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PRESENTATION DU TRAVAIL DE THESE

PRESENTATION DU TRAVAIL DE THESE

A.  Objectifs de I'étude

La mucoviscidose (CF) est une maladie génétique autosomosale récessive due a une
mutation du géne cftr codant pour le canal chlore CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator).
L'une des caractéristiques de cette pathologie est I'atteinte pulmonaire responsable de la morbidité
du patient. La dégradation de la fonction respiratoire est liée a une infection chronique et une hyper-
inflammation de la muqueuse respiratoire. L’épithélium bronchique, chez ces patients, présente de

nombreuses lésions épithéliales et des zones fréquentes de remaniements épithéliaux.

Les travaux réalisés en 2007 dans notre laboratoire ont montré, dans un modele de
xénogreffe dans la souris nude, que la régénération de I'épithélium bronchique CF, dans un contexte
exempt de toute infection bactérienne, est retardée, avec une phase de métaplasie malpighienne
transitoire plus importante qu’au cours de la régénération de I'épithélium bronchique non-CF. En
outre, il a été montré que I'épithélium bronchique CF régénéré est remodelé, plus haut que

I’épithélium non-CF, et présente une hyperplasie de cellules basales (Hajj et al., 2007).

Le remodelage épithélial étant fortement observé chez les patients atteints de pathologies
respiratoires inflammatoires chroniques telles que la CF ou la BPCO (Randell, 2006), nous avons
étudié, au cours de ce travail de thése, les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans le
processus de régénération et de remodelage de I'épithélium bronchique humain non CF et CF, dans
un contexte exempt, non seulement de facteurs infectieux, mais aussi de facteurs inflammatoires

exogenes.

Afin de réaliser cette étude, nous avons mis en place des modeles in vitro de culture des
cellules épithéliales bronchiques humaines non-CF et CF aboutissant a la régénération d’un
épithélium mucociliaire différencié ou au remodelages épithéliaux de type hyperplasie des cellules

sécrétoires ou métaplasie malpighienne. Utilisant ces trois de modeéles de culture, nous avons:
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1. Analysé la régénération de I'épithélium bronchique humain CF dans un contexte exempt

d’infection et d’inflammation exogene

2. Analysé le remodelage épithélial non CF et CF, et en particulier les conséquences
fonctionnelles de ce remodelage par :
e |’'étude des propriétés électrophysiologiques des épithélia

e L’étude des propriétés de défense antibactérienne des épithélia

3. Analysé le profil de sécrétions de facteurs de croissance, chimiokines et cytokines au cours de
la régénération et du remodelage de I'épithélium bronchique non CF et CF, afin de

déterminer leur implication dans le remodelage épithélial

B. Description des différents chapitres du manuscrit

Le manuscrit sera divisé en cinqg parties :

. INTRODUCTION GENERALE :

Dans cette premiére partie, nous décrirons I’histologie des épithélia de surface et glandulaire
respiratoires. Puis, nous aborderons la description des différents mécanismes de défense de cet
épithélium, en termes de barriére jonctionnelle, de mécanisme de clairance mucociliaire, de
transports ioniques ou de production de peptides de défenses anti-microbiens associés au systeme

de défense immunitaire.

Nous décrirons les mécanismes de réparation / régénération de I'épithélium bronchique suite a des
Iésions, en présentant les différents modeles in vivo et in vitro d’études établis dans la littérature.
Nous aborderons également la notion de remodelage épithélial, en décrivant les mécanismes
cellulaires et moléculaires impliqués dans les propriétés de plasticité des cellules épithéliales

bronchiques. Enfin, nous présenterons la mucoviscidose, sur le plan physiologique et pathologique.
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. MATERIELS ET METHODES

Dans cette partie, nous décrirons les matériels et les méthodes utilisés dans notre étude.

. MECANISMES CELLULAIRES ET MOLECULAIRES IMPLIQUES DANS LA REGENERATION DE

L’EPITHELIUM BRONCHIQUE CF :

Dans cette partie, nous décrirons les résultats obtenus quant a la caractérisation des mécanismes
cellulaires et moléculaires mis en jeu lors de la régénération de I'épithélium bronchique humain CF.

Les résultats seront ensuite discutés.

. MECANISMES CELLULAIRES ET MOLECULAIRES IMPLIQUES DANS LE REMODELAGE DE

L’EPITHELIUM BRONCHIQUE NON CF ET CF

Nous analyserons, dans cette partie du manuscrit, les résultats obtenus quand a la caractérisation du

remodelage de I'épithélium bronchique non CF et CF. Les résultats seront ensuite discutés.

. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES :

Nous établirons I'implication du remodelage épithélial non-CF et CF dans I'altération des fonctions

de I’épithélium bronchique, et présenterons quelques perspectives de nos travaux.
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I. INTRODUCTION GENERALE

A. Les voies aériennes

1. Généralités

a) L’arbre respiratoire

Les voies aériennes supérieures sont formées par les cavités nasales, les sinus, le pharynx et
le larynx. La premiére partie, constituée de la cavité nasale, a pour fonction de réchauffer et
d’humidifier I'air inspiré afin d’éviter le dessechement des voies aériennes au cours de l'inspiration.
Cette partie haute des voies aériennes assure également, par la présence d’une muqueuse, une
premiere filtration de l'air inspiré grace a la présence de nombreux cils qui filtrent la poussiere

contenue dans l'air.

La partie aérienne inférieure assure un role de conduction. Les étages inférieurs sont formés
par l'arbre aérien, depuis la trachée jusqu’aux bronchioles terminales. La trachée se divise en
bronches souches qui pénétrent dans les poumons. Elles se ramifient en bronches lobaires au niveau
de chaque lobe pulmonaire. Ainsi, au fur et mesure de leur progression intra-pulmonaire, les
bronches se ramifient de maniére dichotomique en bronches segmentaires, puis en petites bronches,

pour enfin aboutir aux bronchioles.

La fonction essentielle de cette partie inférieure de |'appareil respiratoire est le transport de
I'air riche en oxygene jusqu’a la partie alvéolaire des poumons lors de l'inspiration et par la suite
d’évacuer I'air riche en dioxyde de carbone par I'expiration. Les échanges gazeux ont lieu au niveau

des sacs alvéolaires (Figure 1).
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Figure 1: Représentation schématique des voies aériennes et des alvéoles humaines.

(http://corditecountryshownotes.wordpress.com/2009/11/23/lungs-smoking-and-cancer/)

b) L’épithélium respiratoire

L’appareil respiratoire humain est tapissé d’un épithélium dont I’organisation morphologique
différe selon sa localisation dans les voies aériennes. La composition cellulaire change en fonction de
sa position dans I'arbre respiratoire, ou chacune aura des propriétés spécifiques. L'épithélium des
voies aériennes inférieures est composé de trois types d’épithélium : I'épithélium bronchique,

I’épithélium bronchiolaire et I'épithélium alvéolaire.

(1)  L’épithélium de surface bronchique

Les voies aériennes bronchiques sont recouvertes d’'une muqueuse respiratoire. Elle est

constituée d’un épithélium de surface pseudostratifié reposant sur une lame basale et un chorion
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sous-jacent. Il existe deux types d’épithélia : d’'une part, un épithélium de revétement localisé a la
surface des voies respiratoires, en contact direct avec I'air inspiré et, d’autre part, un épithélium

glandulaire situé dans la sous-muqueuse (Figure 2).

L'épithélium de revétement (ou de surface) est constitué de quatre types cellulaires : les

cellules caliciformes, les cellules ciliées, les cellules basales et les cellules intermédiaires.

Cils

S L Cellules

L% e | im— ciliées
U] Calliil

y caliciformes

Vaisseau
sanguin

Muscle lisse

Glande
sous-muqueuse

Figure 2 : Représentation schématique des épithélia de surface trachéo-bronchique et glandulaires.
Chez I'Homme, I'épithélium trachéo-bronchique de surface est un épithélium pseudostratifié,
composé de quatre types cellulaires principaux (cellules ciliées, caliciformes, intermédiaires et
basales). L’épithélium glandulaire est constitué de trois types cellulaires qui sont les cellules
mugqueuses, séreuses et myoépithéliales.

(a)  Les cellules caliciformes

Les cellules caliciformes ou sécrétoires assurent une partie de la sécrétion du mucus. Elles
représentent 6000 a 7000 cellules par mm? (Ellefsen et Tos, 1972). En microscopie électronique, ces
cellules ont un noyau cellulaire en position basale, autour duquel s’amassent la plupart des organites
qui vont étre impliqués dans la synthese des mucines. La partie apicale est caractérisée par la
présence de nombreux granules sécrétoires peu denses aux électrons. Ces granules sont des grains

de sécrétion volumineux de 800 nm de diameétre, occupant la majeure partie du cytoplasme (Jeffery
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et Li, 1997). lls contiennent un mélange de protéoglycanes neutres et acides de par la présence
d’acide sialique et de groupements sulfates. Les cellules sécrétoires sont également impliquées dans
la sécrétion des protéines a activité anti-bactérienne telles que les IgA sécrétoires (Goodman et al.,
1981), ainsi que la peroxydase (Christensen et al., 1981; Christensen et Hayes, 1982). Le nombre de
cellules caliciformes peut augmenter dans certains cas, notamment lorsque I'épithélium respiratoire
est agressé par des particules xénobiotiques mais également dans les pathologies respiratoires
inflammatoires chroniques telles que la mucoviscidose ou la broncho-pneumopathie chronique

obstructive (BPCO) (Turner et al., 2010) (Figure 3).

Figure 3: Morphologie des cellules caliciformes de I’épithélium respiratoire en microscopie
électronique a transmission. G : cellule sécrétoire, B : cellule basale. (Jeffery et Li, 1997)

(b)  Les cellules ciliées

Les cellules ciliées constituent plus de 56 % de la population cellulaire au sein de I'épithélium
respiratoire bronchique et assurent une fonction essentielle dans la clairance mucociliaire par le
battement coordonné des cils (voir chapitre. IB.4). On trouvera un ratio de 5 cellules ciliées pour une
cellule caliciforme (Wanner et al., 1996). Ce sont des cellules de 20 um de longueur, mesurant 7 pm
de diameétre du c6té apical et 2 um a la base. L’étude de I'ultrastructure des cellules ciliées indique
qgue chaque cil est ancré a la cellule par un corps basal d’ou se prolongent les axonemes formés de 9

doublets de microtubules a la périphérie du cil, présentant des bras externes et internes de dynéine
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et deux microtubules centraux. L’interaction entre les microtubules et les bras de dynéine
permettent le glissement des doublets de microtubules et d’enclencher le battement des cils

(Wanner et al., 1996) (Figure 4).

Figure 4 : Cellules ciliées de I’épithélium respitoire

A) Morphologie des cellules ciliées de I'épithélium respiratoire C : Cellules ciliées microscopie
électronique a transmission (Jeffery et Li, 1997)

B) Cellules ciliées microscopie a balayage électronique de I'épithélium respiratoire. Grossissement
x5000 (Credit: Dartmouth College)

(c)  Lescellules basales

Les cellules basales représentent approximativement 30 % de la population cellulaire de
I’épithélium respiratoire humain bronchique (Rock et al.,, 2009). Elles sont localisées dans la partie
basale de I'épithélium bronchique, en contact direct avec la lame basale, qu’elles recouvrent a 90 %
(Mercer et al., 1994). Ce sont de petites cellules arrondies ou pyramidales, avec un rapport
nucléo-cytoplasmique élevé. Elles assurent la cohésion de I’épithélium respiratoire bronchique en se
liant aux cellules cylindriques ciliées et caliciformes par des jonctions intercellulaires: les
desmosomes. Elles sont elles-mémes solidement ancrées a la lame basale par la présence

d’hémidesmosomes assurant ainsi la stabilité de I'épithélium a la membrane basale (Shebani et al.,

18



INTRODUCTION

2005). Les cellules basales sont caractérisées de maniere spécifique par la présence de filaments
intermédiaires du cytosquelette tels que les cytokératines 5 et 13 (Evans et al., 2001) et la présence
du marqueur p63 (Daniely et al., 2004). Les cellules basales ont un réle majeur dans la plasticité
cellulaire en intervenant lors des processus de régénération et de réparation de I'épithélium

respiratoire (Hajj et al., 2007; Maouche et al., 2009) (Figure 5).

Cellules basales

Figure 5: Mise en évidence des cellules basales au sein d’un épithélium bronchique humain
(fleches = cellules basales).

(d)  Les cellules intermédiaires (ou parabasales)

Les cellules intermédiaires ou parabasales constituent 7 % de la population totale des cellules
de I'épithélium bronchique. Elles sont localisées entre les cellules basales et cylindriques (Boers et al.,
1998). L'étude en microscopie électronique a transmission indique des similitudes morphologiques
avec les cellules basales mais leur noyau se situe en position suprabasale. En microscopie optique,
ces cellules ne présentent aucune caractéristique de cellules ciliées ni de cellules caliciformes
(Mercer et al., 1994; Breeze et Wheeldon, 1977). La fonctionnalité de ces cellules n’est pas encore
bien définie. Cependant d’apreés les travaux de Donnelly, elles contribueraient au renouvellement des
cellules cylindriques dans la mesure ou ce seraient des cellules basales en cours de différenciation

(Donnelly et al., 1982).
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(2)  L’épithélium glandulaire

De nombreuses glandes sécrétrices sont localisées entre I'épithélium respiratoire bronchique
et la sous-muqueuse. Elles sont tapissées d’un épithélium fortement impliqué dans la sécrétion de
facteurs antibactériens, de mucus et de fluide dans la lumiére épithéliale (Jeffery, 1983 ; Basbaum et
al., 1990 ; Bals et al., 1998). Ces glandes sont formées d’un canal bordé de cils en continuité avec
I’épithélium de surface, d’'un grand canal collecteur et d’acini muqueux, séreux ou séro-muqueux
(Meyrick et al., 1969). Différents types cellulaires y sont observables, notamment des cellules

séreuses, des cellules a mucus et des cellules myoépithéliales (Figure 6).

Glandes sous muqueuses

Figure 6 : Histologie de la muqueuse et de la sous-muqueuse trachéo-bronchique humaine, mise en
évidence des glandes sous-muqueuses au niveau des voies aériennes cartilagineuses (fleches). Les
cellules séreuses et muqueuses sont les deux types cellulaires prédominants de I'épithélium
glandulaire, qui compte également des cellules myoépithéliales.
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(a)  Les cellules glandulaires

L'épithélium glandulaire est caractérisé par la présence d’une majorité de cellules sécrétrices,
d’une part les cellules a mucus, et d’autre part les cellules séreuses, constituant respectivement 40 %

et de 60 % de la population totale.

Les cellules a mucus contiennent tout comme les cellules sécrétoires de I'épithélium de
surface, de larges granules de sécrétion apparaissant clairs aux électrons en microscopie
électronique a transmission. Ces vésicules, d’'un diamétre variant de 300 a 1800 nm, sont remplies de
mucines. Ces cellules, responsables de la sécrétion du mucus, sont localisées dans la partie proximale

de la glande (Figure 7).

Surface Epithelium

Ciliated Duct

Secretory Tubules Secretory Tubules

Collecting Duct

Mucins

Electrolytes
Water
Proteins

\/ \/

Mucous Cells Serous Cells

Figure 7 : Schéma d’une glande sous-muqueuse trachéo-bronchique humaine.

Structures sécrétoires majeures, les glandes sous-muqueuses sont composées de tubules et acini séreux,
mugqueux ou séro-muqueux, de tubules interconnectés et de canaux collecteurs. Les produits de sécrétion
(mucus) s’accumulent au sein des canaux collecteurs, vont étre sécrétés au niveau de la lumiére des voies
aériennes en passant par des canaux ciliaires bordés d’un épithélium cylindrique cilié.

Les cellules séreuses sont les cellules les plus distales de la glande. Elles présentent au péle
apical de nombreux granules denses aux électrons. Elles sont responsables de la sécrétion d’eau et

d’électrolytes mais les vésicules sécrétoires, de 300 a 1000 nm de diamétre, contiennent également
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de nombreuses macromolécules telles que le lysozyme, la lactoférrine, les IgA sécrétoires, la
peroxydase et ainsi que de I'albumine (Meyrick et Reid, 1970; Basbaum et al., 1990). Suite a la
stimulation par différents sécrétagogues glandulaires, les cellules séreuses changent de morphologie

et augmentent leur sécrétion (Quinton, 1981).

(b)  Les cellules myoépithéliales

Les cellules myoépithéliales sont des cellules allongées en contact direct avec les cellules
glandulaires et localisées au niveau de la lame basale. Leur cytoplasme est compartimenté en deux
parties : un compartiment riche en filaments et un compartiment composé du noyau autour duquel
s’accumulent de nombreux organites (Shimura et al.,, 1986). Ces cellules possedent des propriétés
contractiles permettant d’exercer une pression sur les cellules glandulaires et ainsi, faciliter la

libération des granules sécrétoires dans la lumiere (Ballard et Inglis, 2004).

(3) L’épithélium bronchiolaire

L'épithélium bronchiolaire est un épithélium plus ou moins pseudostratifié ne présentant
gu’une a deux couches de cellules. Différents types de cellules existent au niveau des bronchioles :
tout comme les précédents épithélia décrits, de nombreuses cellules ciliées y sont présentes ainsi
que des cellules basales. L’épithélium bronchiolaire est caractérisé par la présence de deux autres

types cellulaires : les cellules neuro-endocrines et les cellules de Clara (Figure 8).
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Figure 8 : Epithélium bronchiolaire en microscopie optique.
(Crédit : Université catholique de Louvain http://www.isto.ucl.ac.be/)

(a)  Les cellules neuro-endocrines

Les cellules neuro-endocrines forment une sous-population de cellules épithéliales
respiratoires (Warburton et al,, 1998). Elles peuvent étre retrouvées isolées au niveau de I'arbre
trachéobronchique. Cependant, au niveau bronchiolaire, elles sont retrouvées en amas, formant
ainsi des corps neuro-épithéliaux (NEBs) (Linnoila, 2006). En contact avec la lame basale, elles
présentent au sein de leur cytoplasme des granules denses aux électrons contenant des amines
bioactives et des neuropeptides (Kummer et al., 2008).

Les cellules neuroendocrines jouent un réle important durant la morphogénése des
poumons. En effet elles possedent la capacité de sécréter différentes molécules bioactives, telles que
la CGRP (calcitonin gene-related peptide) ou encore la GRP (gastrin-releasing peptide) qui agissent
sur la croissance et la différenciation pulmonaire (Sunday et al., 1990; Pan et al., 2006). Ces cellules
expriment a leur surface un complexe moléculaire sensible a I'oxygéne activé par la détection des
neuropeptides et de la 5SHT médiateurs de I’hypoxie (Youngson et al., 1993; Fu et al., 2002). Enfin, les
NEBs jouent un role dans la régénération de I'épithélium bronchiolaire puisqu’il est suggéré que les

NEBs représentent des réservoirs de cellules progénitrices résistant aux polluants, activables suite a
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une déplétion importante des cellules progénitrices bronchiolaires, les cellules de Clara (Reynolds et

al., 2000) (Figure 9).

Figure 9 : Morphologie d’une cellule neuroendocrine en microscopie électronique a transmission

(fleche).

(b)  Les cellules de Clara

Ce sont des cellules cuboidales appelées également cellules bronchiolaires non ciliées. Le
nombre de cellules de Clara augmente au fur et a mesure des segmentations des voies aériennes
bronchiolaires. Elles possédent un noyau en position basale, des granules cytoplasmiques et
présentent un déme apical qui fait saillie dans la lumiére bronchiolaire. Les cellules de Clara sont
impliquées dans trois fonctions physiologiques majeures. Elles sont impliquées dans la synthése et la
sécrétion du CC10 (Clara Cell protein) qui est une protéine de 10 kDa ainsi que de I'apoprotéine du
surfactant (Singh et al., 1988). Elles participent a la protection des voies respiratoires via le
mécanisme de clairance mucociliaire et par leur capacité de détoxification des substances
xénobiotiques et des gaz irritants inhalés (Stripp et Reynolds, 2008). Enfin, les cellules de Clara
participent au renouvellement épithélial en agissant comme cellule progénitrice de I’épithélium

bronchiolaire (Figure 10)
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Figure 10 : Cellule de Clara. Morphologie d’'une cellule de Clara entourée de cellules ciliées, en
microscopie électronique en transmission (fleche noire), présentant un déme apical bombant dans la
lumiere

(1)  L’épithélium alvéolaire

La fonction principale de I'épithélium alvéolaire est d’assurer les échanges gazeux entre I'air
et le sang. Cette surface d’échange, de I'ordre de 80 m?, est constituée de deux types de cellules: les

pneumocytes de type | (PNI) et les pneumocytes de type Il (PNII) (Figure 11).

Les PNI recouvrent 95 % de la paroi alvéolaire. De forme squameuse, ils sont aplatis et trés minces
avec une épaisseur de 0.2 a 0.5 um. Leur role principal est d’étre imperméable aux liquides mais
perméable aux gaz. lls sont étroitement accolés a I'endothélium des capillaires dont ils ne sont

séparés que par leur membrane basale (Matthay et al., 2005).

Les PNIl ont une morphologie plus cuboidale. Ils sécrétent le surfactant pulmonaire
(Clements, 1997). Cette grande activité de sécrétion est caractérisée au niveau cellulaire par la
présence de nombreux organites et notamment de corps lamellaires, organes de stockage du
surfactant (Castranova et al., 1988). Ce surfactant facilite les échanges gazeux. Possédant des
propriétés tensio-actives, il fluidifie le mucus et réduit la tension de surface du mucus pulmonaire
dans les alvéoles. Les PNIl ont également un réle de cellules souches pouvant générer des PNI

incapables de se diviser.
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Les PNI et les PNII possédent, tout comme les cellules des épithélia bronchiques, des canaux
ioniques leur permettant de réguler le transport liquidien a travers I'épithélium alvéolaire (Matthay

et al., 1996; Matthay et al., 2005).
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Figure 11: Représentation schématique d’un épithélium alvéolaire. L’'épithélium bordant les
alvéoles est monostratifié, constitué de deux types cellulaires principaux: les Pneumocytes de type |
(PN 1) et de type Il (PN IlI). Quelques éléments cellulaires, notamment les macrophages, sont
retrouvés dans la lumiere alvéolaire, en se déplacant sur la paroi alvéolaire, immergés dans le
surfactant.

2. Fonctions de I’épithélium respiratoire

En contact permanent avec I'environnement extérieur et continuellement exposé aux agents
pathogénes, I'épithélium respiratoire protege notre organisme en constituant une véritable barriere
de défense. Cette propriété essentielle est assurée par plusieurs moyens de défense, d’une part par
la propriété méme d’un épithélium qui est défini comme un ensemble cellulaire trés cohésif qui va

donc constituer une barriére physique et, d’autre part, de par sa capacité a éliminer les particules
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inhalées par la clairance mucociliaire. Enfin, I'épithélium respiratoire est capable de sécréter des

molécules antibactériennes.

a) Intégrité de la barriére épithéliale

L’épithélium respiratoire est un ensemble cellulaire tres cohésif qui forme une barriere
physique intégre entre I'environnement extérieur et I'organisme. Cette intégrité rend I'organisme
imperméable aux aéro-contaminants et autres agents pathogenes. La cohésion est assurée par
plusieurs types de complexes jonctionnels qui vont également déterminer la polarité des cellules

épithéliales avec un compartiment apical et un compartiment basolatéral (Figure 12).

Lumiére

Jonctions serrées
Jonctions adhérentes

Desmosomes

Jonctions communicantes

i Membrane
Heémidesmosomes " mmm—t——0 L8 | basale

Figure 12: Les différents types de jonctions existant au niveau des cellules épithéliales
respiratoires.

(1)  Jonctions serrées

Les jonctions serrées (zonula occludens ou encore tight junction) sont localisées au niveau
apical de la membrane basolatéral des cellules épithéliales cylindriques ou elles déterminent une

barriere physiologique entre les compartiments extérieur et intérieur de 'organisme en limitant le
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passage de molécules dans I'espace paracellulaire (Gumbiner, 1993). Elles établissent également la

polarité de la cellule en déterminant les domaines basolatéral et apical de la membrane cellulaire.

Les jonctions serrées sont des complexes multiprotéiques formés par la zonula occludens 1
(20-1) qui est une protéine de 225 kDa et qui fut la premiere protéine découverte associée aux tight
junctions (Stevenson et al., 1986). ZO-2 et ZO-3 ont été co-localisées avec ZO-1 plus tardivement

(Gumbiner et al., 1991 ; Haskins et al., 1998 ; Jesaitis et Goodenough, 1994).

L’association des molécules cytoplasmiques Z0-1, ZO-2 et ZO-3 aux protéines membranaires
d’occludines, de claudines et de JAM (Junctional Adhesion Molecule) constitue une jonction serrée
qui va se disposer telle une ceinture tout autour de I'apex de la cellule épithéliale. Si la jonction
serrée constitue une barriére, elle permet cependant le passage sélectif de certaines petites

molécules par transport paracellulaire et transcellulaire (Powell, 1981) (Figure 13).
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Figure 13 : Schéma d’une jonction serrée (tight junction). Les jonctions serrées séparent le pole
apical du péle basolatéral, en assurant I'étanchéité de I'épithélium.
(Crédit: http://www.statemaster.com/encyclopedia/)

(2)  Jonctions intermédiaires

Les jonctions intermédiaires (ou zonula adherens) sont situées en dessous des jonctions

serrées. Elles forment une ceinture et sont impliquées dans I'adhérence intercellulaire. Elles sont
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composées de plaques intracellulaires et de protéines transmembranaires (Farquhar et Palade,

1963). Les protéines centrales de ce type de jonction sont les cadhérines-E. Ce sont des protéines

transmembranaires localisées au niveau de la membrane basolatérale de chacune des cellules

adjacentes qui vont créer des interactions homotypiques dépendantes du calcium. Des filaments

d’actine vont venir s’associer a cette structure par un complexe protéique composé de différentes

protéines de caténines (la a-caténine, la B-caténine et la p120-caténine), de vinculine et de a-

actinine.

