 

avons étudié plus particulièrement l’effet de S. aureus sur la production apicale et basolatérale 

de chimiokines par les cellules épithéliales glandulaires bronchiques et le chimiotactisme des 

LT primaires de donneurs sains vis-à-vis des surnageants apicaux et basolatéraux de culture 

de ces cellules. Nous avons ensuite analysé le rôle de l’IL-8 dans le chimiotactisme des LT, et 

enfin l’expression des récepteurs des chimiokines sur les LT après contact avec les 

surnageants de culture des cellules épithéliales glandulaires bronchiques. 

 

Dans un deuxième temps, nous avons analysé l’interaction de S. aureus avec les 

cellules épithéliales glandulaires bronchiques CF, dans notre modèle en double chambre. 

Nous avons étudié plus particulièrement l’effet de S. aureus sur la production apicale et 

basolatérale de chimiokines par les cellules épithéliales glandulaires bronchiques non-CF et 

CF et le chimiotactisme des LT primaires de patients CF et de donneurs sains vis-à-vis des 

surnageants apicaux et basolatéraux de culture de ces cellules. Nous avons ensuite analysé le 

rôle de l’IL-8 dans le chimiotactisme des LT, et enfin l’expression différentielle des 

récepteurs des chimiokines sur les LT non-CF et CF. 
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 ARTICLE 1  

Chimiotactisme des lymphocytes T et sécrétion de chimiokines après interaction 
de Staphylococcus aureus avec des cellules épithéliales respiratoires polarisées. 

 
 L’épithélium respiratoire joue un rôle fondamental dans la défense de la muqueuse 

respiratoire contre les agents pathogènes. En effet, les cellules épithéliales sont activement 

impliquées dans la défense immunitaire et l’inflammation respiratoire, via la sécrétion de 

médiateurs inflammatoires tels que les cytokines et les chimiokines permettant le recrutement 

de cellules immunitaires (Diamond et al., 2000). Chez l’homme, différentes études ont montré 

une augmentation de la sécrétion d’IL-8, RANTES, éotaxine et IP-10 suite aux infections 

(Larsson et al., 1999 ; Rose et al., 2002 ; Message et Johnston, 2004 ; Kawaguchi et al., 

2000 ; Tekkanat et al., 2002 ; Spurrell et al., 2005). Or, ces quatre chimiokines possèdent un 

pouvoir chimioattractant sur les LT (Baggiolini, 2001) régulé par la présence et l’expression 

des récepteurs de ces chimiokines sur les LT (Luster, 1998).  

S. aureus est un pathogène majeur impliqué dans les infections respiratoires 

nosocomiales et dans celles associées à certaines pathologies comme la mucoviscidose. Il a 

été montré que S. aureus, au contact de l’épithélium respiratoire, induit l’apoptose des cellules 

épithéliales, la sécrétion d’agents antimicrobiens et de médiateurs pro-inflammatoires tels que 

l’IL-8 et l’IL-6, la stimulation des LT via les superantigènes et l’accumulation des PNN au 

niveau du site infectieux (Llewelyn et Cohen, 2002). Néanmoins, les conséquences de 

l’interaction de S. aureus lors de l’infection de cellules épithéliales bronchiques polarisées sur 

la sécrétion de chimiokines par ces mêmes cellules et le recrutement des LT sur le site 

infectieux restent très mal définies. 

 

 Dans cette étude, nous avons développé un modèle de culture en double chambre pour 

analyser : 

� La sécrétion des chimiokines (IL-8, RANTES, éotaxine et IP-10) dans les surnageants 

de culture apicaux et basolatéraux des cellules épithéliales stimulées ou non par S. 

aureus 

� Le chimiotactisme des LT primaires de donneurs sains (CD3+, CD4+ et CD8+) vis-à-

vis de ces mêmes surnageants 

� L’expression des récepteurs des chimiokines (CXCR1, CXCR3 et CCR3) sur les LT 

primaires après contact avec les différents surnageants. 

 



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’Immuno-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-�–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 CCR5 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�C in trypticase soy broth (TSB-bioMérieux S.A., Marcy l’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��600nm � 0.1 and cultured at 37�C
up to an OD��600nm � 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% CO2 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 IU/ml), streptomycin
(100 �g/ml), and amphotericin B (2 �g/ml). Polarized monolayers of
MM-39 were prepared by seeding 5 � 105 cells/cm2 on a Transwell
(3 �m, 1.1-cm2, polyester; Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
NJ) (Figure 1A). The cells were maintained at 37�C under 5% CO2

atmosphere, in a liquid:liquid system with 500 �l supplemented DMEM
F-12 in the apical compartment and 700 �l 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 	/cm2 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 � 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 �l) and the basolateral
(700 �l) supernatants were collected. To obtain cell-free supernatants
and to normalize the volume of the apical versus basolateral superna-

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 �m. Original magnification: �400, ***P 


0.001 compared with basolateral supernatants.

tant, 200 �l 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-�m 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, CD8, 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 �g/ml),
and 10% filtered heat-inactivated FCS (Invitrogen) and resuspended
at a concentration of 1 � 106 cells/ml.

Chemotaxis Assay

Experiments were performed on the 1.1-cm2, 3-�m pore size polyester
filters (Becton Dickinson Labware). Purified T lymphocytes (6.104 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% CO2,
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 (1.106 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, CXCR1-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, 0.5–1.106 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 �g/ml Anti–IL-8 1 �g/ml Anti–IL-8 0 �g/ml Anti–IL-8 1 �g/ml

0 1 � 0.0 1 � 0.0 1 � 0.0 1 � 0.0
5 5.9 � 4.3 3.2 � 2.3* 1.3 � 0.7 0.7 � 0.3*

50 5.5 � 2.3 0.9 � 0.2* 2.0 � 0.3 0.8 � 0.2*
500 5.8 � 2.3 1.9 � 0.7* 2.6 � 0.6 0.8 � 0.1*

5,000 5.1 � 2.1 1.1 � 0.6* 2.8 � 0.3 0.9 � 0.3*
50,000 9.7 � 4.7 4.7 � 3 2.7 � 0.8 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 �g/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-

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 (DCI � 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)

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 (CI � 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 (DCI � DTS/
DTM) was then calculated (n � 6, independent experiments, data are the mean �

SEM). Migration toward culture medium reflects passive migration.

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 �g/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
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Figure 6. Chemokine receptor expression on T cell subsets. Apical (A )
and basolateral (B ) supernatants of S. aureus–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. aureus–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, IL-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 IL-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
CXCR1 (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



Escotte, Al Alam, Le Naour, et al.: T Cell Chemotaxis by S. aureus Activated Airway Epithelium 353

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
CD8� 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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Les principaux résultats de cette étude sont les suivants : 

 

1) La sécrétion apicale et basolatérale d’IL-8, d’éotaxine et de RANTES par les cellules 

épithéliales bronchiques est significativement plus importante après stimulation des 

cellules par S. aureus par rapport aux cellules contrôles. 

2) S. aureus induit une augmentation du chimiotactisme des LT CD3+, CD4+ et CD8+ 

vis-à-vis des surnageants de culture apicaux et basolatéraux des cellules épithéliales 

bronchiques 

3) L’inhibition de l’IL-8 dans les surnageants apicaux et basolatéraux des cellules 

épithéliales bronchiques induit une inhibition du chimiotactisme des : 

• LT CD8+ de 50 et 55 % respectivement 

• LT CD4+ de 40 et 90 % respectivement 

4) Après contact des LT avec les surnageants apicaux des cellules épithéliales 

bronchiques stimulées par S. aureus  

• L’expression de CXCR1 augmente sur les LT CD4+ et CD8+ 

• L’expression de CXCR3 augmente sur les LT CD4+ 

• L’expression de CCR3 augmente sur les LT CD8+ 

5) Après contact des LT avec les surnageants basolatéraux des cellules épithéliales 

bronchiques stimulées par S. aureus  

• L’expression de CXCR1 augmente sur les LT CD4+. 

 

Ces résultats suggèrent que, lors d’une infection précoce de l’épithélium respiratoire par S. 

aureus, la production importante d’IL-8, à la fois au niveau apical et basolatéral, induit le 

chimiotactisme des LT CD4+ et CD8+ circulants. Le CXCR1, récepteur de l’IL-8, déjà présent 

sur les LT et surexprimé lors du contact des LT avec les surnageants basolatéraux de cellules 

en contact avec S. aureus, semble etre impliqué dans le chimiotactisme accru des LT. En 

conclusion, nos résultats montrent dans un modèle non-CF que le recrutement des LT est 

important et accentué lors d’une infection respiratoire à S. aureus grâce à l’augmentation de la 

production de l’IL-8 par les cellules épithéliales bronchiques. 
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Impaired chemokine secretion and T cell chemotaxis following 
Staphylococcus aureus interaction with cystic fibrosis epithelium 

Al Alam D., Deslee G., Tournois C., Lamkhioued B., Lebargy F., 
Belaaouaj A., Merten M., Guenounou M. and Gangloff S.C. 

(En cours de soumission). 
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 ARTICLE 2  

Dérégulation de la sécrétion de chimiokines et du chimiotactisme des lymphocytes 
T après interaction de Staphylococcus aureus avec les cellules épithéliales 

bronchiques mucoviscidosiques polarisées. 
 
 

S. aureus est l’une des premières bactéries identifiées dans les voies aériennes à un 

stade très précoce chez des personnes atteintes de mucoviscidose (CF) (Goerke et al, 2000). 

Dès l’âge de 2 à 6 mois, 35 % des nourrissons CF présentent une infection respiratoire à S. 

aureus associée à une inflammation caractérisée par un afflux de PNN et une augmentation de 

chimiokines pro-inflammatoires tels que l’IL-8 dans le lavage broncho-alvéolaire. Cependant, 

la clairance de S. aureus par les cellules épithéliales respiratoires CF semble plus faible que sa 

clairance par les cellules épithéliales respiratoires non-CF. De plus, un nombre élevé de LT 

est retrouvé dans les poumons de patients CF surtout au niveau distal (Hubeau et al., 2001a). 

Nous avons précédemment montré un rôle important de S. aureus dans la sécrétion de 

chimiokines et le chimiotactisme des LT par des cellules épithéliales bronchiques normales. 

Cependant, dans la mucoviscidose, le rôle de S. aureus dans la progression de la maladie reste 

mal défini. 

En utilisant d’une part le modèle de culture en double chambre que nous avons 

développé, et les lignées de cellules épithéliales bronchiques humaines non-CF MM-39 et CF 

KM-4, et d’autre part des LT circulants isolés à partir du sang de patients atteints de 

mucoviscidose et de patients contrôle nous avons étudié : 

� L’effet de S. aureus sur la sécrétion de chimiokines par les cellules épithéliales 

bronchiques humaines non-CF MM-39 et CF KM-4 

� Le chimiotactisme des LT primaires de patients CF et de donneurs sains vis-à-vis des 

surnageants de culture des cellules épithéliales bronchiques non-CF et CF stimulées ou 

non par S. aureus 

� L’expression des récepteurs des chimiokines sur les LT non-CF et CF. 
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ABSTRACT 

Staphylococcus aureus is one of the major pathogens infiltrating the lungs of cystic fibrosis 

(CF) patients. Upon S. aureus infection, airway epithelial cells produce high levels of 

chemokines that enhance T cell chemotaxis. Although increased numbers of lymphocytes are 

present in the airways and bronchoalveolar lavage fluid of CF patients, the mechanisms 

responsible for their accumulation and the role of S. aureus are still largely unknown. This 

study aims to investigate S. aureus impact on chemokine secretion by CF epithelial cells and 

subsequent chemotaxis of CF T cells. Non-CF and CF airway epithelial cells were grown in a 

double chamber model then apically stimulated with S. aureus. Supernatants were quantified 

for chemokine secretions and assayed for T cell chemotaxis using a Boyden chamber. We 

showed that CF epithelial cells secreted larger amounts of IL-8, GROα, MIG, MIP-3β and 

MCP-1 than non-CF epithelial cells. S. aureus interaction with epithelial cells increased 

chemokine production by non-CF cells, whereas it had no effect on CF cells. Interestingly, CF 

T cell chemotaxis was always greater than non-CF T cell chemotaxis and CF T cells 

expressed more CXCR1 as compared to non-CF T cells. These observations suggest that IL-8 

and its receptor CXCR1 contribute to the recruitment of T cells in CF patients, and could be 

used as therapeutic targets in CF. 

 

Key words: Cystic fibrosis, airway epithelial cells, Staphylococcus aureus, T lymphocytes, 

chemokines. 
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ABBREVIATIONS 

APC, allophycocyanin 

CD, cluster of differentiation 

CF, cystic fibrosis 

CFTR, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator  

CI, chemotaxis index 

GROα, growth-related oncogene alpha 

HAEC, human airway epithelial cells 

mAb, monoclonal antibody 

MCP-1, monocyte chemotactic protein-1 

MIG, monokine induced by gamma-interferon 

MIP-3β, macrophage inflammatory protein-3β 

TER, trans-epithelial Resistance 
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INTRODUCTION 

Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive disorder in the Caucasian 

population. Although many organs are affected in CF, lung disease is responsible for more 

than 90% of the mortality among CF patients. It is caused by mutations in the transmembrane 

conductance regulator (CFTR) gene resulting in defective regulation of chloride transport by 

epithelial cells, leading to airway surface liquid dehydration, impaired mucociliary clearance 

and chronic inflammation (1). The hallmarks of the lung pathology in CF are bacterial 

colonization and infection of the airways inducing lung inflammation. Staphylococcus aureus 

(S. aureus), is one of the first pathogens isolated from lungs of CF patients (2). Early 

colonization of S. aureus is suspected to damage the CF airway epithelium and to lead to an 

excessive inflammatory response as earlier reported for P. aeruginosa in CF airway graft (3). 

Upon interaction with the epithelium, S. aureus is known to induce T cell activation via 

superantigens (4). Moreover, the capacity of CF epithelial cells to kill S. aureus is defective 

compared to non-CF epithelial cells (5). Many studies support the concept of excessive 

inflammatory responses in the CF lung, even in the absence of infections (6, 7). This 

hypothesis of primary inflammation came first from clinical observations of inflammation 

preceding detectable infection in CF fetuses (8). IL-8 is the most studied chemokine in CF 

inflammation so far and little is known about other chemokines. Under basal conditions and in 

the absence of infections, the levels of IL-8 and neutrophils were increased in broncho-

alveolar lavage (BAL) fluid of CF patients as compared to control subjects (9-12). Yet, it 

remains unclear whether this increased response is related to an infectious stimulus, to a 

defect of the airway epithelium or both. Based on the deleterious effect of neutrophils and 

their elevated number in the airway lumen, many groups consider CF as a neutrophil mediated 

disease. However, other studies based on elevated T lymphocytes number at the distal level of 

the bronchial tree in CF patients, have reported that CF is also a lymphocytic disease (13, 14). 
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Both, S. aureus infection and T cell infiltration in the lungs of CF patients occur early in the 

pathogenesis of CF. However, it remains unclear whether there is a link between S. aureus 

infection and T cell accumulation in the lungs. Using polarized non-CF human airway 

epithelial cells (HAEC), we have previously reported that S. aureus induced an increase of 

apical and basolateral release of IL-8 and enhanced T cell chemotaxis (15). In this report we 

extended our previous studies by studying chemokine secretion by CF and non-CF HAEC, 

under basal conditions and after S. aureus-infection 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 ten age-matched healthy subjects (27.2 ± 5.5 

years old) were recruited at the service of pneumologie, CHU de Reims, France. Each CF 

patient and healthy volunteer provided written informed consent before blood donation, and 

the study was approved by the local Ethics Committee. Nine patients had the ∆F508 mutation 

and were homozygotous; the others were heterozygotous (table 1).  

Number/sex 

of patients 

Age 

(Years) Genotype 

P. 

aeruginosa 

S. 

aureus 

A. 

fumigatus 

B. 

cepacia 

H. 

influenzae 

8M/1F 22-37 ∆F508/∆F508 6 5 4 2 0 

1M 26 ∆F508/L165S 1 0 0 0 0 

1M 35 ∆F508/R117C 0 0 0 0 1 

2M 22-29 ∆F508/G542K 2 0 1 0 0 

1F 24 ∆F508/2184INSA 1 1 0 0 0 

Table 1: Clinical Characteristics of CF patients. 