Le role essentiel de cette ceinture est de renforcer l'intégrité de I'épithélium lors des

modifications de formes générées par les changements conformationnels des filaments d’actine

(Perez-Moreno et al., 2003) (Figure 14).
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Figure 14 : Représentation schématique des deux types de jonction d’ancrage.

Les jonctions adhérentes (zonula adherens, A) ainsi que les desmosomes (B) garantissent la cohésion

de I'épithélium respiratoire

(Crédit : http://www.ulysse.u-bordeaux.fr/atelier/ikramer/biocell_diffusion).

(1) Desmosomes

Les desmosomes (ou macula adherens) sont localisés en dessous des zonula adherens.

Contrairement aux zonula adherens qui forment une structure en ceinture, celles-ci sont
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ponctiformes et présentes au niveau de toutes les cellules épithéliales, assurant ainsi la cohésion
intercellulaire. Ce sont des jonctions d’ancrage caractérisées par la présence de plaques denses de
protéines dans lesquelles s’inserent les filaments intermédiaires de deux cellules adjacentes. Ces
macula adherens sont formées de protéines appelées desmoplakines de type 1, 2, 3 et 4 (Brézillon et

al., 1997; Green et Gaudry, 2000).

(2) Jonctions communicantes

Les jonctions communicantes (ou gap junction) sont constituées par I'association de
connexons de deux cellules adjacentes, formant ainsi un pore constitué principalement d’hexameres
de molécules de connexines (Figure 15). Ces protéines transmembranaires permettent I'échange de
trés petites molécules hydrosolubles inférieures a 1 kDa telles que le cAMP, le Ca+ ou l'inositol 1,4,5-
tris-phosphate, entre deux cellules adjacentes (Saez et al., 1986; Kumar et Gilula, 1996). Cette

communication moléculaire se fait par diffusion passive.
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Figure 15 : Représentation schématique des jonctions communicantes. Celles-ci permettent une
communication directe entre des cytoplasmes de cellules adjacentes, en assurant leurs couplages
physiologiques (Grazul-Bilska et al., 1997).
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(3) Hémidesmosomes

Les hémidesmosomes sont des petits complexes multiprotéiques de 0,1 a 0,5 um de
diametre localisés au pdle basal des cellules basales (Schwarz et al., 1990). Elles sont formées de
plaques intracellulaires qui apparaissent denses aux électrons en microscopie électronique. Elles sont
situées contre la lame basale sous-jacente ou elles assurent une fonction de stabilité cellulaire en
ancrant les cellules via des hétérodimeres d’intégrine a6B4. Ces jonctions agissent comme un
transducteur de signal (Borradori et Sonnenberg, 1996 ; Jones et al., 1998 ; Staehelin, 1974). Elles
sont liées a la plectine et I'antigéne 1 de la pemphigoide bulleuse (BPAG1 de 230 kDa) et aux
filaments de cytokératine permettant d’établir une connexion entre le cytosquelette et la matrice
extra-cellulaire en particulier le collagéne de type VIl et la laminine 5 (Garrod, 1993 ; Green et Jones,
1996). Ce sont des structures dynamiques qui interviennent au cours des processus de remodelage
tissulaire par un assemblage et désassemblage de I’édifice moléculaire permettant ainsi de maintenir

I'intégrité du tissu épithélial (Tsuruta et al., 2003) (Figure 16).
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Figure 16 : HéEmidesmosomes. Représentation schématique (A) et en microscopie électronique en
transmission (B) de ces complexes multiprotéiques assurant l'ancrage des cellules épithéliales a la
membrane basale sous-jacente (Crédit : http://prepgmedicos.redstetho.com/).
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b) Défense immunitaire de I'épithélium respiratoire

L'air inspiré contient une multitude d’agents pathogenes, d’aéro-contaminants et d’autres
particules issues de la pollution. Face aux pathogenes, I'épithélium respiratoire est capable de se
défendre via la production de protéines et de peptides sécrétés dans le mucus. Ces molécules

possedent des capacités antibactériennes, antivirales mais aussi antifongiques pour certaines.

(1) Lelysozyme

Le lysozyme est une protéine basique enzymatique de 14k Da. Elle agit directement sur la paroi
bactérienne en détruisant la liaison Bl - 4 glycosidique entre la N-acétylglucosamine et I'acide N-
acétylmuraminique situé au sein des peptidoglycanes. Sécrétée en trés grande quantité, elle est
présente a une concentration de 0,1 a 1 mg/mL dans les sécrétions respiratoires. Elle est en grande
partie produite par les cellules glandulaires et les cellules caliciformes de I'épithélium de surface ainsi
qgue par les macrophages alvéolaires, et elle est retrouvée stockée en grande quantité dans les
granules sécrétoires des neutrophiles (Konstan et al., 1982). Elle est capable, de lyser aussi bien les

parois des bactéries GRAM positives que les parois des bactéries GRAM négatives.

(2) Lalactoférrine

La lactoférrine (ou transferrine) est une glycoprotéine enzymatique de 80 kDa contenant des
ions ferriques (Metz-Boutigue et al., 1984). Elle est retrouvée dans plusieurs types de sécrétions
telles que les larmes, la salive et autres sécrétions de muqueuse (Lonnerdal et Lyer, 1995; Levay et
Viljoen, 1995). Elle est présente dans les vésicules de sécrétions secondaires des neutrophiles et dans
les granules de sécrétion des cellules glandulaires séreuses (Finkbeiner et al, 2010). Elle a une
activité bactériostatique et bactéricide mais elle possede également des propriétés anti-

inflammatoires.
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(3) Les défensines

Ce sont de petits peptides cationiques de 3 a 5 kDa. Les défensines sont des molécules
antimicrobiennes a large spectre, cytotoxiques envers les bactéries, les parasites, les moisissures et
les virus (Martin et al., 1995). Au niveau des voies respiratoires, les défensines sont principalement
synthétisées et excrétées par les cellules épithéliales et les cellules phagocytaires. Il existe 2 types de
défensines : les a-défensines et les B-défensines. Les a-défensines, également appelées HNP (Human
Neutrophil Peptides) sont retrouvées dans les grains azurophiles des neutrophiles (Harwig et al.,
1994). Elles sont impliquées dans les phénomeénes mitogéniques et chimiotactiques (Chertov et al.,
1996; C J Murphy et al., 1993). Elles contribuent a la réparation de I'épithélium respiratoire en
activant la prolifération cellulaire (Aarbiou et al., 2002). Les B-défensines, ou HBD (Human Beta
Defensin), sont sécrétées par les cellules de I'épithélium des deux et des glandes des voies aériennes
(Singh et al., 1998) en réponse a une stimulation par le LPS et les cytokines telles que le TNF-a et
I'interleukine-1pB et elles sont actives contre les bactéries GRAM positives et négatives (Oppenheim et

al., 2003 ; Ganz 2003).

(4)  SLPI

Le SLPI (ou Secretory Leukocyte Protein Inhibitor) est une protéine de 11.7 kDa exprimée par
les macrophages, les neutrophiles et les cellules séreuses de I'épithélium respiratoire (Melrose et al.,
1992). SLPI est la 3°™ protéine la plus abondante aprés le lysozyme et la lactoférrine au niveau
pulmonaire. Le domaine C terminal posséde une activité inhibitrice de la neutrophile élastase ainsi
gue de la cathepsine G (Gauthier et al., 1982). Il possede une activité antibactérienne et antivirale (P

S Hiemstra et al., 2004).

(5)  Cathélicidine LL-37

LL-37 est une protéine antimicrobienne appartenant a la famille des cathélicidines. Elle est
retrouvée dans les granules spécifiques des neutrophiles, les lymphocytes et les cellules épithéliales
respiratoires (Agerberth et al., 2000). Elle est présente sous une forme inactive et le précurseur

(hCAP-18) a besoin d’étre clivé par la protéinase 3. Elle a une action chemoattratante vis-a-vis des
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cellules immunitaires au foyer d’inflammation ou d’infection. Cependant, la LL-37 a une activité
réduite dans le cas de la mucoviscidose ou son action bactéricide est inhibée (Cf. paragraphe

inflammation chapitre IC).

(6)  Lactoperoxydase

Les cellules épithéliales des voies respiratoires peuvent sécréter la péroxydase intervenant
lors des infections des voies aériennes (Christensen et al., 1981). L'inhibition de la lactoperoxydase
entraine une diminution de la clairance bactérienne dans les voies respiratoires (C Gerson et al.,
2000). La lactoperoxydase a une fonction antivirale (Pourtois et al., 1990; Tenovuo, et al., 1995), anti-
fongique (Lenander-Lumikari, 1992; Popper et Knorr, 1997) et posseéde une activité contre
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia et Haemophilus influenzae (Wijkstrom-Frei et al.,

2003).

c) Clairance mucociliaire

Avec une surface totale d’échange d’environ 100 a 130 m?, I’épithélium respiratoire est
fortement exposé aux agressions extérieures par l'inhalation des pathogenes et autres aéro-
contaminants. La clairance mucociliaire est un des systémes de défense innée les plus importants de
I"appareil respiratoire. Cette défense mécanique est formée de trois composantes essentielles a son
fonctionnement : le liquide de surface formé d’une phase sol appelée liquide périciliaire, d’une phase

gel composée par le mucus, et le battement ciliaire des cellules ciliées (Davis et Lazarowski, 2008).

(1)  Leliquide périciliaire

Le liquide périciliaire est une solution aqueuse de faible viscosité avec une épaisseur
physiologique de 7 um. L'origine de cette phase liquide serait la résultante des transports ioniques
transépithéliaux de sodium et de chlore entrainant des mouvements d’eau (Sleigh, 1989). Cette

phase sol joue un réle de lubrifiant en facilitant le mouvement du mucus le long des voies
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respiratoires (Zahm et al., 1989). La régulation de sa faible viscosité ainsi que de son épaisseur est

primordiale pour obtenir une clairance mucociliaire efficace (Figure 17).

Figure 17 : Localisation du liquide périciliaire et du mucus
Culture primaire d’un epithelium bronchique. Réprésentation d’une section de culture en interface
air-liquide avec la présence de mucus (M), du liquide de surface (ASL), de cellules sécrétoires (G), de
cellules ciliées (C), de cellules basales (B), de cellules intermédiaires (I) et la membrane du support
de culture (p). Photomicrograph provided by Scott H. Randell. Guggino W B , Guggino S E PNAS
2000;97:9827-9829

(2) Lemucus

Le mucus est produit par les cellules caliciformes et les cellules sécrétoires glandulaires.
Composé a 95 % d’eau et 5 % d’ions et de protéines glycosylées, il forme un film tapissant
I’épithélium respiratoire ou il maintient son hydratation. Les protéines retrouvées majoritairement

au sein du mucus sont les mucines.

Les mucines sont des protéines filamenteuses de tres hauts poids moléculaire fortement

glycosylées par de nombreuses chaines O-glycanniques représentant 50 a 80 % de la masse de la
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mucine. Elles sont sécrétées par les cellules caliciformes ainsi que par les cellules a mucus

glandulaires.

Il existe deux classes de mucines : les mucines sécrétées et les mucines membranaires. Elles
possedent toute une structure similaire. Les mucines majoritaires sécrétées au niveau des voies
aériennes, sont les MUC2, 5AC, 5B. Elles sont riches en domaine-cystéine leur permettant de former
des oligomeres et de polymériser. Cette structure multimérique est tres importante dans la mesure
ou elle procure la configuration tridimensionnelle d’'un gel (Van Klinken et al., 2000; van Klinken et
al., 1998). Les mucines, MUC5AC et MUCSB, sont les molécules prédominantes dans la formation du
gel de mucus (Hovenberg et al., 1996; Sheehan et al., 1999). La mucine MUC5AC est produite par les
cellules caliciformes de I'épithélium de surface bronchique tandis que MUCS5B est sécrétée
majoritairement par les glandes de la sous-muqueuse (Hovenberg et al., 1996; Wickstrom et al.,

1998).

Les mucines membranaires, MUC1, 3, 4 et 13, possedent un domaine glycoprotéique
transmembranaire (Rose et al., 1997; Williams et al., 1999; Williams et al., 2001; Moniaux et al.,
1999). Elles sont retrouvées également dans le mucus mais elles ne participent pas a la formation du

réseau tridimensionnelle.

Les mucines conferent au mucus des propriétés rhéologiques bien précises afin de lui établir
une efficacité optimale d’épuration des particules pathogenes. Le mucus possede des propriétés de
viscoélasticité et de filance, capacité a former des fils, régulant le transport mucociliaire (Puchelle et

al., 1983).

(3) Lescils

Enfin, les cils constituent le facteur clé de I'ensemble du systéme de clairance mucociliaire.
lls entrent en contact avec le mucus sur une profondeur de 0.5 um a une vitesse de 800 um/s,
parametre idéal pour une clairance efficace. Le mouvement ciliaire est caractérisé par des
battements coordonnés avec un mouvement métachronal a une fréquence de 12 a 15 Hz (Chilvers et
O'Callaghan, 2000). Le mouvement d’un cil est réalisé de maniere asymétrique dans le temps : une
phase de battement de propulsion de courte durée suivie d’une phase de retour a I'état initial plus

longue (Sanderson et Sleigh, 1981) (Figure 18).
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Figure 18 : Mouvement de battement ciliaire et interaction des cils avec le mucus

(4) Le mécanisme de la clairance mucociliaire

La clairance mucociliaire agit comme un vaste tapis roulant. Les particules xénobiotiques et
autres pathogenes sont piégés et englobés dans le mucus (Rose, 1992). Les battements ciliaires
coordonnés poussent le mucus et les agents étrangers piégés vers le carrefour aéro-pharyngé ou ils
sont déglutis. La régulation de chacun des composants du mécanisme de la clairance est primordiale.
Une faible épaisseur du liquide périciliaire empécherait une interaction efficace cils-mucus tandis
gu’une épaisseur plus importante ne permettrait pas un couplage cil-mucus. De méme, une
mauvaise régulation des flux ioniques transépithéliaux nuirait a la composition et a la viscosité du
liquide périciliaire et du mucus, menant ainsi a une inefficacité de la clairance mucociliaire (Cf.

paragraphe inflammation chapitre IC)

d) Cellules immunitaires

L'inhalation d'agents pathogénes active les cellules immunitaires présentes au sein de la
mugqueuse respiratoire. Plusieurs types de cellules immunitaires sont impliqués dans cette immunité
dite acquise. Les cellules dendritiques activées par la présence de pathogénes se différencient en
cellules présentatrices d'antigenes. Elles ont la capacité de présenter les antigeénes étrangers aux

lymphocytes T qui vont alors proliférer. Bien que la plupart de ces lymphocytes T meurent par

37



INTRODUCTION

apoptose, quelques cellules subsistent et deviennent des cellules mémoires formant ainsi la mémoire
immunologique assurant une protection immune durable.

Les polynucléaires neutrophiles, bien qu’étant en quantité réduite dans les voies
respiratoires d’individus sains, peuvent affluer rapidement et massivement suite a une lésion en

réponse a la production de facteurs chimioattractants dont le principal est I'interleukine-8 (IL-8).

3. Les transports ioniques

Les échanges ioniques, au niveau des cellules épithéliales respiratoires, ont un role
prépondérant dans la mesure ou ils permettent de réguler le volume et la composition du liquide de
surface des voies aériennes en générant un gradient osmotique intervenant dans le mouvement
transépithélial des fluides. Ces échanges sont réalisés par l'intermédiaire de canaux ioniques

constitués de protéines transmembranaires perméables a un ou plusieurs ions.

Les transports ioniques a travers les canaux peuvent se faire de maniére active ou passive.
Les transports a travers les canaux sont dits « passifs » s’ils ne consomment pas d’énergie mais
suivent le gradient électrochimique de I'ion d’intérét, c’est-a-dire les concentrations ioniques de I'ion
considéré de part et d’autre de la membrane. Cependant, il existe aussi des transports « actifs »
initiés par des pompes et consommant de I’énergie (ATP). Ces transports créent des gradients
électrochimiques de part et d’autre de la membrane. Ces transports d’ions sont responsables de
I'existence d’un potentiel membranaire et sont impliqués dans les phénoménes de sécrétion ou
d’absorption d’eau et d’ions a travers la membrane épithéliale. Différents types de canaux existent

en fonction des ions transportés.

a) Le transport de chlore

(1) CFTR

La majorité du transport de chlore est réalisée par le canal CFTR dont la structure et la
fonction ainsi que les implications dans la pathologie de la mucoviscidose seront développées dans le

chapitre lll.
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(2)  Le canal ORCC (Outwardly Rectifying Chloride Channel)

Le canal ORCC est régulé par la protéine CFTR par un mécanisme autocrine/paracrine
impliquant le transport d’ATP dans le milieu extracellulaire. L’ATP se lie aux récepteurs purinergiques
P2R pour stimuler le canal ORCC (Schwiebert et al., 1995). Il permet la sécrétion de chlore AMPc

dépendante.

(3) CaCC: Calcium activated chloride channel

Le canal CaCC est activé par le calcium. Il existe trois isoformes protéiques CaCC 1 a 3. Le
canal CaCC 1 est retrouvé en grande quantité a la membrane des cellules a mucus. Cette expression
est corrélée a la quantité de mucus produite. Il constituerait une alternative au canal CFTR dans le

cas de la mucoviscidose pour la sécrétion de chlore AMPc dépendante.

b) Le transport de sodium

Les canaux de transport sodique sont exprimés au coté apical de la membrane plasmique des
cellules épithéliales et permettent I'entrée du Na+ selon un gradient électrochimique. La majorité
des transports d’ions Na+ est réalisée par le canal ENac (Epithelial Na+ Channel) selon un gradient
électrochimique. Ce canal fonctionne en coordination avec la pompe Na+/K+-ATPase, située du coté
basolatéral de la cellule qui permet la sortie du sodium tout en créant une force électrogénique

assurant la polarisation cellulaire.

Le canal ENac est formé de trois sous-unités, a-, B- et y-ENac de 85 a 95 kDa et est,
hautement sélectif pour le Na+ (Canessa et al., 1994). La sous-unité a transporte les ions sodium et
les sous unités P et y bien que, ne transportant pas le Na+, augmentent néanmoins son transport. Ce

canal ENac est inhibé par le diurétique amiloride capable de se lier a la sous unité a (Figure 19).

Le transport des ions sodium dans la cellule et a travers celle-ci joue un réle physiologique
primordial. Il est impliqué dans ’lhoméostasie du Na+ dans le milieu extracellulaire en le réabsorbant
et représente un canal important dans la régulation de I'hydratation du liquide de surface en laissant

entrer le sodium dans la cellule épithéliale.
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Figure 19 : Structure du canal ENac

c) Le transport de potassium

Il existe une trentaine de canaux potassiques au sein des voies respiratoires. lls sont situés du
cOté apical mais également du c6té basolatéral. Il y a 3 classes de canaux K+, différenciées par le
nombre de domaines transmembranaires (TMB). Parmi les canaux possédant 6 domaines TMB, il

existe 2 sous classes de canaux, les canaux voltage dépendant du K+ et ceux dépendant du Ca+. Puis

on trouve les canaux formés de 4 TMB et de deux pores (K2P), et enfin les canaux, présentant 2

domaines TMD (ou Kir) (Bardou et al., 2009).

Ces canaux sont impliqués dans diverses fonctions physiologiques de [I'épithélium
respiratoire. lls jouent un réle dans le maintien du gradient électrochimique pour le transport des
ions et des fluides et de ce fait, permettent I’équilibre entre les ions Na+ et Cl- permettant ainsi de
controler le volume du liquide de surface ainsi que sa composition. Ces canaux ont également une

importance dans l'adaptation cellulaire aux différents niveaux d’oxygéne. Mais les canaux
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potassiques auraient aussi une forte implication dans la réparation des lésions de I'épithélium
respiratoire. En effet, il a été montré que l'activité des canaux K+ module la prolifération et la

migration de différents types cellulaires (Trinh et al., 2007a).

d) Les autres transporteurs

(1) Pompe Na/K ATPase

La pompe Na+/K+ ATPase assure le transport actif des ions sodium et potassium. Elle permet
d’expulser du c6té basolatéral trois ions sodium et de réabsorber deux ions potassium. Elle est
essentielle au fonctionnement de toutes les cellules. Son réle principal est de maintenir
I’'homéostasie sodique et potassique intracellulaire. Elle est nécessaire a I'absorption transépithéliale

de sodium (Jorgensen et al., 2003).

La pompe est un complexe protéique appartenant a la famille ATPase de type P constitué
d’un hétérodimére de sous unités a et B ainsi que d’une protéine régulatrice de transport ionique
appartenant a la famille FXYD (P L Jorgensen et al., 1998; Kuster et al., 2000; Sweadner et al., 2000).
L'activité de la pompe est inhibée par des glycosides cardiotoniques comme I|'ouabaine ou la

digitaline.

C'est une pompe électrogene qui, en maintenant une faible concentration de sodium
intracellulaire et une forte concentration de potassium, permet de créer une différence de potentiel
de part et d’autre de la membrane plasmique. Ce passage des ions Na+ et K+ produit une énergie
potentielle directement liée au gradient ionique qui va étre utilisée pour les transports actifs

secondaires couplés essentiellement au sodium.

(2)  Co-transporteur Na-K-Cl

Le co-transporteur Na+/K+/2Cl- est localisé au niveau de la membrane basolatérale. Il
permet de faire entrer des ions chlorures contre le gradient électrochimique, ions qui sont ensuite
excrétés au pole apical. Ce cotransport est électroneutre avec une stoechiométrie de 1Na : 1K : 2Cl

(Haas et Forbush, 1998).
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Ce cotransporteur peut étre inhibé par la classe des diurétiques tels que le furosemide, le
bumetanide et le benzmetanide. Il existe deux isoformes du cotransporteur Na-K-Cl: NKCC1 et
NKCC2 (Ecelbarger et al, 2001). Cependant, seul NKCC1 est présent au niveau des cellules
épithéliales respiratoires, NKCC2 étant présent uniqguement au niveau rénal. NKCC1 est étroitement
lié avec les canaux chlores afin de réguler le volume cellulaire au cours de la sécrétion des fluides et

des ions (Haas et Forbush, 2000).

L’'activation de ce cotransporteur au niveau des cellules épithéliales est réalisée de maniére
indirecte suite a une stimulation par I'UTP apical ou par lI'isoprotérénol (Haas et Forbush 2000 ;
Haaset al., 1993). La concentration de chlore intracellulaire est également fortement impliquée dans
son activation. En effet, les variations de concentrations, suite aux différentes stimulations par
I’AMPc, I'UTP ou encore l'isoprotérénol, permettent I'activation de NKCC1 par la phosphorylation via

une protéine kinase (Haas et Forbush, 2000).

(3) L’échangeur Na/H

L’échangeur Na/H (ou NHE) assure un échange électroneutre par l'intermédiaire de I'entrée
d’un ion Na+ extracellulaire et la sortie d’'un proton intracellulaire, activé par la production de
protons cellulaires (Harvey et Ehrenfeld, 1988). L’échangeur sodium/proton est impliqué dans le flux
ionique mais également dans la régulation du pH intracellulaire (pHi) ainsi que du volume cellulaire

(Orlowski et Grinstein, 1997).

Les NHE sont une superfamille de 9 isoformes (Orlowski et Grinstein, 2004). L'isoforme NHE1
est ubiquitaire et est localisée au poéle basolatéral de la cellule épithéliale (Paradiso, 1992). Les
isoformes NH2 et NH3 ont été mises en évidence dans les cellules épithéliales nasales humaines (Shin

et al., 2005), quant aux autres isoformes, ils sont spécifiques d’autres tissus.

Les NHE sont associés a de nombreuses fonctions physiologiques. lls protégent la cellule
contre I'acidification intracellulaire. Les NHE sont activés par la diminution du pHi. D’autre part, les
NHE peuvent modifier le pHi afin de stimuler la croissance et I'état de la cellule. En effet, NHE1 est
fortement impliqué dans la croissance cellulaire et la prolifération (Putney et Barber, 2003 ; Wang et

al., 1997). Enfin, 'activité de NHE1 participe a la différenciation cellulaire (Rao et al., 1992).

42



INTRODUCTION

e) Modéle de transports transépithéliaux

L'avenement des techniques d’électrophysiologie a permis, ces dernieres années, d’obtenir
des données précises sur la différence de potentiel transépithélial (ddp), la résistance
transépithéliale (R) et le courant généré par les mouvements des ions a travers I'épithélium (ou scc
pour « short-circuit current). Ces mesures ont été réalisées directement par la prise de la ddp nasale,
trachéale ou encore bronchique a partir de tissus excisés ou de cultures cellulaires en utilisant Ia

chambre de Ussing, ou encore en utilisant le patch clamp pour mesurer I'activité des canaux (Figure

20).
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Figure 20 : Transports ioniques de I’épithélium bronchique normal
(I. Fajac, C. Delclaux —cours de PCEM2)

Ces techniques de mesure ont montré que, dans les conditions physiologiques normales,
|'épithélium respiratoire est de type absorbant. Les deux tiers du courant détecté sont représentés
par les ions Na+ constituant la majorité des éléments absorbés. Cette pénétration des ions Na+ est
réalisée par le canal ENac au niveau du péle apical de la cellule épithéliale bronchique humaine. Ces

ions sont ensuite évacués hors de la cellule du coté basolatéral par la pompe Na+/K+ ATPase. La
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combinaison formée par le canal ENac et la pompe Na+/K+ ATPase permet de créer un flux net d'ions

sodiques du compartiment muqueux vers le compartiment séreux.