Most of the patients were infected with P. aeruginosa, associated or not with other 

microorganisms such as S. aureus, Aspergillus fumigatus, Haemophilus influenzae or 

Burkholderia cepacia (table 1). Patients taking systemic corticosteroids, with diabetes or 

allergic bronchopulmonary aspergillosis were excluded from this study. The healthy subjects 

included in this study had no airway inflammation, infection or allergic disease and none of 

them had recently received any medication. Blood samples of 40 mL were colleted by 

venipuncture into ACD-A endotoxin-free tubes (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France). 

Bacterial culture 

S. aureus, a wild type laboratory strain (NCTC 8325 cured of prophages) was a generous gift 

from T.J. Foster (Department of Microbiology, Trinity College, Dublin, Ireland). Bacterial 

strains were maintained at –80°C, and streaked onto trypticase soy broth agar plates to obtain 

single colonies prior to use (TSB-bioMérieux, Lyon, France). S. aureus, grown overnight in 
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TSB medium at 37°C under agitation, were washed with sterile PBS and resuspended in the 

cells growth milieu DMEM/F12 at a starting ODλ=600nm of 0.1. The bacteria were cultured at 

37°C under agitation up to an exponential growth phase (ODλ=600nm = 0.6-0.7) and used for the 

interaction experiments as described below. 

HAEC culture 

The tracheal gland serous cell lines MM-39 and KM4 used in this study originated from a 

normal and a CF (∆F508 /∆F508) patient respectively and were cultured as previously 

described (16, 17). Briefly, cells were grown at 37°C under 5% CO2 atmosphere on type I 

collagen-coated flasks in DMEM/F12 mixture (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) 

supplemented with 1% Ultroser G serum substitute (Biosepra, Cergy Pontoise, France), 

glucose (10 g/L), sodium pyruvate (0.33 g/L) and antibiotics. Polarized cell monolayers were 

prepared by seeding 5 x 105 cells/cm2 in 500 µL DMEM/F12 on the top of a microporous 

polyester support, and 700 µL of DMEM/F12 were disposed in the lower compartments 

(Becton Dickinson Labware, Le Pont de Claix, France). Confluent HAEC showed a glandular 

serous type with a polar secretion of the Secretory LeukoProtease Inhibitor, a serous cell-

specific secretory marker (data not shown). 

Cell – S. aureus interaction  

At confluence, monolayers were washed twice with PBS and 700 µL fresh DMEM/F12 were 

added in the lower compartment. Monolayers were then apically stimulated with 500 µL of 

different concentrations of S. aureus 3.3 x 107 CFU/mL or 108 CFU/mL for 6h for TER 

measurements. For chemokine quantification and chemotaxis assays, cells were apically 

stimulated with S. aureus 3.3 x 107 CFU/mL for 3h. The apical volumes were adjusted to 700 

µL and both apical and basolateral supernatants were harvested, centrifuged to eliminate cell 

and bacteria and stored for ELISA and chemotaxis assays. To verify the absence of S. aureus 

in the basolateral compartment, 100 µL of this supernatant were streaked onto nutrient agar 
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plates after the 3h-interaction period. The plates were incubated at 37ºC for 18h and bacteria 

were counted. 

Trans-Epithelial Resistance (TER) measurements 

The TER was measured using the Millicell-ERS Resistance system (Millipore, Saint Quentin 

en Yvelines, France). After calibrating the instrument against culture medium, one electrode 

was placed inside the insert and the other outside. Empty inserts served as blanks. The TER 

(ohms×cm2) was calculated from the following equation: (TERsample-TERblank)×surface area. 

The TER was measured in the presence of S. aureus (3.3 x 107 CFU/mL and 108 CFU/mL) at 

different time points up to 6h.  

Enzyme-Linked Immunosorbent assay 

The chemokine levels of HAEC supernatants were quantified using sandwich ELISA and 

specific monoclonal antibodies (mAb) directed against GROα, IL-8, MIG, MCP-1 and MIP-

3β following the manufacturer’s instructions (Duoset and Quantikine, R&D Systems, Lille, 

France). The detection limit was 5 pg/mL for GROα, IL-8, MIG and MCP-1 and 1 pg/mL for 

MIP-3β. 

Human lymphocytes isolation and purification 

Each blood sample was diluted at 1:2 in RPMI-1640 culture medium and passaged over 

Ficoll-Hypaque to remove erythrocytes, granulocytes and cellular debris. CD3+ T 

lymphocytes were obtained by immunomagnetic negative selection using the pan T cell 

Biotin-antibody cocktail (Microbeads MACS, Miltenyi Biotech, Paris, France).  

Chemokine receptors expression analysis by flow cytometry  

Purified CD3+ (5 x 105/mL) were incubated with FITC-, PE- or APC-conjugated mAbs or 

control isotype Abs at 4˚C for 20 min. After extensive washing, cells were resuspended in 

PBS. Cell-associated immunofluorescence was analyzed by FACS Aria using CellQuest 

software (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France). At least 10000 gated events were 
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evaluated for each condition. Rat anti-human CCR3 mAb PE-conjugated and several mouse 

anti-human mAbs PE-conjugated (CD3, CXCR3, CCR5 and CCR7), APC-conjugated 

(CXCR1 and CXCR2) and FITC-conjugated (CCR4) were used for flow cytometry. 

Appropriate mAb isotypic controls were included in each analysis, with acquisition and 

analysis gates set accordingly. All antibodies were purchased from Becton Dickinson (Le 

Pont de Claix, France). 

T cell chemotaxis assay 

Cell chemotaxis assays were performed using a 48-well microchemotaxis chamber 

(Neuroprobe, Gaithersburg, MD, USA) and conducted as previously described (18, 19). 

Migration of purified CD3+ cells in response to human recombinant (rh) IL-8 and to HAEC 

supernatants was performed on a polycarbonate filter (5-µm pore-size) coated with human 

fibronectin at 20 µg/mL. CD3+ cells (5 x 106 cells/mL) were loaded into the chambers and 

incubated at 37ºC and 5 % CO2 for 1h, then the filters were fixed and stained with a RAL kit 

(Odil, Talant, France). Cells were counted by light microscopy in five high powered fields 

(magnification X40). The results from different chemotaxis assays were expressed as 

chemotaxis index CI = (test count)/(control count). Test count represents the mean number of 

cells which migrated towards HAEC supernatants or rh IL-8, and control count is the mean 

number of cells which migrated in response to RPMI.  

For neutralization experiments, rh IL-8 or HAEC supernatants were preincubated with a 

mouse anti-human IL-8 mAb 1 µg/mL at 37˚C for 30 min. Normal mouse serum was used as 

negative control.  

Statistical Analyses 

Statistical analyses were performed using Statview software version 4.57.0.0. All Data are 

expressed as medians. Statistical comparisons of S. aureus-stimulated HAEC and non-

stimulated cells (within-cell line comparisons) were performed using non-parametric two-
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tailed Wilcoxon signed rank tests. Between-group comparisons of the change from non-CF to 

CF cell lines secretion analysis, non-CF and CF T cell chemotaxis and chemokine receptor 

expression on non-CF and CF T cells were performed using the non-parametric Mann-

Whitney test. p levels ≤0.05 were considered significant. 
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RESULTS 

TER variations in non-CF and CF HAEC monolayers in the presence of S. aureus  

TER is an indicator of epithelial monolayer tight junction formation. In order to preserve 

HAEC monolayer’s integrity and to avoid cellular permeability, the effect of live S. aureus on 

HAEC monolayer’s integrity was followed by TER measurements over a 6h course-time 

interaction. Figure 1 shows that unstimulated non-CF cells presented a stable but higher TER 

than unstimulated CF cells (300 Ohm.cm-2 vs 280 Ohm.cm-2). No change in TER or cellular 

permeability was observed during the four first hours, when non-CF and CF cells were 

incubated with S. aureus (3.3 x 107 CFU/mL or 108 CFU/mL). After 4h-interaction, non-CF 

HAEC TER diminished down to 250 Ohm.cm-2 whereas the CF HAEC TER remained 

unchanged (Fig 1). No bacterial growth was observed after plating basolateral supernatants of 

non-CF and CF HAEC implying that under these conditions the non-CF or CF epithelium 

could still be considered as confluent. 

To further analyze the impact of an early S. aureus infection on chemokine secretion in a 

polarized model before any changes in TER, 3.3 x 107 CFU S. aureus/mL and the 3h-

interaction were selected as in our previous study. 

 

 

 

 

 

FIGURE 1: TER measurements in non-CF (A) and CF (B) HAEC monolayers before 

(square) and after apical stimulation with S. aureus 3.3 x 107 CFU/mL (triangle) or 1 x 108 

CFU/mL (circle). Data are expressed as median of at least 5 independent experiments realized 

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

To study the differential secretion of chemokines by non-CF and CF HAEC, the apical and 

basolateral secretion of 38 chemokines were studied using chemokine array (data not shown). 

Among these chemokines, only IL-8, GROα, MCP-1, MIG and MIP-3β presented differential 

profiles, and were further quantified by ELISA. IL-8, GROα, MCP-1, MIG and MIP-3β were 

detected in the apical CF HAEC supernatants (fig 2A) and also in the basolateral CF HAEC 

supernatants except for MIP-3β (fig 2B). IL-8, GROα, MIG and MIP-3β were also detected in 

the apical non-CF HAEC supernatants (fig 2A), but only IL-8 and GROα were detected in the 

basolateral non-CF HAEC supernatants (fig 2B). Also in basal conditions, CF HAEC secreted 

significantly higher amounts of IL-8 and GROα than non-CF HAEC in both apical and 

basolateral supernatants (fig 2A, 2B). MIG and MIP-3β levels were significantly higher in 

apical CF HAEC supernatants than non-CF HAEC supernatants (fig 2A).  

S. aureus enhance chemokine release by HAEC 

When non-CF HAEC were stimulated with S. aureus, the levels of IL-8, GROα, MCP-1 and 

MIG were significantly increased in both apical and basolateral non-CF HAEC supernatants, 

as compared to unstimulated cells (fig 2C, 2D). MIP-3β was increased only in S. aureus-

stimulated non-CF HAEC supernatants (fig 2C, 2D). While S. aureus interaction with CF 

HAEC increases the production of MIG and MIP-3β, it had no effect on IL-8, GROα and 

MCP-1 in both apical and basolateral supernatants (fig 2C, 2D). 
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FIGURE 2: Chemokine secretion by airway epithelial cells after apical S. aureus stimulation. 

HAEC were grown in the double chamber model. Apical (A) and basolateral (B) secretion of 

chemokines in non-CF HAEC supernatants and CF HAEC supernatants at basal conditions. 

Apical (C) and basolateral (D) secretion of chemokines in non-CF HAEC supernatants and 

CF HAEC supernatants after contact with culture medium (-) or with S. aureus 3.3 x 107 

CFU/mL (+). Results are median of at least 5 independent experiments realized in duplicates. 

ND: not detected. * p ≤ 0.05 using a Wilcoxon nonparametric test to compare unstimulated 

and S. aureus-stimulated HAEC supernatants, † p ≤ 0.05 using a Mann and Whitney U test to 

compare non-CF and CF HAEC supernatants. 
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To test whether non-CF and CF primary purified CD3+ T cells have the same ability to 

migrate towards non-CF and CF HAEC supernatants, chemotaxis assays were carried out. As 

shown in fig 3A and 3B, the chemotaxis of CF T cells is significantly higher than the 

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

supernatants. After S. aureus-interaction with non-CF HAEC, there is a significant increase of 
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non-CF and CF T cell chemotaxis towards both apical and basolateral non-CF HAEC 

supernatants. Furthermore, the chemotaxis of CF T cells is significantly higher than the 

chemotaxis of non-CF T cells towards apical and basolateral S. aureus-stimulated non-CF 

HAEC supernatants (48 vs 24.7 and 32.2 vs 20.1 respectively). After S. aureus-interaction 

with CF HAEC, the chemotaxis indices for non-CF and CF T cells towards apical and 

basolateral HAEC supernatants as compared to unstimulated CF HAEC supernatants are 

unchanged (19.4 vs 16.3 and 14.2 vs 18 for non-CF T cells, and 53.5 vs 51.6 and 25.9 vs 29.3 

for CF T cells respectively).  

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 3: T cell migration towards HAEC supernatants. Chemotaxis assays were assessed 

in a boyden chamber. Non-CF (white bars) and CF (black bars) T cell chemotaxis towards 

apical and basolateral unstimulated (-) and S. aureus-stimulated (+) non-CF HAEC 

supernatants (A) or CF HAEC supernatants (B). All data were expressed as medians of  

chemotaxis indices from at least 10 independent experiments realized in triplicates. * p ≤ 0.05 

using a Wilcoxon nonparametric test to compare chemotaxis towards non stimulated and S. 

aureus-stimulated HAEC supernatants, † p ≤ 0.05 using a Mann and Whitney U test to 

compare non-CF and CF T cell chemotaxis. 

 

 

 

Non-CF T cells

CF T cells

S. aureus

A. Non-CF HAEC 
supernatants

B. CF HAEC 
supernatants

0

10

20

30

40

50

60

C
he

m
o

ta
xi

s
In

de
x

*

0

10

20

30

40

50

60

†

*

*

*

Apical Basolateral
- -+ +

Apical Basolateral
- -+ +

†

†

†

† †

†
†

Non-CF T cells

CF T cells

Non-CF T cells

CF T cells

S. aureus

A. Non-CF HAEC 
supernatants

B. CF HAEC 
supernatants

0

10

20

30

40

50

60

C
he

m
o

ta
xi

s
In

de
x

*

0

10

20

30

40

50

60

†

*

*

*

Apical Basolateral
- -+ +

Apical Basolateral
- -+ +

†

†

†

† †

†
†

S. aureus

A. Non-CF HAEC 
supernatants

B. CF HAEC 
supernatants

0

10

20

30

40

50

60

C
he

m
o

ta
xi

s
In

de
x

*

0

10

20

30

40

50

60

†

*

*

*

Apical Basolateral
- -+ +

Apical Basolateral
- -+ +

†

†

†

† †

†
†

0

10

20

30

40

50

60

C
he

m
o

ta
xi

s
In

de
x

*

0

10

20

30

40

50

60

†

*

*

*

Apical Basolateral
- -+ +

Apical Basolateral
- -+ +

†

†

†

† †

†
†



Résultats : Article 2 

 110 

Involvement of IL-8 in lymphocyte chemotaxis 

Since IL-8 is chemotactic for non-CF T cells and since CF HAEC supernatants contain 

significant levels of IL-8, we anticipated that IL-8 might also exhibit chemotactic activity 

towards CF-T cells.[15] As shown in figure 4, the CF T cell chemotaxis towards rhIL-8 is 

significantly higher than the chemotaxis of non-CF T cells. The neutralizing anti-IL-8 

antibodies used as previously at 1 µg/mL, were found to inhibit the chemotaxis of CF and 

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

supernatants (fig 4).  

 

 

 

 

 

 

FIGURE 4: T cell chemotaxis index in response to rh IL-8. The chemotaxis indices of non-

CF (square) and CF (diamond-shaped) T cells were calculated in the absence (empty) or 

presence (filled) of neutralizing IL-8 antibodies (1 µg/mL). Data are medians of at least 10 

independent experiments realized in triplicates. † p ≤ 0.05 using a Mann and Whitney U test 

to compare non CF and CF T cell chemotaxis. 