Le gradient ionique ainsi généré par la pompe Na+/K+/ ATPase au pble basolatéral permet
I'accumulation des ions potassiques au niveau cytosolique et ainsi de former un gradient
électrochimique favorable au transport de K+ vers I'extérieur de la cellule. Différents canaux
potassiques (dépendants du voltage et/ou du calcium) permettent de maintenir la concentration de

K+ et le potentiel de membrane.

Parallélement au passage des ions Na+, les ions chlorure Cl- traversent également de
maniére passive la barriére épithéliale essentiellement par des voies de type paracellulaire. Ce
passage permet de préserver I'électroneutralité et I'absorption d’eau.

Cependant, la sécrétion de chlore Cl- peut également s’effectuer selon un gradient électrochimique
maintenu par le co-transporteur Na+/K+/Cl- mais aussi par les canaux Cl- de la membrane apicale

comme CFTR et les CaCC.

L’équilibre existant entre I'absorption de sodium et la sécrétion de chlore est trés important
dans la régulation des mouvements d’eau a travers I’épithélium. Il permet de contribuer a
I’hydratation optimale des voies aériennes et permet d’assurer une clairance mucociliaire efficace
(Boucher, 1994; Widdicombe et al.,, 1997 ; Tarran et al., 2001 ; Boucher, 2003 ; Chambers et al.,
2007).
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B.  La plasticité de I'épithélium bronchique

L’épithélium respiratoire constitue, aprés I'épiderme, la deuxieme plus grande surface
tissulaire au contact de I'environnement extérieur. Dans les cas non pathologiques, cette exposition
permanente, via l'inspiration, I'expose a différents facteurs plus ou moins néfastes pouvant entrainer
des lésions dénudant partiellement ou totalement la lame basale. Face a ces lésions, I'épithélium
respiratoire est capable de restaurer son intégrité par des mécanismes de réparation et de

régénération.

L'épithélium respiratoire est une structure dynamique possédant, comme décrit dans la
partie |, différents types cellulaires participant a son architecture. Ces cellules basales, ciliées ou
encore caliciformes coexistent dans une certaine proportion au sein de I'épithélium. L’homéostasie
cellulaire maintient la composition cellulaire de I'épithélium. De plus, en cas de lésion, les cellules
épithéliales ont des propriétés de plasticité leur permettant de migrer et de se redifférencier pour
régénérer |'épithélium. Ces mécanismes sont régis rigoureusement et leurs déséquilibres dans
certains cas pathologiques, tels que les maladies respiratoires chroniques inflammatoires comme la
BPCO, I"'asthme ou la mucoviscidose, entrainent la formation de zones de remaniements épithéliaux
avec la présence de métaplasies malpighiennes et/ou d’hyperplasies de cellules basales ou

sécrétoires (Basbaum et Jany, 1990).

1. Le contexte de lésions

a) Lésions d’origine non pathologiques

(1)  Particules issues de la pollution

La pollution atmosphérique représente une source majeure de particules pouvant léser la
mugqueuse respiratoire. Les principales molécules pouvant nuire a I'épithélium sont I'ozone (03), les
oxydes nitriques (NO) et les particules dérivées du diésel. Les études menées par Devalia et ces
collaborateurs ont montré, dans un modele de culture in vitro, que I’exposition des cellules

épithéliales respiratoires a ces particules diminuait I'activité des battements ciliaires ainsi
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gu’entrainait une augmentation des lésions membranaires et de la perméabilité cellulaire. D’autre
part, cette exposition aux molécules, issues de la pollution, induit la sécrétion de médiateurs pro-

inflammatoires tels que I'lL-8, le GM-CSF, le TNF-a et le leucotriene C4 (Devalia et al., 1993).

(2)  Les composants de la fumée de cigarette

La fumée de cigarette est formée d’'un ensemble de plus de 6000 molécules chimiques parmi
lesquelles peuvent étre retrouvés des radicaux libres et d’autres agents oxydants tels que
|"acétaldéhyde et I'acroléine (MacNee, 2000). Wang et collaborateurs ont montré, dans un modele
de culture in vitro, que certains extraits de la fumée de cigarette diminuaient les capacités de
migration et de prolifération des cellules épithéliales bronchiques humaines. D’autre part, la fumée
de cigarette détruit les jonctions cellulaires et provoque la perte de l'intégrité de I'épithélium
respiratoire (Petecchia et al, 2009; Dye et Adler, 1994). Enfin, la fumée de cigarette induit des
altérations histologiques de I'épithélium respiratoire au niveau de voies aériennes supérieures et
inférieures entrainant la formation de métaplasies et d’hyperplasies de cellules sécrétoires (Dye et
Adler, 1994 ; Haswell et al., 2010). La présence de ces composés oxydatifs interfere avec les
mécanismes de réparation épithéliale aggravant les lésions de I'épithélium respiratoire (H Wang et

al., 2001).

(3)  Stress mécanique

Les interventions médicales peuvent étre une source de Iésion de I'épithélium respiratoire
(Dohar et Stool, 1995). La ventilation par assistance médicale, I'intubation par insertion d’une sonde
endotrachéale tout comme I'utilisation de la trachéotomie entrainent la desquamation plus ou moins
totale de la lame basale (Mammel et Boros, 1987). L'utilisation de la ventilation mécanique
pulmonaire impose des tensions qui distendent les tissus respiratoires. L'imposition cyclique de cette
tension altére le processus de réparation de I'épithélium respiratoire en influant sur les mécanismes

de migration cellulaire (Savla et Waters, 1998).
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b) Lésions pathologiques

(1)  Bactéries- Virus

Certains pathogenes sont capables d’altérer l'intégrité de la barriere épithéliale. Cette
altération peut intervenir via une desquamation cellulaire ou par une détérioration des jonctions
cellule-cellule ou cellule-matrice. Certains pathogénes viraux (rhinovirus) ou bactériens (Bulkoderia
cenocepacia, Pseudomonas aeruginosa) dégradent les jonctions serrées (Sajjan et al.,, 2008 ; Kim et
al., 2005; Coraux et al., 2004) perméabilisant I'épithélium respiratoire et facilitant ainsi leur invasion

tissulaire.

Les bactéries sont capables de produire des exotoxines pouvant inhiber les fonctions ciliées
et léser I'épithélium (R Wilson, D Roberts, et P Cole 1985) ; (R Wilson et P J Cole 1988). Ces toxines
alterent le transport mucociliaire (Munro et al., 1989) ainsi que les transports ioniques (Stutts et al.,
1986) et stimulent la sécrétion de mucus (Li et al., 1997). Enfin, la présence de pathogenes bactériens
induit la sécrétion de médiateurs inflammatoires responsables lors de la dégradation cellulaire (Cf.

paragraphe inflammation chapitre IC).

(2) Inflammation

Dans le cas des pathologies respiratoires chroniques inflammatoires telles que la BPCO, la
mucoviscidose ou I'asthme, I'inflammation devient un facteur délétére de I'épithélium des voies
aériennes. Les nombreuses réactions inflammatoires impliquant I'afflux massif de cellules
immunitaires, notamment de neutrophiles et d’éosinophiles, entrainent la libération de nombreuses

protéases et cytokines (Cf. paragraphe inflammation chapitre IC).

(3) Prédisposition génétique

Certaines anomalies génétiques sont impliquées dans la formation des lésions de I’épithélium
respiratoire. La mucoviscidose (chapitre développé dans la partie IC) se traduit par une altération de
la clairance mucociliaire associée a une infection et une inflammation chroniques entrainant, a long

terme, une détérioration progressive de I'épithélium respiratoire. La dyskinésie ciliaire primaire,
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autre atteinte génétique empéchant la mobilité des cils, présente les mémes complications (Chhin et

al., 2009).

2. Les mécanismes de réparation / régénération

Face a ces diverses lésions qui vont entrainer une desquamation partielle pouvant aller
jusqu'a une dénudation totale de la membrane basale, des mécanismes de réparation / régénération
se mettent en place afin de restaurer la barriére épithéliale. De nombreux modeéles expérimentaux
de lésion / réparation in vivo et in vitro ont été mis au point afin d’étudier les mécanismes cellulaires
et moléculaires impliqués. Ainsi, il a été montré, suite aux lésions, une succession d'événements
cellulaires tels que I'étalement et la migration des cellules restées attachées a la lame basale ou
bordant la zone |ésée, suivis de leur prolifération et enfin de leur différenciation pour restaurer un

épithélium pseudostratifié mucociliaire parfaitement fonctionnel (Figure 21).

A Etape | B Etape |1 C  Etapelll D Etape IV
Adhérence et migration  |Prolifération et stratification| Pseudostratification Epithélium pseudostratifié
cellulaires cellulaires et différencié

Figure 21 : Régénération de I’épithélium respiratoire des voies aériennes dans le modeéle de
xénogreffe humanisée dans la souris nude.

(Coraux et al., 2005. J Pathol; 206 : 160-9)
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a) Mécanismes de régénération et de réparation épithéliale

(1)  Lesstades de réparation - régénération des épithélia

Face aux différents types d’agressions, I'épithélium respiratoire peut subir une desquamation
plus ou moins importante. La reconstitution de I'architecture de I'épithélium respiratoire a pu étre
étudiée a 'aide de différents modeles de Iésion / réparation in vivo et in vitro. Elle nécessite, dans un
premier temps, I'étalement et la migration des cellules bordant la zone de Iésion. Cette étape est
suivie de la prolifération et de la différenciation des cellules épithéliales aboutissant a un épithélium

mucociliaire fonctionnel (Dupuit et al., 2000; Coraux et al., 2005).

Le premier stade du processus de réparation nécessite une dédifférenciation, suivi de
I’étalement et la migration des cellules épithéliales bordant la zone de lésion (Erjefalt et al., 1995).
Elle est réalisée par les cellules basales mais aussi par les cellules progénitrices. Les cellules migrent,

recouvrant ainsi la membrane basale dénudée, et instaurent une protection (Erjefélt et al., 1997).

Lorsque la zone lésée est réépithélialisée, la majorité des cellules sont entrées en phase de
prolifération et expriment les cytokératine 13, 14 et 18 (Dupuit et al., 2000). Les cellules présentes
forment, de maniére transitoire, une structure épithéliale stratifiée composée de plusieurs couches

de cellules cuboidales couvertes d'une couche de cellules étalées morphologiquement squameuses.

La phase proliférative cellulaire diminue et les cellules épithéliales entrent dans une phase de
différenciation provoquant le remaniement de la structure épithéliale squameuse. Deux grands
mécanismes sont alors mis en jeu, d’'une part une différenciation sécrétoire et d’autre part
I'activation de la ciliogénése. Les premieres cellules ciliées apparaissent, I'épithélium n’est plus
stratifié mais adopte un aspect architectural pseudostratifié avec des cellules ayant une morphologie

cylindrique.

(2) Ladifférenciation des cellules ciliées

La ciliogénese est un processus de différenciation terminale de I'épithélium respiratoire

nécessaire a 'acquisition de ses propriétés de défense par le transport mucociliaire. Ce mécanisme
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permet de développer les structures centriolaires a I'origine de I'architecture des cils présents a la
surface des cellules ciliées. Il a été montré que le facteur de transcription FOXJ1 est exprimé et est
nécessaire dans le processus de différenciation des cellules ciliées. Son expression précede

|"apparition des cils (Blatt et al., 1999).

L'établissement de la polarité des cellules épithéliales est essentiel pour la ciliogénése. Les
corps basaux ciliaires migrent vers la surface de la cellule a l'aide du cytosquelette d'actine
(Boisvieux-Ulrich et al., 1990). Ce mécanisme implique l'ezrine et RhoA qui sont régulées par le
facteur de transcription FOXJ1 (Huang et al., 2003 ; Gomperts et al., 2004). La formation des cils est
dépendante des corps basaux dont l'origine proviendrait de la transformation des centrioles, un

processus qui reste encore a expliquer (Hoyer-Fender, 2010).

De récentes études montrent la présence de cils primaires dans les cultures de cellules
respiratoires murines et humaines. L'étude de I'évolution temporelle de ces cils indique que les
cellules possédant ce facteur ont la capacité d’acquérir des cils motiles, ce qui suggere que le cil
primaire serait a I'origine des cils mobiles présents dans la différenciation terminale des cellules
ciliées. Leur absence dans I'épithélium respiratoire mature ainsi que leur apparition lors de Iésions
semblent les impliquer dans les processus de réparation et de différenciation épithéliale (Jain et al.,

2010).

b) Modéles de réparation / régénération in vivo

Plusieurs modeles d’étude in vivo, comprenant des modeéles chez le lapin, le cochon d’Inde, le
rat et la souris, ont été développés afin de reproduire les conditions de lésions pathologiques ou non,
observables chez I’homme, et ainsi de comprendre les mécanismes impliqués dans la réparation et la
régénération de I'épithélium respiratoire. L’apport d’'un environnement dit in vivo permet d’étudier
la régénération dans les conditions physiologiques et d’appréhender I'apport de I'inflammation et

I'implication d’autres facteurs dans le processus de réparation épithéliale.

D’autre part, des modeles de xénogreffe de cellules respiratoires ont permis d’obtenir la
régénération de I'épithélium dans les conditions physiologiques (Dupuit et al., 2000). Le modeéle
expérimental le plus utilisé implique I'implantation sous-cutanée chez la souris d’'une trachée de rat
exempt de son épithélium, dans lequel sont ensemencées les cellules épithéliales humaines issues de
polypes nasaux ou de bronches humaines. Ce modeéle expérimental dit « ouvert » permet d’analyser

d’une part, les étapes successives de la régénération, et d’autre part, d’analyser les sécrétions
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épithéliales et d’étudier la modulation de I'expression des molécules matricielles, des facteurs de
croissance et des cytokines au cours de la régénération épithéliale (Zhang et al.,, 1996). Il a pu étre
observé que les cellules épithéliales respiratoires, ensemencées dans ce modele de xénogreffe,
possedent la capacité d’adhérer a la lame basale, de s’étaler et de migrer afin de recoloniser la
matrice hote, puis de proliférer et de se redifférencier pour former un épithélium de surface

pseudostratifié mature (Escotte et al., 2004).

L'expérimentation dans les souris SCID présente |'avantage de n’avoir aucune influence de
I'inflammation et une tolérance des cellules humaines. Ce modele a permis de montrer que des
cellules indifférenciées de trachée fcetale humaine avaient la capacité de reformer un épithélium

respiratoire mucociliaire mature et bien différencié (Delplanque et al., 2000).

La xénogreffe bronchique dans la souris nude ne présentant pas de thymus et par
conséquent ne possédant pas de lymphocytes T, permet d’analyser la régénération au cours du
temps sans l'influence de ces cellules. Le développement de I'utilisation des souris nude a permis
d’obtenir un épithélium respiratoire humain pseudostratifié mucociliaire et de suivre les différentes
étapes de la régénération épithéliale dans les conditions proches de celles observées in vivo chez

I’'homme (Dupuit et al., 2000).

c) Modéles de réparation / régénération in vitro

L’accessibilité cellulaire et I'observation des différents événements de la réparation
épithéliale étant limitées dans les modéles d’étude in vivo, des modéles de |ésions in vitro ont été mis
au point. Les lésions chimiques ou mécaniques permettent de mimer la desquamation de
I’épithélium bronchique puis, les étapes successives de la réparation sont analysées. Ces modeéles
permettent l'accés aux sécrétions des facteurs épithéliaux impliqués dans la régénération de
I’épithélium respiratoire, mais permettent également de moduler I'environnement dans lequel se

déroule ce processus.

Les modeles de lésions mécaniques (Zahm et al., 1991) ou chimiques (Zahm et al., 1997) ont
permis d’observer les phénoménes impliqués lors de I'étalement et la migration des cellules apres
desquamation d’une partie de la couche monocellulaire de culture de cellules épithéliales

bronchiques a confluence.
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La mise au point du modéle de culture en interface air-liquide a permis d’obtenir la
régénération d’un épithélium mucociliaire parfaitement différencié. Ce modéle de différenciation en
deux dimensions consiste en une chambre bicompartimentale formée par un filtre poreux sur lequel
sont ensemencées des cellules issues de la dissociation enzymatique de bronche ou de polypes
nasaux. Les cellules sont cultivées initialement en condition liquide-liquide jusqu’a I'obtention de la
confluence de la couche cellulaire. Les cellules sont alors mises en culture en condition air-liquide par
suppression du milieu du compartiment apical. Cette condition air-liquide est primordiale pour la
différenciation des cellules épithéliales respiratoires ainsi que ['obtention d'un épithélium

mucociliaire fonctionnel (de Jong et al., 1994; Gray et al., 1996).

L'avantage de ce modéle de régénération réside dans la capacité de modulation de I'environnement
de différenciation des cellules épithéliales respiratoires afin d’étudier I'effet de différents facteurs

exogenes dans les mécanismes de la régénération.

Enfin, il existe également un modele de différenciation des cellules épithéliales respiratoires
en trois dimensions sous forme de sphéroides. Ce sont des structures sphériques épithéliales
parfaitement différenciées et fonctionnelles obtenues a I'aide des cellules respiratoires dissociées.

Ces sphéroides ont la capacité de maintenir leur différenciation a long terme (Castillon et al., 2002).

3. Facteurs intervenant au cours de ces mécanismes de

réparation/ régénération de I'épithélium bronchique

Quelle que soit la nature de la lésion, le processus de réparation est initié le plus rapidement
possible. Ce mécanisme de régénération fait intervenir une réponse cellulaire, comme décrit dans le
paragraphe précédent, mais également une réponse inflammatoire impliquant la sécrétion de
cytokines, de protéases et le recrutement de cellules immunitaires. Suite a la formation de la lésion
et de I'environnement inflammatoire qui en résulte, les cellules endothéliales, les macrophages, les
fibroblastes ainsi que les cellules épithéliales Iésées sécrétent des cytokines, des chimiokines, des
facteurs de croissance, ainsi que de nombreuses enzymes impliquées dans le processus de

régénération/ réparation épithéliale.
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a) Les métalloprotéinases matricielles (MMPs)

Ce sont des protéases a cystéines sécrétées par plusieurs types de cellules. Plus d'une
vingtaine de MMPs sont connues, classées en trois catégories majeures: les collagénases, les
gélatinases et les stromélysines. Ces protéases sont capables de dégrader les protéines de la matrice
extracellulaire. Elles sont fortement exprimées pendant les processus de réparation épithéliale et

interviennent a différents niveaux.

Les cellules en cours de migration acquiérent des propriétés de cellules mésenchymateuses.
Elles expriment les MMP-3 et 11 (Buisson et al., 1996) ainsi que la vimentine, marqueur des cellules
en transition épithélio-mésenchymateuse. Ce changement phénotypique cellulaire est caractérisé
par une perte des jonctions serrées, une augmentation de I’'expression des MMPs et des composants
de la matrice extracellulaire (Davies, 2009). Les MMPs sont impliquées dans le remodelage de la

matrice extracellulaire favorisant le phénomene migratoire.

Les métalloprotéinases ne sont pas ou peu exprimées dans les tissus sains excepté la
matrilysine (MMP-7) (Dunsmore et al., 1998). Produite de maniére constitutive, la MMP-7 n’a pas
seulement une action sur la matrice extracellulaire mais également dans la défense de I'épithélium
respiratoire en activant par clivage certains peptides de I'immunité telle que les défensines (Ganz
1999 ; Parks et al., 2001). Il a pu étre démontré que la MMP-7 augmentait la migration des cellules
respiratoires (Parks et al., 2001). Elle permet le clivage de I'ectodomaine de la cadhérine E impliqué

dans la réparation des lésions épithéliales (McGuire et al., 2003).

La gélatinase B (MMP-9) stimule également la migration cellulaire impliquée dans la
réparation des lésions épithéliales respiratoires. Cependant, il a été démontré que les lésions
provoquées par I'arsenic stimulent fortement la sécrétion de la MMP-9 et empéchent la réparation
épithéliale (Olsen et al., 2008), montrant qu’une fine régulation de cette enzyme est nécessaire dans
les processus de réparation. Différents travaux réalisés chez les souris déficientes en MMP-9 ont
montré que cette métalloprotéinase est impliquée dans les processus d’inflammation et dans le
remodelage de I'épithélium des voies respiratoires. Elle est exprimée faiblement dans les tissus sains,

mais est fortement stimulée par les cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a et régule la
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migration des cellules épithéliales (C Legrand et al., 1999) ainsi que la réparation de I'épithélium

(Mohan et al., 2002).

De récentes études ont montré que les MMP-7 et -9 ont une influence directe dans la
différenciation des cellules épithéliales respiratoires. En effet, I'étude de leur expression dans le
modele de xénogreffe bronchique humanisée dans la souris nude a montré qu’elles étaient modulées
au cours de la régénération de I'épithélium bronchique (Hajj et al., 2007). La synthese et la sécrétion
de ces MMPs augmentent au cours des différentes étapes aboutissant a la régénération épithéliale.
D’autre part, I'inhibition des MMP-7 et -9 entraine le remodelage de I'épithélium, menant a un
défaut de différenciation mucociliaire aboutissant a la génération de métaplasie malpighienne avec

la présence de zones d’hyperplasie de cellules basales (Coraux et al., 2005).

b) Les autres facteurs (cytokines, facteurs de croissance...)

Différents facteurs ont été décrits, modulant la migration et la prolifération cellulaire dans les
mécanismes de réparation et de régénération épithéliale. Secrétés par les cellules du mésenchyme et

les cellules affluant au niveau de la lésion, ils sont également produits par les cellules épithéliales.

L'EGF (Epidermal Growth Factor), via le récepteur EGFR, stimule et accélere la réparation
épithéliale (Puddicombe et al., 2000 ; Zahm et al., 1993). En effet, 'EGF accélére la réparation des
|ésions épithéliales en modulant la migration cellulaire, un inhibiteur de la voie EGFR tyrosine kinase
entrainant un blocage de la réépithélialisation (White et al., 1999 ; Puddicombe et al., 2000). De plus,
Barrow et al, ont suggéré que I'EGF et le PDGF (platelet-derived growth factor) favorisent la
régénération de I'épithélium respiratoire, en stimulant la prolifération et la différenciation des
cellules épithéliales respiratoires (Barrow et al., 1993). L'HGF (hepatocyte growth factor), le KGF
(keratinocyte growth factor) et les IL-1a et B régulent la migration cellulaire, mais peuvent également

avoir une action mitogénique (Zahm et al., 2000 ; Waters et Savla, 1999 ; Hicks et al., 2003).

Il a été montré que I'EGF avait la capacité de stimuler certains canaux potassiques, leur
action combinée potentialisant la migration et la prolifération des cellules épithéliales respiratoires
(Trinh et al., 2008 ;Trinh et al., 2007b). La famille des peptides de 'EGF et EGFR augmente en réponse

aux lésions de I'épithélium respiratoire.
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Des peptides trifoliés (TFF), en particulier TFF2 et TFF3, peuvent également, via la voie
d’activation de la protéine kinase C et de ERK (extracellular signal-related protein kinase) 1/2, agir en
synergie avec I'EGF dans la réparation de I'épithélium respiratoire et la différenciation des cellules
ciliées (LeSimple et al., 2007; Chwieralski et al., 2004). Enfin, I’héréguline-a, en raison de sa liaison
avec les récepteurs erbB2-4, favorise la réépithélialisation de lésion de I'épithélium respiratoire

(Vermeer et al., 2003).

Les facteurs de croissance comme l'insuline ou I’'HGF interviennent en activant la synthése de
la matrice extracellulaire, comme I'IL-8 en stimulant I'expression des MMPs ou comme I'IL-13 en
favorisant la sécrétion d’autres facteurs de croissance motogenes et mitogénes. L'augmentation de
I’expression de ces facteurs de croissance par les cellules épithéliales respiratoires |ésées faciliterait
la réépithélialisation par un mécanisme de réparation autocrine. Les travaux de Shen et al., suggérent
que I'HGF pourrait non seulement moduler la migration et la prolifération des cellules épithéliales
respiratoires, mais également favoriser la différenciation ciliée probablement via une activation de
son récepteur c-met (Shen et al., 1997). Par ailleurs, I'EGF, la toxine cholérique et I'lL-13 seraient des
inhibiteurs de la différenciation ciliée tandis que I'EGF, comme I'IL-4, I'IL-9, I'IL-13 et I’élastase du
neutrophile seraient de puissants inducteurs de la différenciation des cellules muco-sécrétrices (Clark
et al., 1995 ; Burgel et Nadel, 2004; Laoukili et al., 2001). On sait également que les défensines du
neutrophile, comme I"'HNP1-3, peuvent moduler la régénération de I'épithélium respiratoire 1ésé,
non seulement en modulant la migration et la prolifération cellulaire par la voie d’activation MAP-
kinase/ERK1/2, mais également en induisant la différenciation des cellules a mucus (Aarbiou et al.,

2004).