 

The neutralization of IL-8 in the supernatants with IL-8 mAb caused a considerable inhibition 

of both non-CF and CF T cell chemotaxis. The percentages of chemotaxis inhibitions of non-

CF T cells towards apical S. aureus-stimulated and unstimulated non-CF HAEC supernatants 

were equal to 83 % and 66 % respectively. Towards basolateral S. aureus-stimulated and 

unstimulated non-CF HAEC supernatants, they were equal to 80 % and 66% respectively (fig 

5A). Moreover, CF T cell chemotaxis inhibitions towards apical S. aureus-stimulated and 

unstimulated CF HAEC were equal to 86 % and 85 % respectively, and 67 % and 73 % for 
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basolateral S. aureus-stimulated and unstimulated CF HAEC supernatants respectively (fig 

5B). Mouse IgG, used as control Ab, had no effect on T cell chemotaxis towards rhIL-8 or 

cell supernatants. 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURE 5: IL-8 involvement in T cell chemotaxis. The inhibition percentages of T cell 

chemotaxis were calculated in the presence of neutralizing IL-8 antibodies at a concentration 

of 1 µg/mL. Inhibition percentages in the absence (-) or presence (+) of S. aureus of non-CF T 

cell chemotaxis towards apical and basolateral non-CF HAEC supernatants (A) or CF HAEC 

supernatants (B). Data are medians of at least 10 independent experiments realized in 

triplicates. 

 

Expression of chemokine receptors on non-CF and CF CD3+ T cells 

To further examine the involvement of IL-8 in T cell chemotaxis, the expression of 

chemokine receptors was analyzed using flow cytometry. As shown in fig 6, the percentage of 

CD3+ CXCR1+ cells was higher in CF T cells as compared to non-CF T cells (2.8 % vs 7.9 % 

respectively, p≤0.05). Inversely, the percentages of CD3+CXCR3+ cells and CD3+CCR7+ cells 

were significantly lower on CF T cells as compared to non-CF T cells. The percentages of 

CD3+CXCR2+ cells, CD3+CCR3+ cells and CD3+CCR5+ cells were identical in CF and non-

CF T cells. 
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FIGURE 6: Percentage of chemokine receptor expression on CD3+ cells. Flow cytometric 

analyses of non-CF (white bars) and CF (black bars) purified lymphocytes were done with 

control non-binding anti-isotype Ab and human CXCR1, CXCR2, CXCR3, CCR3, CCR4, 

CCR5 and CCR7 mAb. Data are medians of at least 10 independent experiments. † p ≤ 0.05 

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

CF disease is characterized by chronic respiratory inflammation and bacterial infections of the 

lungs of CF patients leading to excessive host responses associated with inflammatory cell 

infiltrates (11, 12, 14). S. aureus is one of the first pathogens that colonize the respiratory tract 

of these patients. However, few studies have been carried out on the specific role of S. aureus 

in airway inflammatory responses in CF disease. Recently, T cell trafficking into pulmonary 

tissue was described as a critical component of host defence against respiratory pathogens. An 

elevated T cell number in the CF bronchial epithelium has been reported and suggest a 

prominent implication of T cells in CF disease (14). Nevertheless, the mechanisms inducing T 

cell infiltration in CF epithelium remain unknown. The data presented here show for the first 

time that CF T cells present an enhanced chemotaxis toward IL-8 as compared to non-CF T 

cells. They also show, for the first time, that circulating T cells from CF patients express a 

specific cell chemokine receptor pattern with 7.9% of CF CD3+ T cells expressing CXCR1, 

whereas only 2.8% of non-CF CD3+ T cells express this receptor. More importantly, S. aureus 

infection of the CF HAEC does not affect CF T cell chemotaxis.  

The TER measurements after S. aureus-HAEC monolayers infection revealed that non-CF 

HAEC are more sensitive to live S. aureus than CF HAEC. The decrease in the TER seen 

after 3h of S. aureus infection in our polarized human non-CF tracheal cell model with 3.3 x 

107 or 108 S. aureus CFU/mL could be linked to non-CF HAEC damage such as necrosis or 

important bacterial internalization as seen after 3h-interaction with 108 CFU/mL S. aureus 

(20, 21). To avoid these effects and to analyze only the early S. aureus infection impact on 

chemokine secretion by tight polarized HAEC and on T cell chemotaxis, we used our 

previous conditions, 3h-cell interactions with 3.3 x 107 S. aureus CFU/mL (a ratio of 30 

bacteria for 1 cell). 
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Excessive airway inflammation of the lungs of CF patients occurs even in the absence of 

infections (8). To elucidate this point, we screened chemokine production in CF and non-CF 

HAECS using protein array (data not shown). IL-8, the most studied chemokine in CF to date, 

was detected in the supernatants of both cell types. We also found that in absence of S. aureus 

infection, polarized CF HAEC secreted higher levels of chemokines particularly IL-8, GROα, 

MCP-1, MIP-3β and MIG as compared to non-CF HAEC. These results are in agreement with 

data showing increased IL-8 expression in CF HAEC when compared to non-CF HAEC (22-

24). Indeed, our data corroborate the hypothesis of a basal exaggerated inflammatory response 

in CF epithelium, with higher amounts of IL-8 in CF HAECS as compared to non-CF 

HAECS, raising the possibility that abnormalities in CFTR may constitutively alter pathways 

mediating inflammation.  

Most of the bacterial interactions with CF HAEC in vivo and in vitro were investigated with 

P. aeruginosa (25, 26). The BAL of CF patients infected with P. aeruginosa contain high 

levels of IL-8, MCP-1 and MIG as compared to BAL of non-infected CF patients or healthy 

volunteers (27). Reiniger et al. showed that P. aeruginosa increased IL-8 and GROα 

production by non-CF HAEC while it had no effect on their secretions by CF HAEC (25). 

Here, we show that S. aureus interaction with non-CF HAECS increases IL-8 secretion, but 

also GROα, MCP-1, MIP-3β and MIG during an early stage of infection; whereas, in CF 

HAEC, S. aureus induces an increase of MIG and MIP-3β secretions, and had no effect on IL-

8, GROα and MCP-1.  

T cells are critical cells in inflammatory diseases, with the capacity to initiate, amplify and 

terminate antigen-specific immune responses. A number of pulmonary diseases are 

characterized by preferential accumulation of type 1 or type 2 T cells, which specifically 

modulate defined aspects of pathogenesis in affected tissues (28). T cells infiltrating the 

airway of patients with chronic obstructive pulmonary disease and pulmonary sarcoidosis 
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were shown to have a type 1 profile and to express high levels of CXCR3, the IP-10 receptor 

(29). T cells isolated from asthmatic human BAL fluid were found to express the putative Th2 

receptors CCR3 and CCR4, but also the Th1 receptors CCR5 and CXCR3 (30). In this study, 

the percentages of CD3+ expressing CCR5, CCR4 and CXCR2 were identical in blood 

samples from both CF and non-CF groups. The percentages of CD3+CCR7+ and 

CD3+CXCR3+ were significantly lower in CF T cells as compared to non-CF T cells. A lower 

expression of CXCR3 on CD4 T cells has already been seen in patients with idiopathic 

pulmonary fibrosis as compared to controls but these T cells presented also an increase in the 

expression of CCR4. CXCR1 was reported to be expressed preferentially on neutrophils, and 

recent studies showed that CD8 and CD4 T cells can also express CXCR1 (15, 31-33). Here 

we show that both CF and non-CF T cells expressed CXCR1. Interestingly, the percentage of 

CD3+CXCR1+ on CF T cells was significantly higher than on non-CF T cells. This could 

explain why CF T cells presented a higher chemotaxis index towards HAEC supernatants 

when compared to non-CF T cells. IL-8 neutralization inhibited CF and non-CF T cell 

chemotaxis in a similar range, suggesting that CXCR1 could be important for T cell migration 

before any infection. Nevertheless, MIG production by CF HAEC before any infection, its 

significant increase after S. aureus interaction with CF HAEC and the CXCR3 expression on 

CF T cell, suggests a potential implication of CXCR3/MIG in the CF T cell chemotaxis.  

Taken together, in physiological conditions, the basal levels of IL-8 seem to be amplified by 

S. aureus interaction, leading to an increase of T cell chemotaxis towards the airway cells. In 

CF patients, the expression of CXCR1 on circulating T cells is thus likely to contribute to an 

excessive and persistent inflammatory response that is not enhanced by S. aureus infection. 

IL-8 and its receptor CXCR1 are key factors in T cell homing to the lung of CF patients 

before infections. Targeting CXCR1 and/or IL-8 may help to develop new concepts for the 

treatment of CF.  
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This work and A.D. were supported by the French Cystic Fibrosis Association “Vaincre La 

Mucoviscidose” (VLM). 
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Les principaux résultats de cette étude sont les suivants : 

 

1) A l’état basal, la production d’IL-8, GROα, MCP-1, MIG et MIP-3β par les cellules 

épithéliales bronchiques CF est plus importante que leur production par les cellules 

épithéliales bronchiques non-CF. 

2) Suite à l’infection par S. aureus, une augmentation de la sécrétion d’IL-8, GROα, 

MCP-1, MIG et MIP-3β par les cellules épithéliales bronchiques non-CF est observée. 

3) L’infection par S. aureus n’a pas d’effet sur la sécrétion d’IL-8, GROα et MCP-1 par 

les cellules épithéliales bronchiques CF, tandis qu’elle induit une augmentation de la 

sécrétion de MIG et MIP-3β par ces mêmes cellules. 

4) S. aureus induit une augmentation du chimiotactisme des LT non-CF et CF vis-à-vis 

des surnageants de culture apicaux et basolatéraux des cellules épithéliales 

bronchiques non-CF. 

5) S. aureus n’a pas d’effet sur le chimiotactisme des LT non-CF et CF vis-à-vis des 

surnageants de culture apicaux et basolatéraux des cellules épithéliales bronchiques 

CF. 

6) Le chimiotactisme des LT primaires de patients CF vis-à-vis de l’IL-8 recombinante et 

des surnageants des cellules non-CF et CF est plus important que le chimiotactisme 

des LT primaires de donneurs non-CF. 

7) L’inhibition de l’IL-8 dans les surnageants apicaux et basolatéraux de culture des 

cellules épithéliales bronchiques non-CF et CF induit une inhibition d’au moins 60 % 

du chimiotactisme des LT non-CF et CF. 

8) Le nombre de LT CD3+CXCR1+ est plus élevé dans les LT de patients CF par rapport 

aux LT de donneurs sains. 

 

Nos résultats suggèrent que l’expression accrue de CXCR1 sur les LT CF semble 

responsable du chimiotactisme important de ces LT, contribuant ainsi à la mise en place d’une 

réponse inflammatoire excessive et persistante. Cette réponse serait indépendante de la 

présence de S. aureus. L’IL-8 et son récepteur le CXCR1 pourraient donc jouer un rôle 

fondamental dans le recrutement pulmonaire des LT chez les patients CF avant toute 

infection.  
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 Durant ces dernières décennies, des avancées importantes ont été réalisées dans la 

compréhension des interactions entre les pathogènes et les cellules hôtes. La caractérisaion 

des mécanismes liés à la défense de l’hôte et à la mise en place de la réponse immunitaire 

constitue un facteur important dans la compréhension de ces interactions et l’éradication du 

pathogène. Outre les défenses physiques et mécaniques, la défense de l’hôte se traduit par la 

sécrétion de médiateurs inflammatoires tels que les cytokines et les chimiokines, qui induisent 

le recrutement de cellules immunitaires vers le site de l’inflammation. Dans certaines 

pathologies pulmonaires comme la mucoviscidose, les cellules immunitaires, telles que les 

neutrophiles et les lymphocytes T, sont retrouvées en grandes quantités dans les LBA des 

patients et jouent un rôle important dans les mécanismes de défense.  

Bien que S. aureus soit un pathogène majeur de l’appareil respiratoire humain, les 

conséquences de ses interactions avec l’épithélium respiratoire sur la réponse de l’hôte et la 

mise en place d’une réponse immune ont été très peu étudiées. En revanche, son implication 

dans les infections observées dans la mucoviscidose est largement reconnue.  

 

Les principaux objectifs de ce travail visaient à déterminer, lors d’une infection 

précoce, les conséquences de l’interaction entre S. aureus et des cellules épithéliales 

glandulaires bronchiques normales et mucoviscidosiques.  

 

Dans des modèles murins de la mucoviscidose, différentes mutations du gène cftr ont 

été étudiées dans le cadre d’infections avec P. aeruginosa ou, plus rarement S. aureus. Or, très 

peu de mutations du gène cftr entraînent avant infection chez la souris, les modifications 

pulmonaires observées chez les patients CF. De plus au niveau pulmonaire, lors d’une 

infection à S. aureus, ce dernier interagit directement avec la surface apicale de l’épithélium 

respiratoire. Ainsi dans le but de mimer in vitro les infections de l’épithélium respiratoire par 

S. aureus, nous avons développé un modèle de culture liquide-liquide, en double chambre. La 

polarité et l’intégrité des monocouches ont été vérifiées grâce à la sécrétion de SLPI 

(marqueur de polarité) et la mesure de la résistance transépithéliale (TER). La sécrétion de 

SLPI était plus importante dans les surnageants de culture apicaux par rapport aux surnageants 

basolatéraux, dans les deux types cellulaires, non-CF et CF. Ceci indique que les 

monocouches sont bien polarisées. Arrivées à confluence et avant toute infection, les 

monocouches de cellules CF présentaient une TER légèrement plus basse que celle des 

cellules non-CF. En présence, en apical, de 2 concentrations différentes de S. aureus (3.3 x 

107 et 108 CFU/mL) la TER des cellules non-CF reste stable jusqu'à 3h d’interaction avec S. 
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aureus, et aucune bactérie n’est détectée dans les surnageants cellulaires basolatéraux. Par 

contre, au-delà de 3h une diminution de la TER est observée avec les 2 concentrations de S. 

aureus, et des bactéries sont retrouvées dans les surnageants basolatéraux. Ces résultats sont 

en accord avec une étude récente qui montre une diminution de la TER et une détection de 

bactéries dans les surnageants basolatéraux après interaction des cellules épithéliales 16HBE 

avec S. pneumoniae (Beisswenger et al., 2007). Par contre, la TER des cellules épithéliales 

CF reste stable durant les 6h d’interaction avec S. aureus. Comme si S. aureus n’était pas 

aussi virulent sur les cellules CF par rapport aux cellules non-CF. Une hypothèse serait que la 

reconnaissance de S. aureus par les TLR2 des cellules épithéliales ne se fasse pas avec la 

même intensité sur les 2 épithéliums. Cette hypothèse repose sur 3 points :  

• L’étude de Beisswenger et al. qui a également montré que l’interaction du LTA de S. 

aureus avec les cellules épithéliales Caco-2 exprimant le TLR2 entraîne une 

diminution de la TER, et qui suggère que cette diminution de la TER est TLR2-

dépendante.  

• L’expression de TLR2 à la surface des cellules épithéliales varie, les cellules 

épithéliales CF possèdent une expression plus faible de TLR2 que les cellules 

épithéliales non-CF (Hauber et al., 2005).  

• L’expression des ARN de TLR2 augmente dans les cellules non-CF après 3h 

d’interaction avec les facteurs de virulence de S. aureus, mais n’augmente qu’après 6h 

d’interaction avec S. aureus dans les cellules CF (thèse de Delphine Gras, résultats 

non publiés). 

L’intégrité de la barrière épithéliale constitue un élément essentiel de la défense des cellules 

contre les agressions bactériennes. Pour pouvoir étudier l’impact d’une infection qui débute 

sur un épithélium intègre, le temps d’interaction de 3h a été choisi ainsi q’une quantité de 

bactéries en phase de croissance de 3.3 x 107 CFU/mL, soit 30 bactéries pour 1 cellule. En 

effet, l’exposition des cellules épithéliales à 108 CFU/mL de S. aureus entraîne une adhérence 

et une internalisation importantes des bactéries après 3h d’interaction avec S. aureus, mais 

aussi une nécrose cellulaire (Moreilhon et al., 2005). La survenue des phénomènes 

inflammatoires est encore, à l’heure actuelle, très controversée dans la mucoviscidose. 