Une récente étude montre que le TNFa et I'lL-1B augmentent la transition épithélio-
mésenchymateuse induite par le TGF-B1 et dérégulent la réparation des Iésions de I'épithélium
respiratoire (Borthwick et al.,, 2010). Enfin, il semblerait d’aprés Lazard et al., que le TGF-B, par sa
capacité a limiter la différenciation des cellules sécrétoires et ciliées, contribue au remodelage de

I’épithélium respiratoire (Lazard et al., 2009).
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4. Remodelage de I'épithélium respiratoire

a) Métaplasie de type squameux ou malpighien

(1)  Définition, description, localisation normale

L’épithélium malpighien ou de type squameux est un épithélium pavimenteux stratifié formé
d’une assise de cellules basales en contact avec la lame basale. Les cellules se divisent et forment des
couches de cellules polyédriques. La couche cellulaire superficielle présente des cellules plus aplaties
Les épithélia malpighiens ou squameux sont localisés au niveau de |'épiderme de la peau, du
revétement de la cavité buccale, de I'cesophage et du vagin. Dans les conditions physiologiques,

I’épithélium malpighien est inexistant dans |'appareil respiratoire.

Les cellules engagées dans la voie de différenciation squameuse présentent des changements
morphologiques avec une diminution du rapport nucléo-cytoplasmique dii a une augmentation de la
taille cellulaire (Watt et H Green 1981). D’autre part, le nombre de jonctions de type desmosome
augmente (Brezillon et al., 1995). Les cellules squameuses expriment la transglutaminase | (Jetten et
Shirley, 1986), I'involucrine (Tian et al., 2006) et la p63 (Murata et al., 2007). Le facteur ANp63,
exprimé dans les carcinomes, joue un rble important dans le développement d’'un phénotype
épithélial de type squameux (Hibi et al., 2000; Chilosi et al., 2002). La régulation des filaments
intermédiaires de cytokératine est complexe, les cytokératines 4, 13, 14 et 16 étant retrouvées dans

les cellules squameuses respiratoires (Boisvieux-Ulrich et al., 2000) (figure 22).

(2) Lésions a lorigine des remaniements épithéliaux

Squameux

Dans certaines conditions, I'épithélium de surface respiratoire est engagé dans une voie de
différenciation squameuse. La métaplasie malpighienne peut étre induite suite a une lésion et serait
alors une réponse adaptative. Elle peut étre également observée dans les cas de lésions
précancéreuses des carcinomes épidermoides. Les mécanismes moléculaires impliqués dans ces

métaplasies ne sont pas encore clairement connus.

Une lésion chimique ou mécanique, va induire au cours de la régénération, la formation de
zones de métaplasies squameuses. Ce type de remaniement épithélial, retrouvé dans I'appareil

respiratoire, semble faire partie des mécanismes de réparation rapide afin de restaurer I'étanchéité
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de la barriere épithéliale (Jetten, 1991). Dans ce cas, la métaplasie squameuse est une structure
transitoire et réversible qui, dans les conditions normales de réparation tissulaire évolue pour

reconstituer un épithélium mucociliaire bien différencié (Puchelle et al., 2006).

Ces remaniements squameux peuvent étre aussi observés dans le cas d’une carence en acide
rétinoique. En effet, I'absence de vitamine A chez la souris entraine une hyperplasie cellulaire suivie
de la formation d’'une métaplasie malpighienne de I'épithélium bronchique (Kaartinen et al., 1993).
Un traitement par la vitamine A permet de reverser ce processus (Jetten et al.,, 1990). Les dérivés de
la vitamine A sont fortement impliqués dans la maintenance du phénotype mucociliaire de
I’épithélium respiratoire (Jetten, 1991), en agissant via les récepteurs nucléaires RAR (Retinoic acid

receptor) et les RXR (Retinoic X receptor) (Chambon, 1996).

R ! 8,
DATSSRS R b

Figure 22 : Métaplasie malpighienne observée dans les voies respiratoires

(credit : www.sciencesway.com)

Le changement de la composition cellulaire et de I'organisation architecturale de I'épithélium
respiratoire a été observé dans de nombreuses pathologies respiratoires chroniques inflammatoires

telles que la BPCO (Randell, 2006) ou la mucoviscidose. L'installation de la chronicité de la maladie,
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ainsi que le développement et la persistance de linflammation semblent étre des facteurs

déterminant dans la formation des métaplasies squameuses.

L'exposition de la muqueuse respiratoire a la fumée de cigarette est impliquée dans la
formation des métaplasies squameuses. En effet, différentes études ont démontré qu’en présence
des composants de la fumée de cigarette, un profond remaniement histologique intervient au sein
de I'épithélium respiratoire. L'analyse de ces changements, réalisée chez le rat, indique la présence
de nombreuses zones de métaplasies squameuses (von Meyerinck et al., 1989). La formation de
métaplasies squameuses entraine un dysfonctionnement de la clairance mucociliaire et contribue,
dans le cas de la BPCO, a I'augmentation du risque de développement de cancers épidermoides (Papi

et al., 2004).

Cependant en cas de lésions chroniques, comme cela a été étudié chez le chien par
I'utilisation d’'une sonde d’intubation trachéale pendant 14 jours, il a été montré I'induction d’'une
différenciation épithéliale squameuse (Severson et al., 1982). Ainsi, les Iésions répétées telles que
I’exposition de la muqueuse respiratoire a la fumée de cigarette, un état inflammatoire persistant ou
encore le retard de différenciation et de maturation de I'épithélium respiratoire entraineraient la

formation de métaplasies squameuses irréversibles (Bolton et al., 2009).

(3)  Mécanismes impliqués dans la différenciation squameuse

La métaplasie squameuse est liée a par une hyperprolifération cellulaire (Lee et al., 2001)
suivie d’une différenciation permettant d’acquérir le phénotype squameux caractérisé par une
stratification de couches cellulaires. Ce processus est un des premiers mécanismes de réparation

intervenant suite a une Iésion de I'épithélium respiratoire.

Ce mécanisme est associé a un état inflammatoire induisant la sécrétion de cytokines et de
facteurs de croissance. Par exemple, il a été montré que les cellules squameuses expriment I'IL1-B
activant le TGF-B qui amplifierait I'interaction épithélio-mésenchymateuse pathologique dans la

BPCO (Macnee, 2007), et jouerait un réle clé dans la différenciation squameuse.

Récemment, certains auteurs semblent établir un lien entre la prolifération cellulaire, la
formation d’hyperplasie de cellules basales et le développement de métaplasies malpighiennes
respiratoires. Rock et al.,, dans leur revue de 2010, suggerent un lien entre la prolifération des

cellules basales et la différenciation squameuse (Rock et al., 2010). D’autre part, une étude récente
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de notre laboratoire a montré que le récepteur nicotinique a7 a I'acétylcholine (a7 nAChR) jouait un
role majeur dans la prolifération des cellules basales ainsi que dans la différenciation épithéliale et
serait impliqué dans le remodelage de I'épithélium respiratoire dans la BPCO (Maouche et al., 2009).
Une analyse de ces données par Roman et Koval suggére méme que I’activité du récepteur a7 nAChR

serait un facteur limitant la prolifération des cellules basales (Roman et Koval, 2009).

b) Hyperplasie sécrétoire

Les zones de métaplasies squameuses sont souvent localisées a proximité de zones
d’hyperplasies de cellules caliciformes avec la présence d’une couche basale continue de cellules

exprimant la p63 (Randell, 2006).

(1)  Définition

Dénommeées hyperplasie de cellules sécrétoires (Aikawa et al., 1992), ces zones épithéliales
remaniées sont caractérisées par une augmentation du ratio cellules sécrétoires par rapport aux
cellules ciliées. Elles sont le siege d’une synthése et d’'une sécrétion accrues de mucus entrainant un

défaut de la clairance mucociliaire (Rose, 2001) (Figure 23).

Le phénotype muco-sécrétant de I'épithélium respiratoire est sous la dépendance de
I’environnement des voies aériennes. En effet, les cellules épithéliales augmentent la production de
mucus ainsi que d’autres molécules en réponse aux agressions externes d’agents infectieux, de
particules ou de polluants et d’allergénes, menant ainsi a I'altération des fonctions de I'épithélium

mucociliaire.
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Figure 23 : Hyperplasie de cellules sécrétoires observée dans les voies respiratoires

(Credit : Pulmonary Pathology Yale Rosen FL.ickr)

(2) Hyperplasie des cellules sécrétoires dans les maladies

chroniques respiratoires

Dans les maladies respiratoires chroniques inflammatoires, une forte augmentation du
nombre de cellules sécrétoires est observable. Des modeles in vivo ont été mis au point afin d’étudier
I'influence de différents parameétres observés dans ces pathologies. Ainsi, I'hypersécrétion de mucus
a pu étre reproduite chez le rat par exposition a I'ozone. Afin d’étudier le développement de I'asthme
sévere, des modeles murins ont été au mis point en exposant les animaux de maniere chronique a
des antigénes. L’hyperplasie de cellules sécrétoires est une des caractéristiques des patients qui
meurent suite a une exacerbation aigue dans le cadre d’un asthme sévére (Aikawa et al., 1992).
Enfin, I'exposition de rats aux gaz SO, et a la fumée de cigarette reproduit les effets observés chez

I'Homme (Lamb et Reid, 1969 ; Lamb et Reid, 1968).
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Les génes MUC sont stimulés dans le cas d’une inflammation ou par la présence de
pathogénes infectieux (Rose et Voynow, 2006). L'environnement inflammatoire formé par les
cytokines et les lipides pathogénes des bactéries Gram négatifs et positifs induit I’activation de la
voie MAPK via la protéine Ras et les facteurs de transcription NFkB, AP1 ou SP1 régulant les génes

MUC2 et MUCSAC des voies respiratoires.

(3) Molécules impliquées dans la formation de I'hyperplasie

de cellules sécrétoires

L'EGF est impliqué dans la production de mucus et dans les hyperplasies sécrétoires. La
formation des hyperplasies sécrétoires chez les patients atteints de BPCO, implique la dérégulation
de I'EGFR par la présence d’oxydants, provenant de la fumée de cigarette, et par la sécrétion de
nombreuses cytokines comme le TNF-a, le CXCL8/IL-8 et I'lL-13 (Takeyama et al., 2000; Shim et al.,
2001).

L'interleukine 13, une cytokine induite par les lymphocytes T Helper 2, augmente le nombre
de cellules caliciformes. Ce phénomene a été, d'une part montré dans un modele murin modélisant
I'asthme d'origine allergique (Grinig et al, 1998) et d'autre part, dans un modele in vitro de
reconstitution de I'épithélium respiratoire humain (Atherton et al., 2003). De plus, il a été montré
que I'lL-13 induisait I'augmentation de I'expression de la mucine MUC5AC (Wills-Karp et al., 1998 ;
Atherton et al., 2003). En outre, I'lL-13 inhibe la différenciation des cellules ciliées, et elle altére la
morphologie des cellules en créant des espaces intercellulaires larges et des interdigitations
membranaires. Cette cytokine diminue la fréquence des battements ciliaires, ce qui permet de
corréler les observations réalisées in vivo entre la présence d’hyperplasie sécrétoire et les
obstructions bronchiques (Laoukili et al., 2001). Cette action est également observable pour I'lL-4,

cytokine qui possede le méme récepteur que I'lL-13.
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C. La mucoviscidose

1. Un peu d’histoire

La mucoviscidose (ou Cystic Fibrosis ou CF) est la plus fréquente des maladies génétiques,
transmise selon le mode autosomal récessif dans les populations européennes et nord-américaines

d’origine caucasienne. Cette maladie touche en France environ 1 enfant sur 2500 a la naissance.

C'est en 1938 que la mucoviscidose fut reconnue comme pathologie a part entiére par le Dr
Andersen, d’apres les observations et les descriptions anatomo-pathologiques faites au cours des
autopsies de jeunes enfants. Cette maladie, nommée alors « fibrose kystique du pancréas », a été
caractérisée par une mauvaise réabsorption des graisses et des protéines, avec de nombreuses
stéatorrhées, un retard de croissance et des infections pulmonaires, corrélés avec un défaut de
sécrétion en enzyme pancréatique. Une relation entre les stéatorrhées, la fibrose kystique du

pancréas et les infections pulmonaires fut établie (Andersen, 1938).

Sous le terme « mucoviscidosis » donné en 1944 par le Dr Farber, la maladie fut caractérisée
par la présence d’'un mucus abondant et anormalement épais au sein des canaux glandulaires (Farber
et al., 1943). En 1946, Andersen et Hodges analysérent le cas de 103 enfants atteints de la
mucoviscidose et en conclurent que cette pathologie avait une incidence génétique et se

transmettait de maniére autosomale récessive (Andersen et Hodges, 1946).

En 1953, Di Sant’Agnese montra que chez les patients CF pouvait étre détecté dans la sueur excrétée
un taux de chlorure de sodium (NaCl) cing fois plus important que chez les sujets sains, observation
qui plus tard donnera un outil diagnostic important de la mucoviscidose par le test de la sueur (Di
Sant'Agnese et al., 1953). En 1983, Quinton et al., utiliserent des modéles de canaux glandulaires et
mirent en évidence un défaut du transport de chlore (Quinton et Bijman, 1983). Paralléelement,
Knowles en 1983 et Boucher en 1986 démontrérent une forte absorption de sodium comme étant
caractéristique des voies aériennes des patients atteints de la mucoviscidose (Knowles et al., 1983;
Boucher et al., 1986). Enfin, en 1989, I'équipe de Riordan, Kerem et Rommens a montré qu’un seul
géne serait impliqué dans la pathologie CF, le gene CFTR pour Cystic Fibrosis Transmembrane
Channel, codant pour un canal chlore et présent dans tous les organes pourvus d’un épithélium

sécrétoire (Kerem et al., 1989; Rommens et al., 1989; Riordan et al., 1989). L’atteinte pulmonaire liée
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a la mutation de CFTR est responsable a plus de 90 % de la mortalité et la morbidité de cette

maladie.

2. CFTR

a) Structure du géne et de la protéine CFTR

Caractérisé grace au systeme de clonage positionnel de Tsui et Collins, le géne cftr a été
localisé sur le bras long du chromosome 7, en position 7q31. C'est un gene de 250 kilobases (kb)
comprenant 27 exons (Rommens et al.,, 1989). Il est transcrit en ARNm de 6.5 kb codant pour une
protéine transmembranaire de 1480 acides aminés, avec un poids moléculaire de 180 kDa. L’analyse
de la séquence en acides aminés a permis d’apparenter CFTR a la famille des ABC transporteurs (ATP-
Binding Cassette) (Higgins, 1992). Le canal CFTR est le seul transporteur ABC sélectif pour les ions Cl-

et dont I'activité est régulée par I’AMPc.

Ce canal est formé de deux motifs asymétriques MSD 1 et MSD 2 (Membrane Spanning
Domain), composés chacun de six domaines transmembranaires TM 1 a TM 6 et un domaine de
liaison a 'ATP (Nucleotide Binding Fold ou NBF). Ces deux structures sont liées entre elles par un
domaine cytoplasmique régulateur appelé R, riche en sites de phosphorylation pour les protéines
kinase PKA et PKC ATP dépendante (Hanrahan et Wioland, 2004). Le domaine R correspond aux
résidus 590 a 831 codés par I'exon 13. Il est trés spécifique du canal CFTR puisqu’il n’est pas retrouvé
dans la structure des autres protéines de la famille ABC. La phosphorylation du domaine R par les
protéines kinases est nécessaire a I'ouverture du canal par le MgATP (Berger et Welsh, 1991). En
effet, I'état non phosphorylé du domaine R permet de maintenir le canal fermé (Riordan et al., 1989 ;

Cotten et Welsh, 1997) (Figure 24).
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Figure 24 : Topologie du canal CFTR

(Edelman et Fritsch, mt pédiatrie, vol. 8(3), mai-juin 2005)

b) Fonctionnement du canal CFTR

En absence de toute polarisation cellulaire et de la présence de jonctions serrées, la protéine
CFTR normale est séquestrée au niveau du réseau trans-golgien (A. P. Morris et al., 1994). Lorsque la
cellule est polarisée, la protéine CFTR est localisée au pole apical des cellules épithéliales glandulaires
des canaux biliaires, pancréatiques, des cryptes intestinales, des tubules rénaux, de I'appareil génital,

des glandes sudoripares et enfin de I'arbre trachéo-bronchique.
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Le canal CFTR a une perméabilité plus importante aux anions qu’aux cations, avec une
sélectivité préférentielle aux ions chlorures qu’aux ions iodures et fluorures ce qui distingue CFTR des
autres canaux chlorures plus perméables aux ions CI- chlorures (ex : canal ORCC) (Anderson et al.,

1991).

L'activation du canal CFTR nécessite la phosphorylation par les PKA et PKC des résidus sérine situés
dans le domaine R. Lorsque la protéine est phosphorylée, I'ouverture du canal est sous la
dépendance de I'hydrolyse d’une molécule d’ATP cytosolique et de magnésium, étape limitant
I'ouverture et la fermeture du canal. Ainsi, la molécule d’ATP vient se fixer au site 1 formé par les
motifs LSGGQ de NBD 2 et les motifs Walker 1 et 2 de NBD 1 puis I'hydrolyse a lieu dans le site 2
formé des motifs Walker 1 et 2 de NBD 2 et du motif LSGGQ de NBD 1. L’interaction au site 1 permet
d’activer le canal et I’hydrolyse au site 2 enclenche la dimérisation des deux domaines NBD et le
changement conformationnel des domaines MSD 1 et 2 entrainant le flux d’ions Cl- (Vergani et al.,

2005).

c) Mutations de la protéine CFTR

Plus de 1700 mutations du géne cftr ont été décrites et répertoriées a ce jour (1798 le

05/09/2010 http://www.genet.sickkids.on.caectue/cftr/StatisticsPage.html). Les mutations peuvent

étre réparties en 6 classes selon les prédictions des mécanismes moléculaires et des conséquences

fonctionnelles sur la protéine CFTR (Figure 25).

La classe | affecte la synthese de la protéine CFTR aboutissant a I'absence totale ou partielle
du canal chlore au péle apical des cellules épithéliales. Dans le premier cas, 'ARNm produit est
instable par mutation au niveau d’un site d’épissage ou encore par des mutations non sens, par un
décalage du cadre de lecture ou par mutation faux sens. Dans le deuxieme cas, la protéine produite

est tronquée, instable et rapidement dégradée.

La classe Il correspond a un défaut de maturation cellulaire de la protéine. Cette anomalie
dans la biosynthése du canal CFTR altere le processus de glycosylation nécessaire a I'adressage de la
protéine a la membrane plasmique apicale. La protéine s’accumule au sein du réticulum

endoplasmique et de I'appareil de Golgi ol elle est progressivement dégradée.
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Le type de mutation de classe Il est la plus fréquente. La mutation AF508 est retrouvée a plus de 70 %
chez les patients atteints de la mucoviscidose. Elle intervient dans I'exon 10 du géne cftr, dans le
domaine NDB 1 ou une délétion de trois bases entraine la perte d’un résidu phénylalanine en

position 508 indispensable au repliement correct de la protéine (Qu et al., 1997).

La mutation de classe lll altere la régulation de la protéine CFTR. Le canal CFTR est régulé par

des mécanismes de phosphorylation et déphosphorylation, permettant I'hydrolyse de I'ATP
nécessaire a l'ouverture et au passage d’ions chlorure. Dans le cas d’une mutation de classe lll, la
protéine est correctement synthétisée et parfaitement localisée au pdle apical de la cellule
épithéliale. Cependant elle est résistante a la phosphorylation ou a la fixation de I'ATP ce qui
empéche toute ouverture et passage de chlore. C'est le cas, par exemple de la mutation G551D,
troisiéme cas de mutation la plus répandue dans le monde (Kerem, 2006). La mutation est localisée

au niveau de NBD 1 et interfére avec I'hydrolyse de I'ATP.

Les mutations des classes |, Il et lll sont a I'origine des atteintes déléteres les plus séveres car elles
aboutissent toutes les trois a une absence d’activité de canal chlore de CFTR a la membrane

plasmique.

La_mutation de classe IV affecte la conductance et les mécanismes d’ouverture et de

fermeture du canal CFTR. Elle n’altére pas la phosphorylation ni la fixation de 'ATP (Sheppard et al.,

1993) .

La mutation de classe V affecte |a stabilité de ’ARNm. Cette classe inclut des mutations dans

le promoteur et des mutations qui modifient I'épissage alternatif ou provoquent une synthése
inefficace de la protéine. La réduction de la biosynthése peut étre due a un défaut d’épissage (ex :
3849 + 10 kb C = T (Highsmith et al., 1994), par mutation du promoteur ou par un trafic défectueux
(A455E) (De Braekeleer et al., 1997). Elle méne a la diminution de I'expression de la protéine CFTR

fonctionnelle a la membrane apicale.
Les mutations de classe IV et V ont un effet modéré sur la physiologie du patient CF.

La classe VI altere la stabilité de la protéine. La partie tronquée du coté C-terminal de CFTR

altere la stabilité du canal chlore et entraine rapidement sa dégradation (Haardt et al., 1999).
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Figure 25 : Les différentes classes de mutations du géne CFTR
(adapté de Wilschanski et al., Gut 2007;56:1153-1163)

3. Physiopathologie de la mucoviscidose

La mucoviscidose conduit a un changement pathologique de I'ensemble des organes
exprimant la protéine CFTR, ce qui inclut non seulement les voies respiratoires, mais également tous
les organes possédant un épithélium exprimant la protéine CFTR tels que l'intestin, le pancréas, le

foie et les conduits de I'appareil reproducteur.

Les modifications les plus radicales sont retrouvées au niveau pulmonaire, dans lequel le
défaut de sécrétion de chlore, conséquence de la mutation du gene cftr, entraine des modifications
des échanges ioniques affectant la viscosité du mucus ainsi que la clairance mucociliaire. La
résultante de cette affection consiste en des infections pulmonaires chroniques et en un « état

d’inflammation auto-entretenu ».
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a) Modification de la clairance mucociliaire

Les anomalies du liquide de surface bronchique représentent la cause majeure de I'atteinte
pulmonaire des patients atteints de la mucoviscidose. L'absence d’un canal CFTR fonctionnel, au
niveau apical des cellules épithéliales, entraine des altérations de la composition ionique du liquide
de surface. La conséquence directe est la modification des propriétés physiologiques de la clairance
mucociliaire. Deux théories existent, expliquant la modification de la clairance mucociliaire,
proposant ainsi deux modeéles de transports transépithéliaux : le modele hypotonique et le modele

isotonique (Figure 26).

a) HO  Na* CF
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b) High/normal C) Low ASL volume
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Figure 26 : Régulation du volume de la couche de liquide périciliaire par le transport d’ions
a) Modele de transports ioniques et d’eau de I'épithélium respiratoire normal
b) Modéle hypotonique : lorsque le liquide de suface respiratoire est présent en grande quantité,

I"absorption de Na+ via ENaC domine. Le Cl- est alors absorbé passivement via la voie paracellulaire
c) Modéle isotonigue : le volume du liquide de surface respiratoire est faible etpossede un taux de

sels équivalent a celui du plasma, ENaC est inhibé par CFTR.
(Boucher et al., Eur Respir J. 2004)
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(1) Modele isotonique (low salt model)

Ce modele de transport considere que I'épithélium des voies respiratoires est perméable a
I’eau. Dans le cas physiologique, I'épithélium de surface est de type absorbant favorisant une entrée
de sodium et sa sortie par la pompe Na/K basolatérale. Ce passage d’ions sodiques entraine
I"absorption passive d’ions chlore par la voie paracellulaire sous I'effet de la différence de potentiel
transépithélial générée par I'absorption active de sodium. Il y a donc une absorption nette de sels et

d’eau.

Cependant, dans certains cas et notamment lorsqu’il y a une stimulation par la forskoline,
I'isoprotérénol, 'ATP, ou encore des dérivés de I'acide arachidonique, il y a une forte augmentation
des concentrations intracellulaires d’AMPc, de calcium ou encore une activation de la PKC. Cette
stimulation entraine une sécrétion active de chlore qui s'oppose a I'absorption de sels et d’eau et
tend a leur sécrétion. Le chlore entre dans la cellule par le c6té basolatéral via la pompe Na/K/Cl et

ressort par le coté apical a I'aide de différents canaux chlore.

Dans le cas des patients atteints de la mucoviscidose, I'absence de la protéine CFTR entraine
une hyper-absorption de sodium et un défaut de sécrétion de chlore se traduisant par une forte

absorption de sels et donc d’eau.

L’absence du canal CFTR leve le contréle négatif qu’exerce ce dernier sur les canaux sodiques
et augmente I'activité des canaux Na+ sensibles a I'amiloride. Cette absorption massive de Na+ et
donc de molécules d’eau méne a la déshydratation du mucus, et a pour conséquence une altération
de ses propriétés rhéologiques et finalement une altération du mécanisme de la clairance

mucociliaire (Zahm et al., 1997).

(2) Modele hypotonique (Hight salt model)

Contrairement au modeéle isotonique, dans le modele hypotonique, I'épithélium de surface
bronchique est considéré comme imperméable a I'eau. Le transport de sodium est similaire au
modele précédent. A I'inverse, les ions Cl- ne sont plus transportés par la voie paracellulaire mais via
des canaux chlores (CFTR) et autres canaux sous sa régulation). De ce fait, il y a une absorption de
chlorure de sodium non accompagné d’une entrée d’eau, ce qui rend le liquide de surface

hypotonique.
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Dans le cas de la mucoviscidose, il n'y a plus d’entrée d’ions Cl-. L’absorption de sels est
inhibée car le sodium ne peut plus entrer, n’étant pas accompagné d’un anion lors de son
mouvement transépithélial. Les concentrations de sodium et de chlore augmentent dans le liquide
de surface bronchique. Ce nouvel environnement ionique est défavorable a I'activité de nombreuses
molécules impliquées dans la défense innée des cellules épithéliales respiratoires et notamment des
défensines, qui agissent de maniére synergique avec d’autres protéines antimicrobiennes telles que
le lysozyme ou la transferrine. Une inhibition de l'activité antimicrobienne des défensines par de
fortes concentrations salines est vraisemblablement impliquée dans la survenue des surinfections
bactériennes observées chez ces patients. En effet, les défensines sont chargées positivement, elles
sont sensibles a la concentration de NaCl. La concentration élevée de NaCl dans les voies aériennes

inhibe 'activité antibactérienne des défensines.

Modeéle isotonique ou hypotonique ? La théorie défendue actuellement est surtout le modéle de

transport isotonique qui semble I'hypothése la plus probable (Boucher, 2004).

b) Infection

Le défaut de mécanisme d’épuration mucociliaire, associé a une inefficacité du systéme
immunitaire inné, et une production continue de mucus par les glandes et les cellules sécrétoires
menent a une accumulation de plagues de mucus au niveau de la lumiéere des voies respiratoires,

formant ainsi de véritables niches infectieuses.

La mucoviscidose est caractérisée par une colonisation par différents types de bactéries qui
apparaissent selon une cinétique bien définie marquant les étapes décisives de la maladie. Les
premieres infections bactériennes surviennent, dans la majorité des cas, dés les premiéres années de
vie et évoluent progressivement vers une infection chronique symptomatique (Pin et al., 2001). Bien
gue de nombreuses souches bactériennes soient présentes, les principales infections bactériennes
retrouvées chez les patients CF sont causées par Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa et Burkholderia cepacia.

Les premieres infections sont dues a Haemophilus influenzae puis Staphylococcus aureus. H.

influenzae est retrouvé de maniére précoce 20 % des enfants de moins de 1 an sont infectés avec un
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pic de prévalence entre 2 et 5 ans, puis une diminution est observée de I'ordre de 10 % chez les

patients adultes touchés.

S. aureus est une bactérie communément retrouvée dans les voies respiratoires supérieures.
La présence de S. aureus dans les voies aériennes inférieures est représentative de la mucoviscidose
mais pas du degré d’évolution de la maladie. S. aureus est reconnu comme responsable d’infections
broncho-pulmonaires chez les patients les plus jeunes (Doring, 1997) et représentait avant
I'avenement de I'ere de I'antibiothérapie, la premiére cause de mortalité. Sa colonisation débute par
les voies aériennes supérieures puis la bactérie pénetre dans le tractus bronchique. L'anomalie et la
diminution du mécanisme de la clairance mucociliaire favorise sa stagnation entrainant son adhésion,
facilitée par les composants de sa paroi, tels que I'acide téchoique et le slime, a la fibronectine des
cellules épithéliales de la muqueuse respiratoire. Ce processus d’adhésion est également renforcé
par la présence de récepteurs bactériens comme |'asialoganglioside-1 dont la quantité est fortement
augmentée chez les patients CF. Parallélement, la survenue d’infection virale dénude les membranes
basales et facilite I'infection par S. aureus (Armstrong et al., 1997; Hiatt et al., 1999). S. aureus
sécréte des facteurs de virulence et notamment la hyaluronidase et I’ a-hémolysine qui participent a
la dégradation des tissus et favorisent I'implantation de Pseudomonas aeruginosa (Stutman et al.,
2002; Govan et Nelson, 1992). Malgré les antibiothérapies, I'infection a S. aureus persiste et elle
devient chronique par la présence de colonies « naines » (ou Small colony variants = SVCs) (Kahl et
al., 2003) et par le développement des bactéries nosocomiales résistantes a la méthicilline, un

antibiotique de la classe des B-lactamine généralement efficace contre S. aureus.

P. aeruginosa est un bacille pyocyanique hydrophile ubiquitaire principalement d’origine
aérienne, provenant de l'environnement domestique humide. Il n’est jamais retrouvé a |'état
commensal dans les voies respiratoires. Sa colonisation marque un tournant péjoratif dans

|’évolution de la maladie.

L'infection a P. aeruginosa survient généralement vers I’age de dix ans mais dans certains cas
de maniére plus précoce. En effet, la primo-infection intervient en moyenne entre 8 et 10 ans, méme
si parfois P. aeruginosa peut étre retrouvé dés les premiers mois de vie. L’origine de la contamination

est mal connue (Saiman et Siegel, 2004).

Le défaut de clairance mucociliaire entrainant la formation d’'un mucus épais, P. aeruginosa

pénéetre dans ce mucus (Lamblin et al.,, 2000). L’environnement visqueux et hypoxique entraine un
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ralentissement de la croissance de P. aeruginosa. Face a ce changement environnemental entrainant
un stress nutritionnel et hypoxique, seules les bactéries résistantes a ces conditions sont
sélectionnées. Grace au quorum-sensing (comportement de population) (Pesci et Iglewski, 1997), P.
aeruginosa s’organise en structure complexe permettant son évolution d’une simple micro-colonie a
des macro-colonies, dans un environnement protecteur formé d’un biofilm parfaitement structuré.
En effet, P. aeruginosa sécrete un exopolysaccharide, I'alginate qui va former un biofilm donnant
ainsi 'aspect caractéristique de la colonisation de P. aeruginosa. Ce changement phénotypique de la
souche de P. aeruginosa, devenue de type mucoide, va entretenir le foyer infectieux. Les bactéries
sont ainsi protégées de la clairance mucociliaire mais également de toute réponse immunitaire et de
tout traitement par antibiothérapie. D’autre part, ces structures mucoides sont hautement pro-

inflammatoires (Figure 27).

La formation du biofilm dépend du mécanisme de quorum sensing. P aeruginosa produit
diverses molécules telles que la lactone acyl homo sérine. Ces molécules peuvent diffuser a travers la
membrane bactérienne permettant la communication inter-bactérienne. Lorsque les bactéries
atteignent une masse critique, les molécules du quorum sensing induisent des genes impliqués dans
la production du biofilm. Ce phénomene d’englobement permet d’installer une infection chronique,
puisque les bactéries sont dorénavant protégées par cette matrice d’alginate de toute phagocytose

et autre influence d’antibiotiques (Davies et Bilton, 2009).

L’infection par P. aeruginosa reste une étape inéluctable dans I’évolution de la maladie. En
effet, plus de 95 % des patients atteints de mucoviscidose a un stade avancé présentent une

contamination par P. aeruginosa.

Burkholderia cepacia, nommé initialement Pseudomonas cepacia, a été a I'origine de sévéres
infections durant les années 80 avec une morbidité et une mortalité conséquentes. Il présente une
multirésistance aux antibiotiques et aux cellules phagocytaires. Cette bactérie est capable d’infecter
les cellules épithéliales respiratoires et les cellules immunitaires (Sajjan et al., 2006; Saini et al., 1999;
Lamothe et al, 2007). Il sécréte des protéases et posséde des lipopolysaccharides hautement
inflammatoires (McClean et Callaghan, 2009), provoquant des réponses immunitaires exagérées et
une résistance aux antibiotiques, en particulier aux aminoglycosides et aux polymyxines (Moore et
Hancock, 1986). Une des caractéristiques de B. cepacia est sa capacité a produire un biofilm, tout
comme P. aeruginosa lui permettant de s’affranchir du systeme immunitaire (Conway et al., 2002).
Cette résistance peut également s’expliquer par son génome caractérisé par sa complexité et sa

variabilité (Lessie et al., 1996). L'infection a B. cepacia indique un pronostic négatif dans la
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mucoviscidose. Elle entraine, dans la plupart des cas, un déclin de la fonction respiratoire et, dans
une minorité des cas, le «syndrome cepacia» avec une atteinte infectieuse systémique menant a un

choc endotoxique causant trés souvent le décés du malade (Tablan et al., 1987).

Normal mucus can be easily transported'*
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Figure 27: Altération du mucus dans les voies respiratoires de patients normaux et
mucoviscidosiques (Crédit : http://www.pulmozyme.com)
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c) Inflammation

L'inflammation bronchique est une étape précoce, prolongée et sévére du développement de
la mucoviscidose. Elle est caractérisée par I'afflux massif de polynucléaires neutrophiles. En effet, de
nombreuses molécules chimio-attractantes pour les neutrophiles comme I'IL-8 sont retrouvées a de

fortes concentrations dans les sécrétions bronchiques des patients CF.

Les neutrophiles ont un effet délétere et contribuent aux Iésions des voies aériennes. lls
affluent en grand nombre au site inflammatoire, attirés par le taux important d’IL-8 sécrétée par les
cellules épithéliales (Nakamura et al., 1992). lls sont capables de produire de nombreuses protéases,
notamment des métalloprotéinases et sérine-protéinases, menant a la dégradation des molécules de
la matrice extracellulaire. L’élastase produite par les neutrophiles dégrade différentes protéines dont
I’élastine, ce qui mene a long terme a la bronchiectasie. L'étude de Konstan et Berger montre que
cette enzyme est capable de cliver les opsonines et les récepteurs nécessaires a la phagocytose des
pathogénes aggravant I'infection existante (Konstan et Berger, 1997). De plus, I'élastase stimule la
production de cytokines/chimiokines pro-inflammatoires, qui sont retrouvées a de fortes

concentrations chez les patients CF (Balfour-Lynn et al., 1996; Bonfield et al., 1999).

Les neutrophiles dégradés relarguent également de ’ADN augmentant ainsi la viscosité du
mucus et la quantité d’oxydases (Henke et Ratjen, 2007). Les voies respiratoires de patients CF sont
exposées aux radicaux oxygénés générés par la réponse immunitaire « exagérée ». Le stress oxydatif

augmente la détérioration/dégradation pulmonaire menant a la bronchiectasie.

Enfin, I'activation de NFkB dépend de CFTR. Dans le cas de la mucoviscidose, I'accumulation
de la protéine CFTR dans le cytoplasme crée un état de stress activant NFkB et par conséquent
entraine une synthese accrue de I'IL-8. Il existe un déséquilibre entre les molécules pro et anti-
inflammatoires (Bonfield et al, 1995). La présence d’IL-10, normalement produite de maniere
constitutive par les cellules bronchiques chez les patients non CF, est déficiente chez les patients CF

(Bonfield et al., 1995).

Deux hypothéses existent concernant l'origine de linflammation. En effet, la question
concernant la chronologie de I'apparition de I'inflammation reste posée : I'inflammation précede-t-

elle I'infection ou est-elle secondaire a I'infection des voies aériennes ?
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L’état inflammatoire existe chez les patients ne présentant pas d’infection respiratoire
(Armstrong et al., 1997; Muhlebach et al., 1999; Tirouvanziam et al., 2000). La notion d’inflammation
primitive a été décrite par I'’équipe de Khan. L’étude du lavage broncho-alvéolaire, réalisé chez des
enfants CF agés de 6 mois, a montré une forte concentration de polynucléaires neutrophiles ainsi
gu’un taux élevé d’IL-8. D'autre part, la présence d’élastase a-1-antiprotéase chez les enfants agés de
1 a 12 mois, avant méme la présence d’infection, indique la présence d’une inflammation primitive
initiée par des mécanismes non infectieux (Khan et al., 1995; Balough et al., 1995). Cependant, ces
études doivent étre prises avec précaution dans la mesure ou divers facteurs peuvent entrainer des
résultats faux négatifs pour les infections. En effet, la détection de pathogénes, dans les lavages
broncho-alvéolaires obtenus par instillation de solution saline, peut s’avérer du fait d’'une dilution de
la concentration bactérienne. Il est toutefois convenu qu’en absence de toute infection, la réponse

inflammatoire reste limitée (Armstrong et al., 1997)

Les infections bactériennes précoces entrainent une réponse inflammatoire intense par
rapport a des sujets non CF présentant le méme type d’infection (Khan et al.,, 1995). Cette réactivité
inflammatoire exagérée est un aspect caractéristique de la pathologie. Les cellules épithéliales
réagissent par une synthése accrue de cytokines telles que I'lL-6 et IL-8, le GM-CSF (Granulocyte
macrophage colony stimulating factor) mais également de mucines et du récepteur ICAM-1
(Intercellular Adhesion Molecule 1). Le passage transendothélial, I'affluence accrue de neutrophiles
et de macrophages provoquent a I'encontre des bactéries présentes, la synthése de cytokines, de
TNF-a et d’IL-1B qui induisent la production de molécules pro-inflammatoires par les cellules

épithéliales, empruntant une voie d’activation autre que celle initiée par les bactéries.

4. Remodelage de I'épithélium respiratoire

Des similitudes importantes existent entre la mucoviscidose et des pathologies bronchiques
inflammatoires chroniques, telles que la BPCO. Ces pathologies sont en effet caractérisées par des
|ésions épithéliales secondaires a un processus inflammatoire chronique (Regamey et al., 2010).

Chez les patients CF, il est souvent décrit la présence d’un épithélium respiratoire présentant par de
nombreuses lésions (Chmiel et Davis, 2003) dont I'origine n’est pas clairement imputable a I'infection
et/ou I'inflammation, méme si ces derniéres ont un réle indéniable dans la destruction de la barriére

épithéliale. A un stade avancé de la maladie, des études rapportent un développement important de
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zones épithéliales remodelées, souvent corrélées a l'inflammation/infection persistante dans les
voies aériennes (Regamey et al.,, 2010). L'épithélium respiratoire, présente alors de nombreuses
zones de métaplasie malpighienne (Piorunek et al., 2008; Konradova et al., 1982; Mithal et Emery,
1976), d’hyperplasie sécrétoire (Hubeau et al., 2001) ainsi qu’une perte des cellules ciliées et des
jonctions serrées (Godfrey et al., 1993). En outre, il a été mise en évidence la présence d'hyperplasie
de cellules basales (Leigh et al., 1995; Voynow et al.,, 2005) suggérant une dérégulation de la
différenciation cellulaire et une hyperprolifération des cellules épithéliales (Piorunek et

al.,2008)(Figure 28).

Mais ces remodelages épithéliaux sont également présents chez les jeunes patients CF: de
nombreuses analyses histologiques ont démontré la présence de zones de métaplasie malpighienne
et d'atrophie des glandes sous muqueuses (Bedrossian et al.,, 2001; Sobonya et al., 1986). Le
développement de ces remodelages épithéliaux peut étre la conséquence des nombreux cycles
successifs de lésions et de réparations (Regamey et al, 2010). Cependant, de récentes études
suggérent que non seulement les phases répétées de lésions/réparations suite a l'infection et
I'inflammation tissulaires, pourraient étre incriminées dans le remodelage épithéliale mais que
d’autres facteurs pourraient jouer un réle prépondérant, notamment le « type mucoviscidosique »
di a l'absence d’'un canal CFTR fonctionnel, ces remodelage étaient retrouvés au niveau de
I’épithélium bronchique de feetus mucoviscidosiques ne présentant ni infection (Regamey et al,,
2010), ni inflammation (Hubeau et al., 2001). L'atrophie glandulaires et les métaplasies épithéliales
de I’épithélium trachéal, ainsi que la présence d’appareil de Golgi et de mitochondries anormaux
suggerent fortement que les Iésions formées dans ce contexte hors infection seraient liées au défaut
fonctionnel du canal CFTR (Oppenheimer, 1981, Gosden et Gosden, 1984).

D’autre part, I'’étude de la régénération CF dans le modele de xénogreffe dans la souris nude,
réalisée au laboratoire a partir de cellules épithéliales bronchiques CF dépourvues d’infection, a
montré que le processus de régénération épithéliale aboutissait a la reconstitution d’un épithélium
remodelé plus haut qu’un épithélium non CF avec développement d’une hyperplasie de cellules
basales (Hajj et al., 2007). De plus dans ce contexte non infectieux, la régénération est anormale et
présente un retard de différenciation cellulaire lié a une phase de prolifération cellulaire plus
importante et une étape de métaplasie squameuse transitoire plus longue que celle observée dans le
modele non CF (Hajj et al.,, 2007). Ces anomalies de régénération ne sont donc pas imputables a un

phénomeéne infectieux et restent a expliquer.

Les relations entre les mécanismes cellulaires menant a ces remodelages épithéliaux et
I'infection/inflammation de I'arbre respiratoire ne sont donc pas clairement définies, tout comme

I'implication de CFTR dans le remaniement épithélial.
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A)

A Control Cystic fibrosis

Figure 28 : Remodelage de I’épithélium respiratoire CF avec la présence de métaplasie
malpighienne (Regamey et al., 2010) (A) ainsi que de zones d’hyperplasies sécrétoires identifiées par
une coloration AB/PAS et les marquage immunohistochimiques des mucines MUC5B et MUC5AC

(Burgel et al,2007) (B)
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II. MATERIELS

A. Tissus respiratoires humains CF et non-CF

Les piéces chirurgicales sont obtenues auprés d'otorhinolaryngologiste et de chirurgiens
selon les dispositions prévues par l'article 12452 du Code de la Santé Publique modifié par la loi

Bioéthique 94654.

Les tissus respiratoires (polypes nasaux) ont été obtenus par polypectomie nasale de 5 patients CF,
de génotypes AF508/AF508 (n=2), AF508/AI507 (n=1), A1555G (n=1), AF508/G85E (n=1) et 5 patients
non-CF. Les prélévements ont été transférés au laboratoire dans du milieu Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI-1640) contenant de 'HEPES a 25 mM (Gibco BRL, Paisley, Royaume Uni) et
supplémenté en antibiotiques (pénicilline 200 U/mL et streptomycine 200 ug/mL; Gibco BRL), puis

lavés sous agitation dans du RPMI-Hepes a 4 °C.

Des tests bactériologiques ont été réalisés sur les milieux de transports des prélévements.
Vingt microlitres de la solution ont été prélevés puis déposés sur une gélose TSA (Tryptocase Soja
Agar) (BIOMERIEUX, Marcy I'Etoile, France). Aprés 24h d’incubation a 37 °C, si des colonies

bactériennes se développent, un protocole de décontamination anti-bactérien est mise en place.

Les préléevements CF sont lavés et incubés a 4°C dans le RPMI 1640-Hepes 25 mM
supplémenté en pénicilline (400 U/mL), streptomycine (400 ug/mL), ceftazidime (125 pg/mL) (Sigma
Aldrich), tobramycine (125 pg/mL) (Sigma Aldrich), amphotéricine B (Sigma Aldrich). Les

prélevements sont traités de 48 a 72 heures.

B.  Souche bactérienne de référence

La souche bactérienne GRAM positive de Staphylococcus aureus (souche 8325-4) a été

utilisée au cours de cette étude.
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Les souches bactériennes ont été conservées a -20°C dans le milieu nutritif TSB (BioMerieux,
Marcy I’Etoile, France) contenant 20 % (vol/vol) de glycérol. Avant chague manipulation, les souches
bactériennes ont été décongelées puis les solutions bactériennes ont été étalées sur une gélose

Tryptocase Soja Agar (TSA BIOMERIEUX, Marcy I'Etoile, France) afin de vérifier leur pureté.
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III. METHODES

A. Culture cellulaire

1. Dissociation des polypes

Les cellules épithéliales respiratoires des polypes CF et non-CF ont été dissociées apres une
incubation, pendant une nuit a 4°C, dans du milieu RPMI 1640 supplémenté de 0,1 % de collagénase
de type XIV de Streptomyces griseus (ou Pronase E) (Sigma Aldrich, Saint Quentin Falavier, France).
Les cellules épithéliales ont été récupérées aprés agitation des morceaux de tissus dans du milieu
RPMI, puis elles ont été centrifugées a 200 g pendant 5 minutes a température ambiante, et lavées
deux fois dans du milieu RPMI. Aprés centrifugation, les cellules ont été comptées a I'aide d’une
cellule de Malassez. Les cellules ont été ensuite cultivées dans le modéle de culture en interface air-

liquide (IAL).

2. Culture des cellules dissociées

a) Culture en condition liquide-liquide

Les cellules épithéliales respiratoires CF et non-CF ont été ensemencées sur des membranes
de polyester d’une porosité de 0,4 um, préalablement recouvertes pendant 2 heures de collagéne IV
a 16 pg/cm? (Sigma Aldrich, Saint Quentin Falavier, France). Cette membrane permet de séparer un
compartiment apical et un compartiment basal (Transwell clear Costar). Les cellules ont été
ensemencées a la densité de 4.2 x 10* cellules/cm? dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) supplémenté avec 100 U/mL de pénicilline, 100 pg/mL de streptomycine et 10 %
de sérum de veau foetal (SVF) (GIBCO) pendant 24 heures.

Les cellules ont ensuite été cultivées, en condition liquide-liquide, jusqu’a I'obtention d’un
état de confluence dans un milieu de prolifération constitué de DMEM / Ham F-12 (Gibco BRL) (3/1;
vol/vol) supplémenté avec 0,87 uM d’insuline bovine, 65 nM de transferrine humaine, 1,6 nM d’EGF

recombinant humain, 1,38 uM d’hydrocortisone, 30 nM d’acétate de rétinyl, 9,7 uM de 3,3’,5-
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triiodo-L-thyronine, 2,7 uM d’épinéphrine, 35 pg/mL d’extrait pituitaire bovin, 5 uM d’éthanolamine,
5 uM d’O-phosphoryléthanolamine, 30 nM de sélénite de sodium, 1 nM de chlorure de manganése
tétrahydraté, 0,5 uM de métasilicate de sodium déshydraté, 1 nM de molybdate d’ammonium
tétrahydraté, 5 nM de vanadate d’ammonium, 1 nM de sulfate de nickel hexahydraté, 0,5 nM de

chlorure d’étain dihydraté (Sigma Aldrich), 100 U/mL de pénicilline et 100 pg/mL de streptomycine.

Les cellules ont été cultivées a 37 °C en atmosphere humide en présence de 5 % de CO,.

b) Culture en interface air liquide (IAL) des cellules épithéliales

respiratoires

La régénération et le remodelage de I'épithélium respiratoire ont été étudiés dans le modele

in vitro de culture en IAL.

(1) Modeéle de régénération normale

Lorsque les cellules étaient a plus de 80 % de confluence, elles ont été rincées au PBS stérile
(Gibco BRL). Le milieu de prolifération a alors été éliminé du compartiment apical, et remplacé dans
le compartiment basal par du milieu de différenciation. Ce dernier est composé de BEBM (Bronchial
Epithelial cell Basal Medium) (LONZA, Walkersville, USA) et de DMEM High Glucose (Gibco BRL) (1/1
vol/vol) supplémenté avec 0,5 ng/mL d’EGF, 5 pug/mL d’insuline, 0,5 pg/mL d’hydrocortisone, 10
ug/mL de transferrine, 0,5 pg/mL d’épinéphrine, 6,5 ug/mL de triiodothyronine, 0,13 mg/mL d’extrait
pituitaire bovin (Cambrex), 1,5 pg/mL de BSA, 0,1 uM d’acide rétinoique (Sigma Aldrich), 100 U/mL
de pénicilline et 100 pg/mL de streptomycine. Toutes les cultures ont été réalisées 37 °C en
atmosphere humide en présence de 5 % de CO,. Les milieux de culture ont été remplacés toutes les

48 heures.

81



METHODES

(2) Remodelages de I'épithélium respiratoire humain

Les remodelages de type hyperplasie sécrétoire et de type métaplasie malpighienne sont
observés fréquemment au sein de |'épithélium respiratoire des patients atteints de maladies
respiratoires chroniques inflammatoires. Afin d’étudier les mécanismes de ces remodelages, deux

modeles de cultures in vitro ont été mis au point sur la base de la culture en interface air-liquide.

(a) Modéle de culture aboutissant a la formation d’une

hyperplasie sécrétoire

Lorsque les cellules épithéliales respiratoires ensemencées sur les membranes poreuses ont
atteint la confluence, le milieu du compartiment inférieur a été remplacé par du milieu de
différenciation complet supplémenté en interleukine 13 (IL-13) a 20 ng/mL (MACS, Miltenyi Biotec)
(Laoukili et al., 2001).

(b) Modéle de culture aboutissant a la formation d’une

métaplasie malpighienne

Pour obtenir des cultures de cellules épithéliales respiratoires présentant une métaplasie
malpighienne, le milieu de différenciation a été modifié par diminution de la concentration d’acide

rétinoique de 0,1 uM a 0,05 UM (Sigma Aldrich).
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B. Etude des sécrétions des cellules épithéliales respiratoires

au cours de la régénération et du remodelage.

1. Recueil des sécrétions apicales des cultures

Afin d’étudier la régénération normale et les remodelages de I'épithélium respiratoire, les
cultures en IAL ont été analysées a différentes phases de culture : le jour du passage en condition air-
liguide ou JO, aprés 5 jours de culture (J5), puis a J15 et enfin lorsque I'épithélium respiratoire est
bien différencié ou remodelé aprés environ 30 jours de culture.

A ces différents stades de différenciation, les sécrétions apicales ont été collectées: apres
rincage des cultures au PBS stérile (Gibco, Fisher Biobloc), 100 uL de milieu de différenciation non
complémenté ont été ajoutés dans le compartiment apical. Aprés 2 heures d'incubation a 37 °C, le
milieu apical a été recueilli, centrifugé 5 minutes a 12000 rpm, 4 °C afin d’éliminer les débris
cellulaires. Les surnageants ont ensuite été conservés a -80°C.

Les membranes de culture des cellules épithéliales ont été congelées a -80 °C pour des études

histologiques ultérieures.