L’inflammation précède-t-elle ou non l’infection? Les médiateurs proinflammatoires sont-ils 

déjà sur le site ou sont-ils produits après l’infection? Nos résultats confortent l’hypothèse 

d’une inflammation qui précède toute infection. Dans notre modèle, à l’état basal les cellules 

épithéliales glandulaires bronchiques CF produisent des quantités plus importantes de 

chimiokines que les cellules épithéliales glandulaires bronchiques non-CF tant dans les 
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surnageants apicaux que dans les surnageants basolatéraux. Ces résultats sont en concordance 

avec plusieurs études cliniques qui montrent l’existence d’une inflammation pulmonaire chez 

les fœtus CF avant toute infection ou la présence de quantités élevées d’IL-8 et de 

neutrophiles dans les LBA de patients CF ne présentant aucune infection. Il a été également 

montré que les LBA de patients CF contiennent des quantités plus élevées de MCP-1 et MIG 

que les LBA de sujets contrôles (Hartl et al., 2006). Cependant, quelques études 

contradictoires ne montrent pas de différence significative du taux de l’IL-8 entre cellules 

épithéliales CF et non-CF (Becker et al., 2004 ; Reiniger et al., 2005 ; Wiszniewski et al., 

2006), ou même un taux de l’IL-8 sécrétée par les cellules CF inférieur à celui des cellules 

non-CF (Massengale et al., 1999). Il a été également décrit que les LBA de patients CF et 

non-CF présentaient des quantités équivalentes de GROα (Wyatt et al., 2000). Outre une 

concentration plus importante de chimiokines pour les cellules CF par rapport aux cellules 

non-CF, nous avons aussi montré l’existence d’un gradient décroissant de chimiokines 

apical/basolatéral pour les deux types de cellules non-CF et CF.  

 

Même si S. aureus est le premier pathogène à coloniser le tractus respiratoire des 

patients CF, la plupart des études dans la mucoviscidose ont porté sur les infections à P. 

aeruginosa. Certaines études rapportent des quantités plus élevées d’IL-8, MCP-1 et MIG 

dans les LBA de patients CF infectés par P. aeruginosa par rapport aux LBA de patients CF 

non infectés par P. aeruginosa ou de sujets non-CF (Hartl et al., 2006). D’autres études 

montrent que l’infection des cellules épithéliales bronchiques CF par P. aeruginosa n’a pas 

d’effet sur la sécrétion d’IL-8 et de GROα alors qu’il y a une augmentation de la production 

d’IL-8 et de GROα par les cellules épithéliales bronchiques non-CF (Reiniger et al., 2005). 

Lors de l’infection par S. aureus, nous avons montré que cette bactérie à gram positif induisait 

une augmentation de la sécrétion de l’IL-8, GROα et MCP-1 par les cellules épithéliales 

glandulaires bronchiques non-CF, alors qu’elle n’a pas d’effet sur la sécrétion de ces mêmes 

chimiokines par les cellules épithéliales CF. Ceci corrobore le fait que le phénomène 

inflammatoire dans la mucoviscidose précède les infections mais aussi que les cellules CF ne 

répondent pas à l’infection. Durant l’infection à S. aureus, la TER et la production de 

chimiokines des cellules épithéliales CF restent stables contrairement aux cellules non-CF. 

Ceci suggère que les cellules épithéliales CF sont moins sensibles à S. aureus que les cellules 

épithéliales non-CF.  
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Le chimiotactisme des neutrophiles, macrophages et lymphocytes, joue un rôle 

important dans la mise en place de la réponse immunitaire. Les chimiokines sont les 

principales responsables de ce chimiotactisme. Les cellules épithéliales bronchiques sont 

capables de sécréter un grand nombre de chimiokines, certaines à des concentrations plus 

importantes que d’autres ; par exemple IL-8, GROα et NAP-2 sont les chimiokines les plus 

sécrétées par les 2 types cellulaires CF et non-CF. S. aureus induit une augmentation de la 

production de certaines d’entre elles par les cellules non-CF alors qu’il n’y a pas de variation 

de production par les cellules CF. S. aureus est connu pour induire le chimiotactisme des 

neutrophiles et des macrophages qui doivent servir à son élimination rapide, mais l’effet de S. 

aureus sur le chimiotactisme des LT n’avait jamais été étudié à notre connaissance. 

Cependant, il a été montré que l’entérotoxine B de S. aureus induit une accumulation de LT 

dans les LBA de patients, associée à des quantités importantes d’IL-4 (Herz et al., 1999). Nos 

études de chimiotactisme ont montré que les LT circulants humains purifiés avaient une 

capacité de migration plus importante vers les surnageants apicaux et basolatéraux des 

cellules épithéliales non-CF lorsque celles-ci étaient stimulées par S. aureus. L’utilisation 

d’anticorps neutralisant de l’IL-8, une chimiokine qui attire principalement les neutrophiles, a 

permis de montrer que cette chimiokine joue un rôle important (60-80%) dans la migration 

des LT non-CF vers les surnageants apicaux et basolatéraux. Ainsi grâce au gradient de 

concentration en chimiokines autour de l’épithélium, gradient qui s’accentue lors d’une 

infection à S. aureus, les LT peuvent arriver jusqu’au site de l’infection avant que l’intégrité 

de l’épithélium ne soit rompue. L’épithélium non-CF joue donc bien un rôle de senseur. A 

l’inverse, même si dans les surnageants de culture de cellules CF, l’IL-8 est aussi le premier 

facteur chimiotactique vis-à-vis des LT CF, la présence de S. aureus n’induit pas une 

augmentation du chimiotactisme des LT CF. L’épithélium CF qui est déjà dans un état 

proinflammatoire et attire déjà les LT avant toute infection, ne semble pas jouer son rôle de 

senseur vis-à-vis de S. aureus.  

La capacité des cellules à migrer vers un chimioattractant est étroitement liée à la présence du 

récepteur de ce chimioattractant sur la cellule. L’IL-8 jouant un rôle prépondérant dans le 

chimiotactisme des LT, l’expression de ses récepteurs CXCR1 et CXCR2 a été analysée sur 

les LT. CXCR2 est très faiblement exprimé à la surface des LT CF ou non-CF. Par contre, 

CXCR1 est exprimé lorsque les LT non-CF sont en contact des surnageants de culture des 

cellules épithéliales non-CF. Cette expression augmente au contact des surnageants des 

cellules non-CF stimulées par S. aureus. Les LT non-CF deviennent donc plus sensibles à 

l’IL-8, ce qui permet d’amplifier leur chimiotactisme (augmentation de l’IL-8 dans les 
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surnageants et de son récepteur sur les LT). En ce qui concerne les LT CF, leur 

chimiotactisme de base est plus important que celui des LT non-CF et il n’est pas accentué 

vis-à-vis des surnageants des cellules épithéliales CF stimulées par S. aureus. Ceci peut 

s’expliquer d’une part par le fait que la quantité sécrétée d’IL-8 est identique en absence ou en 

présence de S. aureus et d’autre part par le fait que le nombre de LT CXCR1+ est plus 

important dans les LT CF par rapport aux LT non-CF. Ces résultats suggèrent que le CXCR1 

et l’IL-8 jouent un rôle important dans l’accumulation des LT dans les poumons de patients 

CF avant toute infection et donc dans la pathogènese de la mucoviscidose. 

 La plupart des pathologies respiratoires est caractérisée par une polarisation 

préférentielle de type Th1 ou Th2. Par exemple, les LT des poumons de patients atteints de la 

BPCO ou de la sarcoïdose pulmonaire expriment à leur surface le récepteur de l’IP-10, le 

CXCR3, récepteur qui correspond à un profil Th1 (Katchar et al., 2003). Par contre les LT de 

LBA de patients asthmatiques expriment préférentiellement les récepteurs CCR3 et CCR4, 

marqueur du profil Th2 (Campbell et al., 2001). Très peu d’études se sont intéressées à 

l’expression des récepteurs des chimiokines sur les LT dans la mucoviscidose. Cependant, il a 

été reporté que la quantité de LT CD4+CCR4+ (Th2) dans les LBA de patients CF infectés par 

P. aeruginosa était significativement plus élevée que dans les LBA de témoins ou de patients 

CF non-infectés par P. aeruginosa (Hartl et al., 2005). En se basant sur les sécrétions de 

cytokines et de chimiokines, plusieurs études supportent la prédominance Th2 dans la 

mucoviscidose (Moser et al., 2005 ; Allard et al., 2006). Dans notre étude, nous avons montré 

que le nombre de LT CCR7+ et CXCR3+ est plus élevé dans les LT de donneurs sains non-CF 

par rapport aux LT de patients CF. Un nombre plus élevé de LT CXCR3+ est également 

retrouvé dans d’autres pathologies pulmonaires telles que la fibrose pulmonaire idiopathique 