2. Dosage de la concentration en protéines totales des

sécrétions

Les surnageants des cultures de cellules épithéliales CF et non-CF recueillis a JO, J5, J15 et J30
ont été analysés afin de déterminer la concentration en protéines totales grace au kit BC Uptima
Assay (Interchim, Montlugon, France) qui repose sur la méthode du Biuret. La densité optique (DO) a
été mesurée a 562 nm sur le lecteur de microplaque Xenius (Safas, Monaco). La concentration en
protéines totales a ensuite été déterminée grace a une gamme étalon de sérum albumine bovine
(BSA) (SIGMA, Aldrich). Les valeurs sont exprimées en pg de protéines totales / mL. La gamme, ainsi

gue les échantillons, ont été dosés en triplicat.
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C. Etude histologique

1. Coupe des blocs

Les membranes de culture de cellules épithéliales respiratoires CF et non-CF ont été incluses
dans I'OCT (Optimum Cutting Temperature compound) (TissueTek, Sakura Finetek Europe BV,
Zoeterwoude, PaysBas) puis cryofixées dans les vapeurs d’azote. Les blocs cryofixés ont été
conservés a -80 °C.

Pour I'étude histologique des épithélia, les blocs cryofixés contenant les membranes ont été
coupés en sections fines de 5 um d’épaisseur a I'aide d’un cryostat (Leica Microsystems, Nussloch,
Allemagne). Les coupes ont été déposées sur des lames de microscopie SuperFrost (O. Kinder GmbH,

Allemagne) et conservées a -20 °C pour une étude ultérieure en histologie ou en immunohistochimie.

2. Coloration histologique des cultures en IAL

Les cryocoupes ont été décongelées a température ambiante puis colorées selon trois

protocoles.

a) Coloration a 'Hématoxyline de Harris

Une coloration a I’hématoxyline de Harris (Shandon, Cergy, France) a été réalisée afin

d’obtenir une observation rapide des cellules épithéliales.

b) Coloration a ’'hématoxyline / éosine

Une coloration a I’hématoxyline-éosine a également été réalisée sur les cryocoupes grace au
kit Rapid-Chrome Frozen Sections Staining Kit (Shandon, Cergy Pontoise, France). Cette coloration,
plus stable peut étre conservée aprés montage de la cryocoupe sous lamelle de verre dans de I'Eukitt
(0. Kindler, Freiburg, Allemagne). Les lames ainsi préparées ont été conservées a température

ambiante.
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c) Coloration bleu Alcian / acide périodique Schiff

Les cellules épithéliales sécrétoires ont été colorées grace a la coloration spécifique acide
périodique Schiff / Bleu Alcian. Les coupes ont été incubées dans une solution contenant du bleu
Alcian puis traitées avec de |'acide périodique a 0,5 % puis avec une solution de Schiff. Enfin, les
noyaux ont été colorés par une solution d’hématéine puis différenciés par I'acide trichloroacétique et
I’eau lithiée. Les lames ont été rincées a I'eau déminéralisée entre chaque traitement. Les coupes
colorées ont été ensuite déshydratées puis montées sous lamelle en Eukitt et conservées a

température ambiante.

3. Immunohistochimie

a) Anticorps utilisés

Les anticorps utilisés ont été : I'anti-CK13 monoclonal de souris (1/1000; clone KS-1A3; Sigma
Aldrich) pour la détection des cellules basales, I’anti-B-tubuline monoclonal de souris (1/3000; IgG2b
clone KMX-1, Millipore, Saint-Quentin en Yvelines, France) pour la détection des cellules ciliées,
I’anti-MUC5AC monoclonal de souris (1/100; clone NCL; Novocastra, Newcastle, Royaume Uni). La
prolifération cellulaire a été analysée avec I'anti- Ki-67 monoclonal de souris (1/10; clone MIB-1;
DakoCytomation, Carpentaria, Etats-Unis). L’analyse de la différenciation ciliée a été réalisée par
marquage avec |"anticorps anti-FOXJ1 monoclonal de souris (1/1000, anticorps gracieusement fourni

par le Pr Steven BRODY (Washington University Schoool of Medecine, St Louis, Etats Unis).

La révélation de ces anticorps a été réalisée grace a des anticorps secondaires anti-souris ou
anti-lapin (1gG H+L, 1/200) conjugués a I’Alexa Fluor 488 ou 594 (Molecular Probes; Eugene, Etat
Unis).
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b) Mode opératoire

Les immunomarquages ont été réalisés sur les coupes préalablement décongelées et séchées a

température ambiante. Les étapes de marquage en immunofluorescence ont été effectuées de la

maniére suivante :

Mode opératoire

Réactifs/Solution

Durée

Blocage des sites non spécifiques
de reconnaissance des anticorps

PBS-BSA 3 %

60 minutes

Anticorps primaire

Anticorps dilué dans le PBS-BSA 3 %

Toute la nuita 4 °C

Ringages

PBS

3 fois 5 minutes

Anticorps secondaires

Anticorps dilué dans le PBS-BSA 3 %

45 minutes

Contre-coloration des noyaux

Hématoxyline de Harris
ou
DAPI

Quelques secondes
ou
10 minutes

Ringages

Eau du robinet
ou
PBS

Quelques secondes
ou
3 fois 5 minutes

Tableau 2 : Protocole de détection protéique par immunohistochimie

Des contrbles négatifs ont été réalisés en remplacant chaque anticorps primaire par une

solution de PBS/BSA 3 %.

Les lames ont finalement été montées sous lamelle avec la solution de conservation
AquaPoly/Mount (Polysciences, Warrington, PA) puis conservées a 4 °C a I'abri de la lumiére pour
une acquisition ultérieure des images a I'aide d’'une caméra CDD (charge coupled device) montée sur

un microscope Axioscope équipé du logiciel CoolSNAP (Roper Scientific, Evry, France).
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c) Quantification cellulaire

La prolifération cellulaire a été détectée par immunomarquage de Ki67 qui est un marqueur
nucléaire. La vitesse de différenciation ciliée a été quantifiée par immunomarquage nucléaire de
FOXJ1 qui est un marqueur nucléaire de différenciation des cellules ciliées. Les hyperplasies de
cellules basales et de cellules sécrétoires ont été évaluées par la détection des cellules exprimant

respectivement le marqueur CK13 et le marqueur MUC5AC.

Les marquages de la CK13, de MUC5AC, FOXJ1 et Ki67 ont été réalisés aux différents stades de la

régénération et du remodelage CF et non-CF.

Les noyaux cellulaires ont été marqués grace au 4',6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI) (SIGMA,
Aldrich). Les résultats ont été exprimés en nombre de cellules positives par micrometre de

membrane basale (um/MB) ou par rapport au nombre de cellules totales.
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D. Analyse des sécrétions protéiques

1. Analyse et dosage protéique par la technologie Luminex®

a) Principe du dosage par la technologie Luminex®

Le dosage protéique par la technologie Luminex® repose sur le principe de la cytométrie en
flux. Cette technique utilise des microsphéres fluorescentes qui vont étre couplées a leur surface a
des antigenes reconnaissant la protéine d’intérét. Deux lasers, un rouge et un vert vont détecter
respectivement la bille et la protéine d’intérét. Le laser rouge va définir de maniére précise I'identité
de la protéine et le laser vert va détecter I'interaction antigéne—anticorps. Ainsi, plusieurs dizaines de
protéines différentes peuvent étre analysées de maniere simultanée a partir d’'un méme faible

volume d’échantillon (Figure 1).

Streptavidine-PE
&
Microspheére ; L
. #—_‘rt Détection

du signal

Anticorps de
détection
biotinylé

Analyte

/'
Anticorps
’ /

l‘ de capture

Signal discriminant

Figure 1 : Principe de détection des protéines par la technologie Luminex®
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b) Mode opératoire

Différentes interleukines et protéines pro-inflammatoires ont été quantifiées dans les
surnageants de culture IAL CF et non-CF : GM-CSF, INFy, IL1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-
12 (p70), IL-12, IL-13, IL-17, IP-10, MCP-1, TNF-a, EGF et Fractalkine. Le dosage a été réalisé grace au

kit de détection protéique Milliplex™ Human Cytokine (Millipore, France).

Figure 2 : Protocole de dosage des protéines par la technologie Luminex®

Les billes sont incubées avec les échantillons a analyser. Aprés un protocole expérimental de
type ELISA (Figure 2), les résultats sont obtenus par lecture sur un Luminex qui, grace a un module de
pipetage et de gestion des fluides, aspire les échantillons contenant les billes en suspension dans une
veine liquide de maniére a ce qu'elles soient analysées les unes a la suite des autres (analogie avec la

cytométrie de flux) par excitation des deux lasers.

La quantité de protéines est déterminée a partir de la mesure de I'intensité de fluorescence médiane
rapportée a la gamme étalon. Les résultats du dosage sont exprimés en pg de la protéine d’intérét /

mg de protéines totales.
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2. Dosage par la technique ELISA de la B-défensine, le SLPI et
la LL37

La concentration en B-défensine, SLPI et LL37 dans les surnageants des cultures normales ou

remodelées CF ou non CF a été évaluée par ELISA, selon le protocole du fournisseur.

Les kits utilisés ont été : ELISA-LL37 et ELISA-SLPI (Hycult Biotech, Clinisciences, Montrouge,

France) et ELISA- B-défensine (Phoenix Pharmaceutical Inc, Strasbourg, France).

La densité optique (DO) est mesurée a 450 nm sur un lecteur de microplaque Xenius (Safas,
Monaco) et la quantité de protéine d’intérét a été déterminée a partir de la mesure de la DO
mesurée rapportée a la gamme étalon. Les résultats des dosages sont exprimés en ppicogramme de

protéine par milligramme de protéines totales.
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E.  Etude des propriétés fonctionnelles

1. Test de survie bactérienne au cours de la régénération et

du remodelage de I’épithélium respiratoire humain

La capacité bactéricide des sécrétions des cellules épithéliales au cours de la régénération et
du remodelage de I'épithélium respiratoire a été analysée par I'étude de la survie des souches de
Staphylococcus aureus.

Les souches ont été repiquées sur des géloses TSA. Leur pureté a été vérifiée apres 24 heures
d’incubation a 37°C. Les colonies bactériennes ont alors été ensemencées dans un TSB et incubées 24
heures sous agitation a 1200 rpm a 37 °C. Une suspension bactérienne de 2 mL a été réensemencée
dans un bouillon TSB et incubée 2 heures sous agitation a 1200 rpm a 37 °C pour atteindre la phase
exponentielle de croissance bactérienne. Les bactéries ont alors été lavées successivement avec du
PBS (GIBCO, Invitrogen) et de I'eau aprés une centrifugation a 3500 rpm, 15 minutes a 4 °C. La
solution bactérienne a été diluée dans I'eau stérile afin d’obtenir une suspension a 500 CFU/mL.

Les surnageants collectés au cours de la régénération et du remodelage de I'épithélium respiratoire
ont été dilués au 25°™ dans du milieu de différenciation non complémenté. Deux microlitres de
suspension bactérienne ont été mis en contact avec 30 pL de chaque surnageant dans une
microplaque 96 puits pendant 2 heures 30 minutes sous agitation a 60 rpom a 37 °C. A l'issue, chaque
solution a été étalée sur une gélose TSA.

Les colonies bactériennes ont été comptées apres 24 heures d’incubation a 37 °C. Les résultats sont
exprimés en pourcentage de survie bactérienne par rapport a la référence obtenue pour le
surnageant récupéré a Jo.

Un contrdle a été effectué en incubant les bactéries avec du milieu de culture n’ayant jamais

été en contact avec des cellules épithéliales respiratoires.
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2. Etude des propriétés électrophysiologiques dans les
cultures normales ou remodelées de cellules épithéliales

respiratoires CF ou non CF

a) Etude des propriétés bioélectriques par la méthode de la

chambre de Ussing

(1)  Principe de la technique de la Chambre de Ussing :

Cette technique de mesure électrophysiologique a été mise au point par Ussing et Zehran en
1951 (Ussing & Zerahn, 1951). Elle permet de mesurer le courant de court-circuit (Isc) a travers une
membrane biologique. On peut ainsi distinguer les transports actifs des transports passifs des ions a
travers ces membranes.

La chambre d’Ussing permet d’analyser, in vitro, le transport des ions a travers un tissu.
Différents parametres électriques caractérisant ce tissu peuvent étre mesurés : la différence de
potentiel transépithélial (DDP), la résistance transépithéliale en appliquant la loi de Ohm (R) ainsi que

les variations du courant du court circuit (Alsc).

(2)  Matériels utilisés

Pour réaliser cette étude, un dispositif de chambres de Ussing verticales a été utilisé

comprenant différents éléments (Figure 3) :

e les chambres qui sont constituées de 2 éléments transparents en plexiglas qui
déterminent un compartiment apical (ou muqueux) et un compartiment basal (ou
séreux). La culture cellulaire sur membrane poreuse est insérée entre ces 2
compartiments ;

e deux zones de réservoir contenant le milieu tampon thermostaté en permanence a 37 °C
a I'aide d’un support chauffant. L’oxygénation des cellules sur le filtre dans la chambre de
Ussing ainsi que I’homogénéisation des liquides dans les 2 compartiments est assurée par

un bullage d’oxygene a débit constant ;
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e |e dispositif de mesure des parameétres électriques. Chaque chambre est reliée par un
pont électrolytique d’agar a des électrodes. Ces électrodes sont reliées a I'amplificateur
(WPI). Le signal de sortie est enregistré et traité par le systeme d’acquisition Data Trax

(Word Precision Instrument, v 1.804).

électrode
Batterie Isc de courant
|| ()
Feadback
électrode
de voltage
Vte

chambre basolaterale

chambre apicale /

Cellules épithéliales sur
support semi-perméable

Figure 3 : Schéma descriptif du montage de la chambre de Ussing

(3)  Solutions utilisées lors des mesures

Le milieu HBSS (Hanks' Balanced Salt Solution) (GIBCO, Invitrogen) a été utilisé dans les
compartiments apical et basolatéral. Il s’agit d’'une solution saline composée de : CaCl, 1,26 mM,
MgCl, 0,493 mM, MgS0, 1 mM, KCI 5,33 mM, KH,PO, 0,441 mM, NaCO; 4,17 mM, NaCl 137.93 mM,
Na,P0, 0,338 mM et D-glucose 5,56 mM.

La fonctionnalité du canal CFTR des épithélia respiratoires humains régénérés et remodelés a été

déterminée grace a I'utilisation de deux modulateurs pharmacologiques :

Amiloride : Bloqueur des canaux épithéliaux sodiques apicaux amiloride sensible (SIGMA,
Aldrich), il est utilisé & une concentration finale de 10* M ;
Forskoline : Activateur de la sécrétion de chlore AMPc dépendante, il est utilisé a une

concentration finale de 2,5.10° M (SIGMA, Aldrich).
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(4)  Protocole

Pour les expériences en chambres de Ussing, les cellules épithéliales ont été cultivées sur
filtres perméables (Costar, 12 mm, 0,4 mm pore) et montées en chambre aprés découpage au
bistouri de la membrane poreuse.

Les deux faces de I'épithélium ont été baignées dans du milieu HBSS pour un temps
d’équilibre de 10 min a 37 °C. Aprés cette période de stabilisation, la résistance transépithéliale a été
mesurée aprés imposition d’un courant de 30 mV puis ont été ajoutées successivement I'amiloride et
la forskoline dans le bain apical. Le courant de court circuit a été mesuré aprés I'ajout de chaque

modulateur pharmacologique.

F.  Analyses statistiques

Les valeurs ont été exprimées en moyenne * écart type. Le test non-paramétrique de Mann
et Whitney ainsi que le test t ont été utilisés pour les analyses statistiques. Le test de ANOVA a été
utilisé pour comparer les sécrétions obtenues entre les différentes conditions de culture et le
génotype CF ou non CF des épithélia. Lorsque la variabilité des patients était trop importante nous
avons utilisé le test de Kruskall Wallis afin de déterminer une tendance d'évolution des sécrétions

protéiques. Une différence significative a été définie pour p < 0,05.
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IV. Régénération de I'épithélium bronchique CF dans un

contexte exempt d’'infection et d'inflammation exogene

Des travaux du laboratoire réalisés en 2007, dans un modeéle de xénogreffe humanisé dans la
souris nude, ont permis d’analyser la dynamique de régénération de I'épithélium respiratoire humain
de type CF et de conclure qu’en absence de toute infection, elle était retardée et aboutissait a la
reconstitution d’un épithélium remodelé (Hajj et al., 2007). En effet, les résultats ont montré que la
régénération épithéliale bronchique CF, bien que se déroulant en quatre étapes distinctes: 1)
d’étalement et de migration cellulaire ; 2) de prolifération cellulaire aboutissant a la formation d’'une
métaplasie malpighienne transitoire; 3) de pseudostratification épithéliale; et 4) de
redifférenciaiton cellulaire, montre une hyperprolifération cellulaire et un allongement du stade de

métaplasie malpighienne aboutissant a un retard de différenciation cellulaire.

De plus, I'épithélium régénéré est significativement plus haut que I'épithélium régénéré a
partir de cellules non CF, et présente une hyperplasie des cellules basales. Le modele de xénogreffe
bronchique humanisé dans la souris nude présente un contexte de régénération exempt de toute
infection bactérienne ou virale, mais pas de la composante inflammatoire qui ne peut étre contrélée

dans ce modele in vivo.

Afin de déterminer lI'impact de la composante inflammatoire sur la dynamique de
régénération de I'épithélium bronchique CF, nous avons utilisé un modele de culture cellulaire in
vitro en interface air-liquide (IAL) permettant d’étudier la régénération, non seulement dans un

contexte exempt d’infection, mais aussi exempt d’inflammation exogene.

A.  Régénération de I'épithélium bronchique non CF en culture

en IAL

Nous nous sommes basés sur les travaux de la littérature (de Jong et al., 1994; Gray et al.,
1996) pour réaliser la culture in vitro en IAL des cellules épithéliales issues de polypes nasaux
humains. Comme le montre le modeéle in vivo de xénogreffe dans la souris nude, nous pouvons

assister dans le modele in vitro a la régénération de I'épithélium bronchique en quatre étapes, que
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I’'analyse histologique des cultures nous a permis de définir (Figure 1). Au stade JO, jour du passage
des cultures en interface air-liquide, seule une monocouche de cellules dédifférenciées étalées est
mise en évidence par coloration a I’'Hématoxyline de Harris (Figure 1A). A I'issue de 5 jours de culture
en IAL (stade J5), nous observons un épithélium pluristratifié avec formation d’une métaplasie
malpighienne transitoire (Figure 1B), puis une pseudostratification de I'épithélium a 15 jours de
culture en IAL (Figure 1C; stade J15). Enfin, a 30 jours de culture en IAL (stade J30), nous pouvons

observer la régénération d’un épithélium bronchique mucociliaire bien différencié (Figure 1D).

Figure 1 : Dynamique de la régénération épithéliale bronchique non CF.

Coloration a 'Hématoxyline de Harris de sections de culture en IAL aux stades JO (A), J5 (B),
J15 (C) et J30 (D) (analyse réalisée sur 5 patients non CF, Objectif x20).

Nous avons identifié les différents types cellulaires constituant les épithélia régénérés dans
ce modele par une détection immunohistochimique de marqueurs spécifiques (Figure 2). Nous
pouvons mettre en évidence la présence de cellules basales spécifiquement marquées avec
I’anticorps anti-cytokératine 13 (CK13) (Figure 2A), de cellules ciliées exprimant la B-tubuline (Figure

2B) ainsi que de rares cellules sécrétoires détectées par I'anticorps anti MUC5AC (Figure 2C).
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Stade J30

Figure 2 : Caractérisation de I’épithélium bronchique régénéré non CF au stade J30 de culture en

IAL.

Détection immunohistochimique de la CK13 (A), de la B-tubuline (B) et de MUC5AC (C) sur
des sections de culture en IAL au stade J30. Objectif x20

B.  Régénération de I'épithélium bronchique CF en culture en

IAL

1. Régénération de I'épithélium bronchique CF

Dans le modele de culture en IAL, la régénération de I'épithélium bronchique CF se déroule selon les
quatre stades définis dans le cas de la régénération non CF (Figure 3). Nous pouvons observer, au

stade JO, de culture en IAL, la présence d’'une monocouche de cellules dédifférenciées étalées (Figure
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3A). Au stade J5 (Figure 3B), I'épithélium est pluristratifié et forme une métaplasie malpighienne
transitoire (B). Apres 15 jours de culture en IAL (Figure 3C), I'épithélium se pseudostratifie, et aprés
30 jours de culture en IAL (Figure 3D), nous obtenons la régénération d’un épithélium mucociliaire

bien différencié.
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Figure 3 : Dynamique de la régénération épithéliale bronchique CF.

Coloration a I’'Hématoxyline de Harris de sections de culture en IAL aux stades JO (A), J5 (B),
J15 (C) et J30 (D) (analyse réalisée sur 5 patients CF). Objectif x 20

2. Analyse de la dynamique de régénération de I'épithélium

bronchique CF en culture en IAL.

a) Etude du retard de différenciation

Afin de déterminer s’il existe un retard dans la différenciation épithéliale au cours de la régénération
de [I'épithélium bronchique CF, nous avons étudié |'expression de la protéine FOXJ1 en
immunohistochimie. Ce facteur de transcription est une protéine détectée dans les cellules
épithéliales avant I'apparition des premiers cils, et son expression est maintenue dans les cellules
ciliées (Blatt et al., 1999). Nous avons étudié I'expression de FOXJ1 au cours des différents stades de
la régénération CF et avons comparé les résultats obtenus avec les résultats acquis lors de I'étude de

la régénération épithéliale non CF. Aucune expression de FOXJ1 n’est détectable au cours des stades
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JO et J5 dans les régénérations non CF et CF, mais nous avons pu mettre en évidence la présence d’un
marquage a partir du stade J15 dans ces cultures (Figure 4). Le nombre de cellules FOXJ1 positives sur

des sections de cultures en IAL CF et non CF a été quantifié.

NON CF

Stade J30

o - -

Figure 4 : Expression de FOXJ1 par les épithélia non CF et CF aux stades J15 et J30 de culture en
IAL.

Détection immunohistochimique de FOXJ1 sur des sections de culture en IAL aux stades de
régénération J15 et J30 (analyse réalisée sur 5 patients CF et 5 patients non CF). Objectif
x20

La quantification du nombre de cellules exprimant FOXJ1 au stade J15 de la régénération en
IAL (en nombre de cellules/um de membrane ou en pourcentage du nombre total de cellules
épithéliales), montre une différence significative (p< 0,05). Nous avons pu dénombrer 3,6 fois et 2,9
fois moins de cellules FOXJ1 positives, respectivement, dans le cas de la régénération CF. Cette
différence n’est plus observable au stade J30 pour lequel le nombre de cellules FOXJ1 positives est

similaire dans les cultures CF et non CF (Figure 5).
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Figure 5 : Quantification du nombre de cellules exprimant FOXJ1 au cours de la régénération de

I’épithélium bronchique non CF et CF.

L'expression de la protéine FOXJ1 a été analysée par immunohistochimie sur des coupes
de culture en IAL. Le nombre de cellules FOXJ1 positives a été quantifié par micrometre de

membrane (A) et par rapport au nombre de cellules totales (B). (* p<0,05)

b) Mesure de la hauteur des épithélia régénérés

Nous avons mesuré la hauteur des épithélia régénérés a partir de cellules non CF (A) et CF (B) dans le

modele de culture en IAL au stade J30 (Figure 6). Nous avons observé que la hauteur de I'épithélium

différencié CF est significativement (p<0,05) plus importante (238,2 + 37,9 um) que celle de

I’épithélium différencié non CF (103,5 £ 9,2 um) (Figure 7).

NON CF

Figure 6 : Etude histologique des épithélia non CF et CF au stade J30 de culture en IAL.
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Coloration a 'Hématoxyline de Harris de sections de culture non CF (A) et CF (B) en IAL au
stade J30 (analyse réalisée sur 5 patients non CF et 5 patients CF) (Objectif x20).
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Figure 7 : Mesure de la hauteur de I’épithélium non CF et CF au stade J30 de culture en IAL

Mesure de la hauteur de I'épithélium bronchique non CF et CF dans le modele de culture
IAL au stade J30, et exprimée en um (*p<0,05)

c) Quantification du nombre de cellules basales

Nous avons étudié et quantifié (Figure 8) le nombre de cellules basales exprimant la cytokératine 13
par immunohistochimie, dans les épithélia régénérés a partir de cellules non CF et CF, a 30 jours de
culture en IAL. La détection immunohistochimique de la CK13 semble montrer un nombre plus

important de cellules basales dans les épithélia CF que dans les épithélia non CF.

NON CF

Figure 8 : Expression de la CK13 dans les épithélia non CF et CF au stade J30 de culture en IAL.
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Détection immunohistochimie de la CK13 sur des sections de culture en IAL au stade de
régénération J30 (analyse réalisée sur 5 patients CF et 5 patients non CF). (Objectif x20).

La quantification du nombre de cellules basales exprimant la cytokératine 13 dans les épithélia non
CF et CF montre la présence d’'un nombre significativement plus important (p<0,05) de ces cellules
dans les cultures CF (158,7 * 48,3 cellules CK13+/um de membrane) que dans les cultures non CF

(75,1 + 22 cellules CK13+/um de membrane) (Figure 9).
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Figure 9 : Quantification du nombre de cellules exprimant la CK13 dans I’épithélium bronchique
non CF et CF au stade J30 de culture IAL.