(Pignatti et al., 2006a). D’autre part, Il a été montré que l’expression de CXCR1 et CXCR2 

sur les neutrophiles de sang péripherique diminuent chez les patients asthmatiques et chez les 

patients atteints de la BPCO par rapport à des sujets sains. De plus, l’expression de CXCR1 et 

CXCR2 sur les neutrophiles issus d’expectorations induites de patients BPCO et de patients 

asthmatiques est plus faible que leur expression sur les neutrophiles du sang périphérique de 

ces mêmes patients (Pignatti et al., 2006b). Afin de compléter nos résultats, il serait 

intéressant d’étudier l’expression des récepteurs des chimiokines et notamment le CXCR1 sur 

des LT et des neutrophiles provenant de LBA de patients CF, mais aussi d’analyser le profil 

Th1, Th2, Treg et Th17 de ces LT. 
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Les patients atteints de la CF présentent une augmentation de la prévalence pour des 

pathologies médiées par les LT CD4+ de type Th2 comme l’asthme ou l’aspergillose 

bronchopulmonaire allergique (Skov et al., 2005). Les mécanismes responsables de cette 

prévalence ne sont pas totalement élucidés. Les cellules dendritiques (CDs) représentent un 

élément clé dans la différentiation des lymphocytes Th1 et Th2. Les CDs capturent l’antigène 

sur le site de l’inflammation et, sous l’influence du microenvironnement, elles maturent et 

migrent vers les organes lymphoïdes secondaires pour induire une polarisation des 

lymphocytes T naïfs (Banchereau et al., 2000). Plusieurs études montrent que, dans des 

conditions particulières comme l’allergie, les CDs peuvent être pré-conditionnées et induire 

une réponse Th2 inadaptée (Charbonnier et al., 2003 ; Hammad et al., 2001). Plusieurs études 

récentes ont également mis en évidence que la cellule épithéliale peut pré-conditionner la 

CDs, directement ou via la production de facteurs solubles (Chieppa et al., 2006 ; Liu et al., 

2006). Des facteurs de virulence de S. aureus comme l’entérotoxine B sont capables de 

stimuler les CDs dérivées de monocytes (MoCDs) par l’intermédiaire du TLR2 et d’induire 

leur maturation. Ces MoCDs ne produisent pas d’IL-12 et induisent une réponse Th2 

(Mandron et al., 2006). Ainsi, les modifications du microenvironnement alvéolaire induites 

par l’interaction précoce de S. aureus avec les cellules épithéliales pourraient conditionner à la 

fois les CDs présentes sur le site et celles recrutées par la suite et participer à la dérégulation 

de la réponse T. Au vu de ces différents éléments, nous proposons d’étudier, à plus long 

terme, le rôle des CDs dans le contexte particulier de la mucoviscidose. Il a été montré que la 

mutation du gène cftr pouvait modifier les fonctions des cellules T (Allard et al., 2006), en 

revanche à ce jour il existe peu de données sur les CDs dans la mucoviscidose. Afin de 

déterminer l’importance de l’infection précoce de l’épithélium respiratoire par S. aureus dans 

le pré-conditionnement des MoCDs, l’effet des facteurs solubles libérés par les cellules 

épithéliales infectées par S. aureus sera évaluée sur la différenciation et la maturation des CDs 

ainsi que sur leur capacité à polariser les cellules T dans un contexte physiologique mais aussi 

dans le contexte de la mucoviscidose.  

 

Tout au long de notre étude, nous avons utilisé la souche de référence de S. aureus 

8325-4. Dans les infections respiratoires, on assiste actuellement à une émergence de souches 

de SARM. Dans la mucoviscidose par exemple, des souches de S. aureus résistantes à la 

méticilline sont isolées des poumons de patients à hauteur de 14,6%. Il nous paraît donc 

intéressant de valider nos résultats en utilisant d’autres souches de S. aureus comme les 

souches SARM ou des souches cliniques isolées de patients CF.  
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Nous avons montré que les cellules épithéliales CF sont moins sensibles à S. aureus 8325-4 

que les cellules épithéliales non-CF. Pour élucider ce point, l’étude des récepteurs impliqués 

dans la reconnaissance de S. aureus par les cellules épithéliales serait envisageable. Plusieurs 

hypothèses peuvent être envisagées parmi lesquelles l’existence d’une dérégulation de 

l’expression des récepteurs de S. aureus sur les cellules épithéliales CF. Cette hypothèse reste 

cependant à confirmer puisque les données de la littérature concernant les récepteurs de S. 

aureus sont très contradictoires, notamment pour le TLR2 (Hauber et al. 2005; Muir et al., 

2004; Firoved et al., 2004). D’autres récepteurs peuvent aussi participer à la pathogénèse de S. 

aureus comme le TNFR1 qui est exprimé plus fortement sur les cellules épithéliales CF que 

sur les cellules non-CF (Sajjan et al., 2007). 
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Abstract:  
 
Staphylococcus aureus is one of the major pathogens infiltrating the lungs of cystic fibrosis 
(CF) patients. Upon S. aureus infection, airway epithelial cells produce high levels of 
chemokines that enhance T cell chemotaxis. Although increased numbers of lymphocytes are 
present in the airways and bronchoalveolar lavage fluid of CF patients, the mechanisms 
responsible for their accumulation and the role of S. aureus are still largely unknown. Our 
study aims to investigate the impact of S. aureus on chemokine secretion by CF epithelial 
cells and subsequent chemotaxis of CF T cells. Non-CF and CF airway epithelial cells were 
grown in a double chamber model then apically stimulated with S. aureus. Supernatants were 
quantified for chemokine secretions and assayed for T cell chemotaxis using a Boyden 
chamber. We showed that CF epithelial cells secreted larger amounts of chemokines than non-
CF epithelial cells. S. aureus interaction with epithelial cells increased chemokine production 
by non-CF cells, whereas it had no effect on CF cells. Interestingly, CF T cell chemotaxis was 
always greater than non-CF T cell chemotaxis and CF T cells expressed more CXCR1 as 
compared to non-CF T cells. These observations suggest that IL-8 and its receptor CXCR1 
contribute to the recruitment of T cells in CF patients, and could be used as therapeutic targets 
in CF. 
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Résumé : 
 

S. aureus est retrouvé de façon précoce chez les personnes atteintes de la mucoviscidose (CF). 
Chez ces personnes, de nombreuses cellules immunes s’accumulent dans les poumons où 
l’épithélium est sévèrement lésé. Cependant, le rôle de S. aureus dans la réponse 
inflammatoire des cellules épithéliales bronchiques et l’accumulation des lymphocytes T (LT) 
est encore mal défini. 
Le développement d’un modèle de culture en double chambre, a permis de montrer que les 
cellules épithéliales non-CF produisent des chimiokines et que S. aureus augmente la 
sécrétion d’IL-8 et d’éotaxine par ces cellules. Parallèlement, une migration accentuée des LT 
vis-à-vis des surnageants des cellules infectées par S. aureus est observée. 
A l’état basal, les cellules épithéliales CF sécrètent des quantités plus importantes de 
chimiokines que les cellules non-CF. L’interaction de S. aureus avec ces cellules n’entraîne 
pas de variations significatives de la production d’IL-8. De plus, les LT de patients CF 
présentent un indice de chimiotactisme plus important que les LT non-CF vis-à-vis des 
surnageants de culture des cellules, sans accentuation de leur migration vis-à-vis des 
surnageants de culture de cellules épithéliales CF stimulées par S. aureus. Parallèlement, le 
nombre des LT exprimant CXCR1, est plus important dans les LT CF par rapport aux LT 
non-CF.  
Nos résultats suggèrent que les cellules épithéliales non-CF stimulées par S. aureus induisent 
le chimiotactisme des LT non-CF vers le site infectieux alors que le chimiotactisme des LT 
CF est accentué avant toute infection. De plus, l’IL-8 et son récepteur CXCR1, jouent un rôle 
important dans la migration des LT dans la mucoviscidose. 
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chimiokines. 
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