L’expression de la CK13 a été analysée par immunohistochimie. Le nombre de cellules CK13
positives a été quantifié a 30 jours de culture en IAL. (*p< 0,05)

d) Quantification du nombre de cellules caliciformes

La détection immunohistochimique et la quantification du nombre de cellules caliciformes
exprimant MUC5AC n’ont pas montré de différence entre les cultures régénérées CF et non CF au

stade J30 de culture en IAL.

e) Analyse de la prolifération cellulaire
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Nous avons quantifié la prolifération cellulaire au cours de la régénération épithéliale CF et
non CF aux stades JO, J5, J15 et J30 de culture en IAL, par détection immunohistochimique de
I'antigene Ki67 mettant en évidence le noyau des cellules en cours de division, et par

comptabilisation des cellules positives.

La quantification du nombre de cellules exprimant Ki67 montre une diminution du nombre

de cellules proliférantes au cours de la régénération CF et non CF (p<0,05).

Ces résultats montrent que la prolifération cellulaire dans le cas de la régénération normale
CF est active de maniére prolongée dans le temps. Cependant, au cours de la régénération CF, la
qguantité de cellules Ki67 positives est significativement (p<0,05) plus faible au stade J5 (30,4% de
cellules Ki67 positives / cellules totales) que dans les cultures non CF au méme stade (46,4% de
cellules Ki67 positives / cellules totales). A I'inverse, au stade J15 de culture en IAL, la quantité de
cellules Ki67 positives est significativement (p<0,05) plus importante dans les cultures CF (28,6% Ki67
positives/ cellules totales) que dans les cultures non CF (14 ,9% Ki67 positives/ cellules totales (Figure
10A). Lorsque le nombre de cellules Ki67 positives est analysé par um de membrane (Figure 10B),

nous pouvons observer un pic de prolifération a J5 pour les cultures non CF et a J15 pour les cultures

CF.
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Figure 10 : Quantification du nombre de cellules exprimant le Ki67 dans I'épithélium bronchique
non CF et CF au stade J30 de culture IAL.

L'expression du Ki67 a été analysée par immunohistochimie sur des coupes de culture en
IAL. Les cellules Ki67 positives ont été quantifiées par rapport au nombre de cellules totales
(A) et en micrometre de membrane basale (B).) (*p < 0,05)
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f Conclusion

La quantification du nombre de cellules FOXJ1 positives indique que le nombre de cellules
engagées dans la ciliogénése ou différenciées en cellules ciliées est significativement moins
important au cours des premiers jours de la différenciation épithéliale CF et indique un retard dans le
processus de différenciation ciliée des cellules CF.

Nos résultats montrent qu’en dehors de tout contexte infectieux et inflammatoire exogéne,
I’épithélium bronchique CF régénéré est remodelé, et présente une hyperplasie de cellules basales.
Enfin, la quantification de I'expression de I'antigéne Ki67 montre un retard de la prolifération
cellulaire dans les cultures CF, par rapport aux cultures non CF.

L’ensemble de ces résultats ont été reportées dans le tableau 3
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C. DISCUSSION

Dans la premiere partie de ce travail de thése, nous avons étudié les mécanismes cellulaires
et moléculaires impliqués dans le processus de régénération de I'épithélium bronchique CF dans un
modele in vitro de culture des cellules épithéliales en interface air-liquide (IAL), afin de déterminer si
le remodelage observé chez les patients atteints de mucoviscidose (CF) était lié au contexte

inflammatoire extrémement présent chez ces patients.

En effet, de nombreuses études ont rapporté la présence de remodelage au sein de
I’épithélium bronchique chez les patients CF. Les études de I'histologie des épithélia bronchiques
réalisées chez ces patients indiquent la présence tres fréquente de zones d’hyperplasie des cellules
basales, de métaplasie malpighienne mais également d’hyperplasies des cellules sécrétoires (Rock et
al., 2010). Cependant, peu d’études ont étudié les mécanismes impliqués dans la dynamique de ces
remaniements épithéliaux. Afin de déterminer I'influence de la composante infectieuse inhérente a
la maladie dans le processus de remodelage épithélial bronchique, Hajj et al., ont démontré, en 2007,
dans un modele de xénogreffe humanisé dans la souris, que le processus de régénération de
I’épithélium bronchique CF, en dehors de toute infection bactérienne, est retardé, présente une
étape d’hyperprolifération cellulaire accompagnée d’un allongement de |'étape de métaplasie
malpighienne transitoire préalable a la redifférenciation cellulaire, et aboutit a la reconstitution d’un
épithélium remodelé, plus haut qu’un épithélium bronchique restauré a partir de cellules épithéliales
non CF, et présentant une hyperplasie des cellules basales (Hajj et al., 2007). Cette étude a donc
démontré que l'infection bactérienne n’explique pas, a elle seule, le remodelage de I'épithélium

bronchique observé chez les patients CF.

L'hypothese d’une implication de la composante inflammatoire exogene a I'épithélium
bronchique n’étant pas exclure dans les résultats obtenus par Hajj et al.,, nous avons étudié le
processus de régénération de I'épithélium CF dans un modele in vitro de culture en interface air-
liguide afin de nous affranchir, non seulement de la composante infectieuse, mais également de la
composante inflammatoire exogene. Nos résultats montrent que dans ce contexte, la régénération
de I'épithélium bronchique CF est retardée. En effet, la quantification du nombre de cellules

exprimant le facteur de transcription FOXJ1 montre que le nombre de ces cellules est
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significativement plus élevé dans les cultures des cellules épithéliales non-CF que dans les cultures
des cellules épithéliales CF au méme stade de la culture, soit au stade J15, lorsque les cellules
commencent a se différencier. Le facteur de transcription FOXJ1 est particulierement impliqué dans
la régulation de la différenciation et dans le maintien de I'état différencié des cellules ciliées. Ce
membre de la famille winged-helix/forkhead est ainsi détecté dans les cellules épithéliales avant
I'apparition des premiers cils, et reste exprimé dans les cellules ciliées différenciées exprimant la
tubuline B4 (Blatt et al., 1999). Ainsi, le déficit en cellules exprimant FOXJ1 au stade J15 de la culture
des cellules épithéliales CF indique, soit un nombre moins important de cellules en cours de
différenciation ciliée, soit un nombre moins important de cellules épithéliales déja différenciées en
cellules ciliées. La quantification du nombre de cellules exprimant FOXJ1 dans les cultures au stade
J30 montrant qu’il n’y a pas de différence entre les cultures de cellules épithéliales CF et non-CF, nos
résultats suggerent donc qu’il y a bien un retard dans la différenciation cellulaire pour les cellules
épithéliales CF. Ce résultat est totalement concordant avec le travail réalisé par Hajj et al., en 2007,
rapportant un retard de régénération de I'épithélium bronchique CF dans le modéle de xénogreffe
dans la souris nude (Hajj et al., 2007). Ces données suggerent donc que ni l'infection bactérienne ni
I'inflammation bronchique ne sont responsables du retard de régénération observé pour les cellules
issues de patients CF. Ce phénomene de retard de régénération de I'épithélium bronchique chez les
patients CF pourrait avoir deux conséquences importantes: d'une part, I'épithélium CF ne
restaurerait pas assez rapidement ses fonctions de défense comme la clairance mucociliaire et la
sécrétion de molécules antibactériennes aprés lésion épithéliale, et d’autre part, la susceptibilité de
I’épithélium a une infection bactérienne serait accrue. En effet, des travaux du laboratoire ont
montré que, durant sa réparation, I'épithélium bronchique expose des récepteurs qui seront
reconnus par certaines bactéries pathogenes comme P. aeruginosa et H. influenzae (Plotkowski et
al.,, 1996; de Bentzmann et al.,, 1996a; de Bentzmann et al., 1996b). Ces bactéries vont en outre
produire des facteurs de virulence bactériens qui vont augmenter la perméabilité de I'épithélium de
surface (Azghani, 1996; Virkola et al., 1996). Ainsi, plus la régénération de I'épithélium bronchique

est lente, plus sa susceptibilité a I'infection bactérienne va étre accrue.

Nos résultats montrent également que I'épithélium bronchique régénéré a partir des cellules
CF en culture en IAL ne présente pas de différence significative du nombre de cellules caliciformes,
par rapport a un épithélium régénéré a partir de cellules non-CF. Plusieurs études non quantitatives
ont décrit une hyperplasie des cellules caliciformes dans I'épithélium bronchique des patients CF

(Hauber et al., 2004; Bedrossian et al., 1976). Cependant, des conclusions inverses ont été
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rapportées par Danel et al., au niveau de brossages nasaux (Danel et al., 1996) et par Voynow et al.,
dans des tissus bronchiques CF (Voynow et al., 2005) De plus, il a été récemment montré que le
nombre de cellules caliciformes, mises en évidence par leur expression de la mucine MUC 5AC est
similaire dans les polypes nasaux CF et non CF (Martinez-Anton et al., 2006). |l est important de noter
que la plupart des tissus CF utilisés pour les études de quantification du nombre de cellules
caliciformes et d’expression des mucines ont été obtenus chez des patients CF infectés et inflammés
a différents stades de la maladie, compromettant la comparaison avec les patients contréles non-CF.
Nos résultats sont concordants avec plusieurs études (Danel et al., 1996 ; Hubeau et al., 2001), et en
particulier avec les travaux de Sturgess et Imries qui ont rapporté que le nombre de cellules
caliciformes n’est pas modifié dans les voies aériennes de foetus humains CF non infectés (Sturgess et
Imrie, 1982). En outre, nos résultats sont similaires aux données de Hajj et al., rapportant que, dans
le modele de xénogreffe dans la souris nude, le nombre de cellules caliciformes est équivalent dans
les greffons portant des cellules non-CF et des cellules CF bien qu’'une composante inflammatoire
soit présente, mais de facon similaire pour les deux types de greffons (Hajj et al, 2007). La
composante inflammatoire semble donc jouer un rbéle majeur dans |‘hyperplasie des cellules
caliciformes. En effet, il a été rapporté une corrélation entre l'inflammation, en particulier le
pourcentage de neutrophiles dans le lavage broncho-alvéolaire, et I'hyperplasie des cellules
mucipares chez les patients souffrant de bronchite chronique (Spurzem et al., 1991). En outre, Foster
et al.. ont montré, en 2010, que I'élastase du neutrophile entraine une hyperplasie mucipare au
niveau des voies aériennes (Foster et al., 2010). Enfin, Il a été trés récemment rapporté, chez la
souris, une hyperplasie des cellules caliciformes en réponse a I'lL-13, médiateur important de
I'asthme (Turner et al.,2010). Ces données, ainsi que les résultats de nos travaux, suggerent que
I’hyperplasie mucipare couramment observée chez les patients CF, est liée a I'environnement
inflammatoire et infectieux inhérent a la pathologie. Cet environnement étant absent dans le modeéle
de culture en IAL que nous avons utilisé, nous n’observons pas d’hyperplasie des cellules caliciformes

dans les cultures réalisées a partir de cellules épithéliales CF.

Nos travaux ont, de plus, mis en évidence un nombre significativement plus important de
cellules exprimant la CK13 dans les cultures de cellules épithéliales CF que dans les cultures de
cellules épithéliales non-CF au stade J30 de la régénération, montrant le développement d’une
hyperplasie des cellules basales. Ce résultat est concordant avec les données de la littérature
rapportant une hyperplasie des cellules basales dans I'épithélium bronchique des patients CF

(Brézillon et al., 1997 ; Voynow et al., 2005) ainsi que des patients souffrant de pathologies
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respiratoires inflammatoires comme la bronchite chronique (Polosukhin, 2001). La régénération de
I’épithélium bronchique a partir de cellules épithéliales CF dans le modele in vivo de xénogreffe dans
la souris nude a également mis en évidence ce phénomeéne d’hyperplasie des cellules basales (Hajj et
al., 2007). Cependant, le modele de culture in vitro des cellules épithéliales bronchiques en IAL étant
dépourvu de contexte inflammatoire exogéne, nos résultats suggérent que I’hyperplasie des cellules
basales observée chez les patients CF n’est pas entierement liée a I'inflammation tissulaire inhérente

a la pathologie.

L’hyperprolifération cellulaire est généralement associée a la pathologie de la CF (Leigh et al.,
1995 ; Voynow et al., 2005) ainsi qu’a d’autres pathologies respiratoires inflammatoires (Chilosi et
al., 2002), ou le compartiment prolifératif a été identifié au niveau des cellules basales épithéliales.
Cette hyperprolifération cellulaire a également été rapportée par Hajj et al., en 2007, lors de
I'analyse de la régénération de [I'épithélium bronchique CF. Dans cette étude in vivo,
I’hyperprolifération cellulaire est précoce, des 5 jours de greffe, puis disparait au cours de la
pseudostratification et de la différenciation épithéliale (Hajj et al., 2007). Dans notre étude utilisant
le modele de culture des cellules épithéliales en IAL, un pic de prolifération cellulaire est observé au
stade J5 dans les cultures non-CF, et au stade J15 dans les cultures CF. Cependant, aucune
hyperprolifération des cellules CF ne peut étre détectée au cours de la régénération, le nombre de
cellules exprimant I'antigéne Ki-67 au stade J15 dans les cultures de cellules CF n’étant pas différent
du nombre de cellules Ki-67 positives au stade J5 dans les cultures de cellules non-CF. Cette
observation suggere que le contexte inflammatoire présent chez les patients CF ou souffrant de
pathologies respiratoires chroniques, ainsi que dans le modele de régénération de I'épithélium
bronchique dans la souris nude est, au moins en partie, responsable de I’hyperprolifération cellulaire

observée au niveau de I'épithélium bronchique.

Il est cependant intéressant de noter que, contrairement a ce qui a pu étre observé dans le modele in
vivo de xénogreffe (Hajj et al., 2007), la prolifération cellulaire est retardée dans les cultures de
cellules épithéliales CF, en comparaison des cultures de cellules épithéliales non-CF. La prolifération
cellulaire, phénomeéne général de la réparation/régénération tissulaire, étant un préambule a la
redifférenciation cellulaire, le retard de prolifération cellulaire observée dans le modele utilisé pour

notre étude pourrait expliquer le retard de régénération de I'épithélium bronchique CF.
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Enfin, notre étude montre que, de facon similaire a ce qui est observé dans le modele de
régénération de I'épithélium bronchique dans la souris nude (Hajj et al., 2007), I'épithélium CF
régénéré au stade J30 en culture en IAL est remodelé. Non seulement il présente une hyperplasie des
cellules basales, mais il est également significativement plus haut que I'épithélium non-CF régénéré
au méme stade. Nos résultats sont également concordants avec les données présentées par Voynow
et al.,, en 2005, qui ont rapporté que, dans les tissus pulmonaires inflammatoires et infectés CF
obtenus lors de transplantations, la hauteur de I'épithélium bronchique CF est deux fois supérieure a
celle de I'épithélium non-CF (Voynow et al., 2005). Tiddens et al., ont également mis en évidence une
augmentation de la hauteur de I'épithélium CF par rapport a I'épithélium de patients atteints de
BPCO, maladie respiratoire hautement inflammatoire (Tiddens et al., 2000). Enfin, la hauteur de
I’épithélium bronchique n’est pas différente entre les patients asthmatiques et les sujets sains
(Shebani et al., 2005). Ces données de la littérature, associées a nos propres observations, suggerent
gue l'augmentation de la hauteur de I'épithélium bronchique chez les patients CF n’est pas liée au
contexte inflammatoire présent chez ces patients, mais semblerait étre plutot liée au défaut méme

de CFTR.

En conclusion de la premiére partie de ce travail de thése, nous avons pu mettre en évidence,
gu’en dehors de tout contexte infectieux et inflammatoire exogéne, la régénération de I'épithélium
bronchique CF est anormale, retardée, et aboutit a la reconstitution d’un épithélium remodelé, ce
qui semble suggérer que le défaut méme de CFTR serait a I'origine du défaut de régénération de

I’épithélium bronchique chez les sujets CF.
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V. Remodelage de I'épithélium CF/ non CF

A.  Modeéeles de remodelage de I'épithélium CF / non CF

Le remodelage de I'épithélium bronchique est un phénoméne majeur qui peut étre tres
fréquemment observé, en particulier chez les patients souffrant de pathologies inflammatoires
chroniques comme la mucoviscidose. Chez ces patients, il est fréquent d’observer des zones

épithéliales présentant une hyperplasie des cellules sécrétoires ou une métaplasie malpighienne.

Cependant, la caractérisation moléculaire de ces remodelages ainsi que leur impact sur la
fonctionnalité épithéliale ont été tres peu étudiés. lls font I'objet de la deuxiéme partie de ce travail

de these.

1. Modele de remodelage aboutissant a une hyperplasie des

cellules sécrétoires

Dans le but d’étudier le remodelage des épithélia bronchiques non CF et CF, nous avons mis
au point un modele de remaniement épithélial aboutissant a la formation d’une hyperplasie
mucipare. Ce remodelage a été induit par addition d’interleukine 13 (IL-13) dans le milieu de culture
de différenciation. En effet, il a été décrit dans la littérature que I'lL-13 augmentait le nombre de

cellules sécrétoires dans les cultures en IAL (Laoukili et al., 2001).

Dans ce modele de génération d’hyperplasie mucipare, mous avons observé les mémes

stades de régénération que lors d’'une régénération normale.

Au stade JO, jour du passage en air liquide, seule une monocouche cellulaire est mise en
évidence par coloration a I’hématoxyline de Harris. A I'issus de 5 jours de culture (stade J5), nous
avons la formation d’'une métaplasie malpighienne qui est une structure transitoire. Puis, nous
observons un stade de pseudostratification cellulaire a 15 jours de culture (stade J15). Enfin, a 30
jours de culture (stade J30), nous avons un épithélium bronchique présentant des zones

d’hyperplasies sécrétoires.

Nous avons caractérisé les épithélia obtenus au stade J30 (Figure 11). Nous avons mis en évidence
par coloration histologique BA-PAS (A) la présence d’'un grand nombre de cellules sécrétoires,

également identifiées par un marquage de la mucine MUC5AC en immunohistochimie (B).
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Stade J30 Corvt o8

Figure 11: Caractérisation de I’hyperplasie sécrétoire non CF au stade J30 de culture en IAL

Mise en évidence des cellules sécrétoires par la coloration Bleu Alcian - PAS (A) et par
détection immunohistochimique de MUC5AC (B) sur des sections de culture en IAL au
stade J30 en présence d’IL13. (Objectif x20)

2. Modeéele de remodelage aboutissant a une métaplasie

malpighienne

Nous avons également mis au point un modele de remodelage épithélial aboutissant a la
formation d’un épithélium bronchique de type malpighien. L’acide rétinoique a été décrit comme un
facteur essentiel a la différenciation de I'épithélium respiratoire (Kaartinen et al,. 1993). Nous avons
donc diminué de moitié sa concentration dans le milieu de culture de différenciation afin d’obtenir
une métaplasie malpighienne stable, une absence totale d’acide rétinoique aboutissant a une

métaplasie malpighienne a un stade trés avancé.

Nos résultats (Figue 12) montrent que I'épithélium obtenu a J30 de culture en IAL dans ces conditions
est pluristratifié, avec la présence de ponts d’union caractéristiques entre les cellules épithéliales
(Figure 5A) ; De plus, nous pouvons observer que I'ensemble des cellules expriment la CK13 (B) ainsi

que la transglutaminase 1, spécifique des cellules en cours de différenciation squameuse (C).
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Stade J30

Transglutaminase |

Figure 12 : Caractérisation de la métaplasie malpighienne non CF au stade J30 de culture en IAL

Détection Immunohistochimique de la CK13 (objectif x20) et de la transglutaminase |
(objectif x40) sur des sections de culture en IAL au stade J30 de culture en présence d’une
concentration diminuée d’acide rétinoique.

B.  Propriétés électrophysiologiques des épithélia non CF et CF

régénérés et remodelés

La sécrétion de chlore est impliquée dans de nombreuses fonctions physiologiques de
I’épithélium bronchique, notamment dans la clairance mucociliaire et les propriétés défensives vis a
vis des pathogenes. Les modifications de la sécrétion des ions chlorures, caractéristiques de la
pathologie de la mucoviscidose, ont un impact sur les propriétés rhéologiques du mucus. Nous avons

examiné les conséquences du remodelage épithélial sur les transports ioniques en mesurant les
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courants de court circuit en chambre de Ussing, ainsi qu’en mesurant la résistance transépithéliale

des cultures non CF et CF, remodelées ou non apres 30 jours de culture en IAL.

1. Propriétés bioélectriques des épithélia non CF

a) Mesure du courant de court-circuit

Le courant de court-circuit (Alsc) est mesuré avant toute stimulation puis aprés |'ajout successif de
I"amiloride, inhibiteur des canaux sodiques ENac, puis de la forskoline, activateur du canal CFTR par

augmentation d’AMPc intracellulaire.

La valeur mesurée en présence de I'amiloride appliquée au pdle apical est de -2,3 + 1,5 pA/cm? pour
les cultures non remodelées. L’application de la forskoline indique une valeur de 2,7 + 1,8 pA/cm?.
Dans ces conditions, nous avons pu montrer que le canal ENac ainsi que le canal CFTR sont

fonctionnels (Figurel3).

Dans le cas des cultures présentant une hyperplasie de cellules sécrétoires, la mesure du
courant de court circuit indique une valeur de -17 + 1,8 uA/cm? aprés stimulation par 'amiloride, et

le courant de court-circuit, aprés application de la forskoline, est de 3,8 + 2,7 uA/cm? (Figure 13).

L’analyse du courant de court-circuit dans le cas d’un épithélium présentant une métaplasie
squameuse indique une valeur de -2,9 * 2,2 uA/cm? aprés stimulation a I"amiloride et de -0,6+ 2,4

pA/cm? apreés application de la forskoline (Figure 13).

La comparaison des valeurs obtenues suite a la stimulation par I'amiloride montre une
augmentation de la valeur du courant de court-circuit dans les épithélia présentant une hyperplasie
sécrétoire en comparaison des valeurs obtenues pour un épithélium non remodelé (p<0,05). La
réponse des épithélia de type squameux a la stimulation par la forskoline est fortement diminuée

bien que la différence reste non significative, par rapport a la réponse d’un épithélium non remanié.
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FIGURE 13: Mesure du courant de court-circuit Alsc des épithélia non CF non remodelés et
remodelés a J30 de culture en IAL

Mesure en chambre de Ussing aprés addition apicale d’amiloride (10- * M) puis de
forskoline (2,5.10° M).

b) Mesure de la résistance transépithéliales

En chambre de Ussing, la résistance transépithéliale mesurée dans le cas d’un épithélium non
remodelé est de 260,1 + 12,2 Q/cm? Dans les cultures présentant une métaplasie de type
malpighienne cette valeur est de 252,1 + 26,4 Q/cm?. |l est a noter que la résistance transépithéliale
mesurée dans les cultures présentant une hyperplasie sécrétoire est de 169,9 + 19 Q/cm?
significativement plus basse que la valeur obtenue par un épithélium non remodelé. (p<0,05) (Figure

14).
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Figure 14 : Mesure de la résistance transépithéliale des épithélia bronchiques humains non CF non
remodelés et remodelés au stade J30 de culture en IAL.

Les résistances transépithéliales ont été mesurées en chambre de Ussing aprés
imposition d’un voltage continu de 30mV.

2. Propriété bioélectriques des épithélia CF

a) Mesure du courant de court circuit

La mesure du courant de court circuit des épithélia CF non remodelés indique une valeur de

-13,5 + 7,9 uA/cm? suivi d’une réponse négative a la stimulation par la forskoline (Figure 15).

La stimulation par I'amiloride induit un courant de court-circuit significativement (p<0,05) moins
important (-4,3 + 1,8 uA/cm?) dans un épithélium présentant une hyperplasie sécrétoire et dans un

épithélium de type malpighien (-2,9 * 3,2 uA/cm) que dans un épithélium non remanié (Figure 15).
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L'analyse des courants de court-circuit dans le cas des épithélia CF remodelés n’indique

aucune réponse significativement différente, par rapport a un épithélium CF non remodelé suite a la

stimulation des cellules épithéliales par la forskoline (Figure 15).
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FIGURE 15 : Mesure du courant de court-circuit Alsc des épithélia CF non remodelés et remodelésa
J30 de culture en IAL.

Mesure en chambre de Ussing aprés addition apicale d’amiloride (10- * M) puis de
forskoline (2,5.10” M).

b)

Mesure de la résistance transépithéliales

La mesure de la résistance transépithéliale des cultures CF non remodelées montre une

valeur de 398 + 87 Q/cm?.La valeur de la résistance transépithéliale des épithélia présentant une

hyperplasie sécrétoire n’est pas significativement différente, a l'inverse de celle des épithélia

présentant une métaplasie squameuse ou la RTE est plus faible que la RTE des épithélia non

remodelés CF (p<0,05) (Figure 16).
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FIGURE 16 : Mesure de la résistance transépithéliale des épithélia bronchiques humains CF non
remodelés et remodelés au stade J30 de la culture en IAL.

Les résistances transépithéliales ont été mesurées par la chambre de Ussing apres
imposition d’un voltage continu de 30 mV.

3. Propriétés électrophysiologiques des épithélia non CF vs

CF

L'analyse des variations du courant de court-circuit Alsc des épithélia CF et non CF non
remodelés au stade J30 indique des différences significatives suite a la stimulation par I'amiloride,

avec une valeur 5 fois plus basse (p < 0,05) pour I'épithélium CF (Figure 17).

D’autre part, il est intéressant de noter que les valeurs Alsc obtenues dans le cas de d’un
épithélium non remodelé CF suite a la stimulation par I'amiloride, sont similaires aux valeurs

mesurées pour un épithélium non CF présentant une hyperplasie de cellules sécrétoires.
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FIGURE 17 : Courant de court circuit Alsc, de I’épithélium bronchique humain CF / non CF non
remodelé et non CF présentant une hyperplasie sécrétoire au stade J30 de culture en
IAL.

Mesure réalisée en chambre de Ussing aprés addition apicale d’amiloride (10™*M).

La mesure des résistances transépithéliales dans les cultures en IAL, montre que les épithélia
non remodelés CF ont des valeurs 1,5 fois plus élevés que les cultures non remodelées non CF

(p<0,05).

Il en est de méme pour les épithélia présentant une hyperplasie sécrétoire, avec une différence d’un

facteur de I'ordre de 1,98 (p<0.05) (Tableau 1).
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Epithélium Hyperplasie Métaplasie
Q.cm?
non remodelé sécrétoire malpighienne
NON CF 260 +12 169 + 46 252 + 26
CF 398 + 87 336+ 138 278 £ 56

Tableau 1 : Mesure de la résistance transépithéliale des épithélia non CF et CF, non remodelés et
remodelés au stade J30 de culture en IAL.

Mesures réalisées en chambre de Ussing aprés imposition d’un voltage continu de
30mV.
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C. Propriétés de défense antibactérienne des épithélia

régénérés et remodelés non CF et CF

L’épithélium bronchique humain est normalement capable de se défendre vis-a-vis des
pathogenes. En effet, les cellules épithéliales respiratoires sécrétent de nombreux facteurs
intervenant dans la défense antibactérienne. Afin d’étudier cette capacité de défense, nous avons
déterminé la capacité bactéricide des sécrétions des cellules épithéliales bronchiques, au cours de la
régénération et du remodelage des épithélia non CF et CF. Cette étude a été réalisée a partir de
prélévements issus de quatre patients CF et de quatre patients non CF. Les sécrétions apicales, ont
été collectées aux quatre différents stades de régénération, puis mis en contact avec la souche
bactérienne de S. aureus.

La survie de S. aureus a été évaluée apres dénombrement des bactéries qui ont survécu suite a

I’exposition aux sécrétions des cultures de cellules épithéliales CF et non CF.

1. Capacité de défense des épithélia non CF

a) Propriétés défensives des épithélia non CF non remodelés

Nous avons déterminé, par des tests de bactéricidie, la capacité de défense antibactérienne
des cellules épithéliales au stade JO, jour du passage en condition air-liquide, en analysant la survie
de S. aureus.

Le dénombrement des colonies bactériennes, aprés incubation des sécrétions épithéliales
avec la suspension bactérienne, indique une diminution significative (p <0,05) du nombre de
bactéries par rapport aux résultats obtenus avec une solution de milieu de culture controle n’ayant
pas été en contact avec les cellules épithéliales (Figure 18).

Nous avons ensuite évalué I'évolution de cette défense antibactérienne vis-a-vis de S. aureus au
cours des différentes étapes de la régénération normale de I'épithélium bronchique non CF. Cette

analyse a été réalisée de maniere comparative par rapport a la survie bactérienne a JO (Figure 19).

L’analyse de la survie bactérienne dans le modele de régénération épithéliale non CF montre

que la défense antibactérienne est mise en place progressivement durant la reconstitution de
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I’épithélium bronchique. Aprés une étape J5 au cours de laquelle, les cellules ne semblent pas
produire de molécules bactéricides, la survie bactérienne diminue significativement de 51,8% au

stade J15 (p < 0,05) et de 86% au stade J30 (p < 0,05).
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Figure 18 : Survie de S. aureus en contact avec les sécrétions des cultures non remodelées non CF
au stade JO.

Comptage des colonies bactériennes apres incubation des bactéries avec les surnageants de culture
au stade JO; le contrble a été réalisé avec un milieu n’ayant pas été en contact avec les cellules. La
survie bactérienne a été rapportée a la valeur contréle et exprimée en pourcentage (* p <0,05).
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Figure 19 : Survie de S. aureus en contact avec les sécrétions des cultures non remodelées non CF
au cours de la régénération

Comptage des colonies bactériennes apres incubation des bactéries avec les surnageants de culture
aux stades J0, J5, J15 et J30; la survie bactérienne a été rapportée a la valeur obtenue a JO et
exprimée en pourcentage (* p < 0,05).
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b) Propriétés des épithélia non CF remodelés

Nous avons par la suite, testé la capacité de défense antibactérienne des cellules épithéliales
non CF au cours de la régénération aboutissant a une hyperplasie de cellules sécrétoires ou a une
métaplasie malpighienne  Selon le méme protocole, nous avons évalué les propriétés
antibactériennes des sécrétions des épithélia remodelés en comparant les valeurs obtenues, a
chaque étape de la régénération, aux valeurs obtenues lors de la régénération normale non CF
(Figure 20).

Dans le cas de la régénération épithéliale menant a I'hyperplasie de cellules sécrétoires,
I’analyse de la survie de S. aureus indique que la défense antibactérienne est significativement plus
importante au stade J5 (p < 0,05) et au stade J30 (p < 0,05) avec respectivement un taux de survie
bactérienne moindre de 50 % et 80 % par rapport aux taux observés dans le cas de la régénération
normale de I’épithélium bronchique.

Durant le remodelage épithélial aboutissant a la métaplasie squameuse, la survie bactérienne
ne présente pas de différence significative durant les deux premieres étapes de la régénération, par
rapport aux résultats obtenus au cours de la régénération normale. Cependant, il y a une diminution
significative de la capacité défensive de 62% a J30 (p < 0,05) en comparaison des valeurs obtenues

dans le cas d’un épithélium bien différencié.
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Figure 20 : Survie de S. aureus en contact avec les sécrétions des cultures non CF au cours du
remodelage de I'épithélium bronchique.

Les colonies bactériennes ont été comptées apres incubation des bactéries avec les surnageants de
cultures aux stades JO, J5, J15 et J30 ; Les valeurs ont été rapportées aux valeurs obtenues au cours
de la régénération normale a chaque stade et exprimées en pourcentage (* p < 0,05).

2. Capacité de défense des épithélia CF

a) Propriétés défensives des épithélia CF non remodelés

Nous avons poursuivi notre étude en déterminant si les propriétés défensives vis-a-vis de S.
aureus sont altérées durant la régénération normale d’un épithélium bronchique CF. Nous avons
donc évalué la survie bactérienne de S. aureus au cours des différents étapes de la régénération
normale CF en comparant les valeurs obtenues, a chaque stade, avec les valeurs obtenues au cours

de la régénération normale non CF (Figure 21).
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Nos résultats montrent que, hormis a J5 ou I'épithélium CF semble étre apte a se défendre
avec une diminution significative (p<0,05) de la survie bactérienne de 64%, les sécrétions des cellules

épithéliales CF montrent un défaut d’activité bactéricide de 144% a J15 (p<0,05) et 75% a 130

(p<0,05).
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Figure 21 : Survie de S. aureus en contact avec les sécrétions des cultures non remodelées CF au
cours de la régénération.

Les colonies bactériennes ont été comptées aprés incubation des bactéries avec les surnageants
de cultures aux stades JO, J5, J15 et J30 ; Les valeurs ont été rapportées aux valeurs obtenues au
cours de la régénération normale non CF a chaque stade, et exprimées en pourcentage (* p<0.05).

b) Propriétés défensives des épithélia CF remodelés

Nos résultats (Figure 22) montrent que hormis a J5 ou I'épithélium CF semble étre apte a se
défendre avec une diminution significative (p<0,05) de la survie bactérienne de 75% et de 70% pour
les cultures qui aboutissent a une hyperplasie mucipare et a une métaplasie malpighienne,
respectivement. Les sécrétions des cellules épithéliales CF montrent un défaut d’activité bactéricide
de 75% et de 70% a J15 (p<0,05), et de 120% et 80% a J30 (p<0,05) pour les cultures qui aboutissent a

une hyperplasie mucipare et a une métaplasie malpighienne, respectivement.
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Figure 22 : Survie de S. aureus en contact avec les sécrétions des cultures CF au cours du
remodelage de I’épithélium bronchique.

Les colonies bactériennes ont été comptées apres incubation des bactéries avec les surnageants de
cultures aux stades JO, J5, J15 et J30. Les valeurs ont été rapportées aux valeurs obtenues au cours
de la régénération normale non CF a chaque stade et exprimées en pourcentage (* p < 0,05).

3. Conclusions

L'ensemble de ces résultats montre que dans un contexte exempt d’infection et
d’inflammation exogéne, I'épithélium bronchique humain possede des propriétés de défense
antibactérienne qui s’établissent progressivement durant le processus de différenciation épithélial.
Cependant, il existe un défaut dans cette défense a J5, stade ou I'épithélium forme une métaplasie
malpighienne transitoire. Cette défense diminue dans le contexte d’un remaniement épithélial
aboutissant a la métaplasie squameuse, contrairement au remodelage aboutissant a la formation

d’une hyperplasie sécrétoire ou les propriétés de défense contre S. aureus sont plus élevées.

Dans le cas de la régénération et du remodelage CF, hormis a J5 ou I'épithélium CF remodelé ou non
est apte a se défendre, I'ensemble des propriétés de défenses antibactériennes vis-a-vis de S. aureus

sont fortement diminuées y compris lors du développement d’une hyperplasie mucipare.
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D. Sécrétion de facteurs antibactériens au cours de la
régénération et du remodelage de I'épithélium bronchique non CF

et CF

Nos résultats ont montré une modulation de la défense antibactérienne au cours de la
régénération et du remodelage de I'épithélium bronchique, avec un défaut majeur de défense pour
les cultures CF. Nous avons tenté d’identifier le facteur mis en cause dans ce phénomeéne en dosant
la cathélicidine LL-37, le SLPI et la B-défensine dans les sécrétions des cultures non CF et CF,

remodelées ou non, aux différents stades de culture.

1. Sécrétion de la cathélicidine LL-37

Dans les modeéles de régénération normale et de remodelage de I’épithélium bronchique non
CF et CF, les taux de LL-37 ont été quantifiés par dosage ELISA. L’analyse de la sécrétion de LL-37 par
les cellules épithéliales CF et non CF, que ce soit au cours de la régénération normale ou lors des
processus de remodelage, n’indique aucune modification significative du profil de sécrétion de ce

facteur, avec en outre un taux de sécrétion extrémement faible (Figure 23 et 24)
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Figure 23 : Sécrétion de LL-37 au cours de la régénération de I’épithélium bronchique non CF et CF.
La sécrétion de LL-37 a été analysée par ELISA dans les surnageants de cultures non CF et CF, aux
stades J0, J5, J15 et J30. Les valeurs sont exprimées en pg de LL-37 / mg de protéines totales.

A) 3,0 - B) 3,0 -

2,5 -

1,0 A

I
0,5 - 0,5
‘& e
0,0 I T T T 0,0 1 T
JO J5 J15 J30

JO J5 J15 J30

LL-37({pg/ mg de protéines
totales)
=
wn
LL-37({pg/ mg de protéines
totales)
=
w

[l Régénération normale non CF [l Régénération normale non CF
[l Hyperplasie sécrétoire non CF [l Métaplasie malpighienne non CF
Hyperplasie sécrétoire CF Métaplasie malpighienne CF

Figure 24 : Sécrétion de LL-37 au cours du remodelage de I’épithélium bronchique non CF et CF.
La sécrétion de LL-37 a été analysée par ELISA dans les surnageants de cultures non CF et CF
aboutissant a une hyperplasie de cellules sécrétoires (A) ou une métaplasie malpighienne (B), aux
stades J0, J5, J15 et J30. Les valeurs sont exprimées en pg de LL-37 / mg de protéines totales.
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2. Sécrétion de la -défensine

La sécrétion de la B-défensine humaine HBD-2 au cours de la régénération et du remodelage
de I'épithélium bronchique CF et non-CF a été quantifiée par dosage ELISA dans les surnageants de

cultures aux différents stades J0, J5, J15 et J30.

a) Sécrétion de la B-défensine au cours de la régénération non CF

et CF

La figure 25 montre les niveaux de sécrétion de la B-défensine au cours de la régénération

épithéliale normale non CF et CF.

La quantité de B-défensine sécrétée par les cellules épithéliales non CF et CF présente un pic
de production au stade J15 avant une diminution importante au stade J30. Cependant, la variabilité
entre chaque individu étant importante, les analyses statistiques ne permettent pas de montrer de
significativité que ce soit au cours de la régénération non CF, au cours de la régénération CF, ou
lorsque I'on compare les valeurs obtenues dans les cultures CF aux valeurs obtenues dans les

cultures non CF (Figure 25).

b) Sécrétion de la B-défensine au cours du remodelage non CF et

CF
Nous avons ensuite déterminé les niveaux de sécrétions de la B-défensine au cours du
remodelage aboutissant a une hyperplasie de cellules sécrétoires dans les cultures des cellules

épithéliales bronchiques non CF et CF.

Dans les cultures non CF, nous pouvons observer une augmentation significative de la production de
la B-défensine entre les stades J5 et J15 (p<0,05) et une diminution significative de la sécrétion entre

les stades J15 et J30 (p<0,05).

Dans les cultures CF, au cours du remodelage aboutissant a une hyperplasie mucipare, la mesure des

niveaux de production de la B-défensine indigue une augmentation significative entre les stades JO et
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J5 (p<0,05) puis entre les stades J5 et J15 (p<0,05) suivie d’'une diminution entre les stades J15 et J30
(p<0,05).

Cependant, il n’y a pas de différence significative quand a la sécrétion de la B-défensine au cours du
remodelage CF ou non CF en comparaison de la régénération normale non CF a chacun des stades

étudiés (Figure 26A).

Au cours du remodelage aboutissant a une métaplasie malpighienne dans les cultures de cellules
épithéliales non CF, il n’existe aucune différence significative de la sécrétion de la B-défensine au

cours des différentes étapes du processus.

Au cours du remodelage menant aboutissant a une métaplasie malpighienne dans les cultures de
cellules épithéliales CF, bien qu’une augmentation importante de la sécrétion soit observée entre les
stades JO et J5, seule une différence significative entre les stades JO et J30 peut étre mesurée
(p<0,05). Il n’y a toutefois pas de différence significative quand a la production de la B-défensine au
cours du remodelage CF ou non CF en comparaison de la régénération normale non CF a chacun des

stades étudiés (Figure 26B).

c) Sécrétion de la -défensine dans les cultures CF et non CF

Dans les modeles de culture aboutissant a la régénération ou au remodelage épithélial, les
niveaux généraux de sécrétion de la B-défensine sont significativement plus importants dans les
cultures de cellules épithéliales bronchiques CF que non CF (p = 0,006). En effet, les variations de la
production de la B-défensine lors des processus de remodelage menant a une hyperplasie mucipare
ou a une métaplasie malpighienne montrent une augmentation significative par rapport aux
variations mises en évidence au cours de la régénération normale non CF (respectivement p=0,0019

et p=0,0217).
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Figure 25 : Sécrétion de la B-défensine au cours de la régénération de I’épithélium bronchique non
CF et CF.
La sécrétion de la B-défensine a été analysée par ELISA dans les surnageants de cultures non CF et
CF, aux stades JO, J5, J15 et J30. Les valeurs sont exprimées en pg de B-défensine / mg de protéines

totales.
A) 3500 B) 3500 -
%
w 3000 - w 3000 -
o o
£ g 2500 - £ g 2500 -
:; g 2000 :; g 2000
a2+~ B a2+~ B
o o O
£ £ 1500 - * £ £ 1500 -
23 — 23
o O o O
:E 5 1000 - :E 5 1000 - ]
A 500 - A 500 -
= T
0 - 0 -
JO J5 J15 J30 JO J5 J15 J30
[ | Régénération normale non CF [ | Régénération normale non CF
B Hyperplasie sécrétoire non CF [ Mmétaplasie malpighienne non CF
Hyperplasie sécrétoire CF Métaplasie malpighienne CF

Figure 26 : Sécrétion de la B-défensine au cours du remodelage de I’épithélium bronchique non CF
et CF.
La sécrétion a été analysée par ELISA dans les surnageants de cultures non CF et CF aboutissant a
une hyperplasie de cellules sécrétoires (A) ou une métaplasie malpighienne (B), aux stades J0, J5,
J15 et J30. Les valeurs sont exprimées en pg de B-défensine / mg de protéines totales
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3. Sécrétion du SLPI

Le facteur antibactérien SLPI est la troisieme protéine la plus abondante retrouvée
physiologiquement chez ’lhomme. Le SLPI posséde une activité antibactérienne contre les bactéries a
Gram positif et les bactéries a Gram négatif. Nous nous sommes intéressés a la sécrétion de ce

facteur au cours de la régénération et du remodelage de I'épithélium bronchique non CF et CF.

a) Sécrétion du SLPI au cours de la régénération non CF et CF

Au cours de la régénération normale dans les cultures de cellules épithéliales non CF, aucune
variation significative de la sécrétion du SLPI n’a pu étre observée.

Au cours de la régénération normale dans les cultures de cellules épithéliales CF, les taux de
sécrétion du SLPI augmentent significativement entre les stades J5 et J15 (p<0,05) puis restent
stables entre les stades J15 et J30 (p<0,05). En outre, il est intéressant de noter une augmentation de
la production du SLPI par les cellules épithéliales CF, par rapport aux cellules non CF, au stade J15 de

la régénération (p<0,05) (Figure 27).

b) Sécrétion du SLPI au cours du remodelage non CF et CF

Au cours de la régénération aboutissant a une hyperplasie sécrétoire dans les cultures de
cellules épithéliales non CF, la sécrétion du SLPI ne présente pas de variation significative entre les
stades J5 et J15 par rapport a JO mais présente une augmentation a J30 (p<0,05 par rapport au J15).

Au cours du remodelage menant a une hyperplasie sécrétoire dans les cultures de cellules
épithéliales CF, les niveaux de sécrétion du SLPI présentent une augmentation significative, entre les
stades JO et J15 (p<0,05) puis une diminution significative entre les stades J15 et J30 (p<0,05).
Lorsque I'on compare les taux de production de SLPI dans les cultures CF et non CF aboutissant a une
hyperplasie des cellules sécrétoires, avec les taux de sécrétion de SLPI dans les cultures des cellules
non CF aboutissant a une épithélium mucociliaire bien différencié, pour chaque stade de
régénération étudiée, aucune variation n’est observée pour les cultures de cellules non CF, mais une
différence significative au stade J15 (p<0,05) est décelées pour les cultures de cellules CF (Figure

28A).
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Au cours du remodelage aboutissant a une métaplasie malpighienne dans les cultures de
cellules épithéliales non CF, les niveaux de production SLPI présentent une augmentation entre les
stades JO et J30. Dans les cultures de cellules épithéliales CF nous assistons a une augmentation

significative entre JO et J5 (p<0,05) puis entre J5 et J15 (p<0,05) de la sécrétion de SLPI.

Lorsque I'on compare les taux de production du SLPI dans les cultures CF et non CF
aboutissant a une métaplasie malpighienne, avec les taux de sécrétion de SLPI dans les cultures de
cellules non CF aboutissant a un épithélium mucociliaire bien différencié, pour chaque stade de
régénération étudié, aucune variation significative n’est observée pour les cultures de cellules non
CF, mais une différence significative au stade J15 (p<0,05) est décelée pour les cultures de cellules CF

(Figure 28B).
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Figure 27 : Sécrétion du SLPI au cours de la régénération de I’épithélium bronchique non CF et CF.
La sécrétion a été analysée par ELISA dans les surnageants de cultures non CF et CF, aux stades JO,
15, J15 et J30. Les valeurs sont exprimées en pg de SLPI / mg de protéines totales.
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Figure 28 : Sécrétion du SLPI au cours du remodelage de I’épithélium bronchique non CF et CF.
Les sécrétions ont été analysées par ELISA dans les surnageants de cultures non CF et CF
aboutissant a une hyperplasie de cellules sécrétoires (A) ou a une métaplasie malpighienne (B), aux
stades J0, J5, J15 et J30. Les valeurs sont exprimées en pg de SLPI / mg de protéines totales.
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E. Bilan des résultats

L’ensemble des résultats concernant le remodelage de I'épithélium bronchique non CF / CF et la

fonctionnalité ont été exposé dans le Tableau 4.
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Défense contre S.
aureus

Sécrétion de SLPI

Sécrétion de LL-37

Sécrétion de la B-
défensine

Courants
transépithéliaux

Résistance
transépithéliale

EPITHELIUM NON

CF

Régénération
normale

Efficace a JO puis a
partir de J15

EPITHELIUM CF

Régénération
normale

Plus de défense a
partir du stade J15

EPITHELIUM REMODELE NON CF

Hyperplasie
sécrétoire

Efficace

Métaplasie
malpighienne

Non efficace aux
stades J5 et J30

EPITHELIUM REMODELE CF

Hyperplasie
sécrétoire

Non efficace au
stade J30

Métaplasie
malpighienne

Non efficace au
stade J30

Pas de variation
significative

Augmentation a
partir du stade J15

Profil similaire

Profil similaire

Plus importante au
stade J15

Plus importante au
stade J15

Non significative

Non significative

Non significative

Non significative

Non significative

Non significative

PicaJ15

Profil similaire

Profil similaire

Profil similaire

Sécrétion plus
importante

Sécrétion plus
importante

ENac fonctionnel :

ENac dérégulé :

ENac dérégulé :

ENac fonctionnel :

ENac fonctionnel :

ENac fonctionnel :

-2,3 1,5 pA/cm? -13,5 £7,9 uA/cm? -17 +1,8 pA/cm? -2,9+2,2 yA/cm? -4,3 +1,8 pA/cm? -2,9 43,2 uA/cm?
CFTR fonctionnel : CFTR non CFTR fonctionnel : CFTR fonctionnel : CFTR non CFTR non

2,7 1,8 pA/cm? fonctionnel 3,8 2,7 uA/cm? -0,6 +2,4 pA/cm? fonctionnel fonctionnel
260,1 +12,2 Q/cm? 398 +87 Q/cm? 169,9 +19 Q/cm? 252,1 +26,4 Q/cm? 366,2 +139,8 Q/cm? 278,1 +56,3 Q/cm?

Tableau 4 : Bilan de I'étude des fonctionnalités lors du remodelage de I'épithélium bronchique non CF et CF comparé a la régénération normale non CF
dans un contexte exempt de toute infection et d’inflammation.
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VI. Etude du profil de sécrétion des cellules épithéliales au
cours de la régénération et du remodelage de I'épithélium

respiratoire bronchique non CF et CF

Au cours de cette étude, nous avons étudié la variation des sécrétions protéiques de
plusieurs cytokines, chimiokines et facteurs de croissance au cours de la régénération et du
remodelage de I'épithélium bronchique non CF et CF. Nous avons dosé les protéines dans les
surnageants de culture aux différents stades de régénération JO, J5, J15 et J30 grace a un dosage
protéique par Luminex®.

Nous avons déterminé un profil de sécrétion par les cellules épithéliales non CF au cours de
la régénération qui nous a servi de référence. Le profil de sécrétion observé pour les épithélia non CF
remodelés d’une part et les épithélia CF non remodelés et remodelés d’autre part, ont été comparés

a cette référence.

Au cours de cette analyse, nous n’avons pas observé de sécrétion des interleukines
(IL) suivantes: IL1-B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17 ainsi que de l'interféron y.
En outre, I'IL6, I'IL-7 et le TNF-a ont été décelés dans les surnageants des cultures, mais a des taux
extrémement faibles et puis ne fluctuent pas au cours de la régénération ou du remodelage

épithélial.

Nos expériences ont été réalisées sur les surnageants issus de cultures obtenus a partir de trois

patients non CF et trois patients CF.
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A.  Profil de sécrétion de l'interleukine 8

1. Sécrétion de l'interleukine 8 au cours de la régénération

non CF et CF

Au cours de la régénération non CF, la sécrétion d’IL-8 est significativement augmentée de

17,9 fois au stade J5 (p<0,05) pour rester ensuite a un taux constant jusqu’au stade J30.

De méme au cours de la régénération CF, la sécrétion d’IL-8 présente une augmentation de 13,3 fois
au stade J5 par rapport a JO (p<0,05) puis le taux d’IL-8 reste constant jusqu’au stade J30 (Figure
29A).

Ainsi, le niveau de sécrétion de I'IL-8 est similaire aux stades JO et J5, puis est 1,9 fois moins

élevé au stade J15 (p<0,05) dans les surnageants CF que dans les surnageants non CF (Figure 29A).

2. Sécrétion de l'interleukine 8 au cours du remodelage non

CF et CF

Nous avons pu observer qu’il n’y a aucune différence significative entre les quantités
d’IL-8 sécrétées par les cellules épithéliales non CF et CF au cours du remodelage aboutissant a une
hyperplasie sécrétoire (Figure 29B) ou une métaplasie malpighienne (Figure 29C), et les quantités
d’'IL-8 sécrétées par les cellules épithéliales au cours de la régénération normale non CF. En effet,

nous avons un profil de sécrétion similaire au cours de la régénération et du remodelage non CF.
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Figure 29: Sécrétion d’IL-8 au cours de la régénération et du remodelage non CF et CF

A. Régénération normale non CF et CF

B. Remodelage aboutissant a une hyperplasie de cellules sécrétoires

C. Remodelage aboutissant a une métaplasie malpighienne
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B.  Profil de sécrétion de I'EGF

1. Sécrétion de I'EGF au cours de la régénération non CF et

CF

Au cours de la régénération non CF, la quantité d’EGF reste a un niveau basal jusqu’au stade
J5 puis augmente significativement de 6 fois par rapport au stade JO (p<0,05) et reste a un taux élevé
constant jusqu’au stade J30 (p<0,05 par rapport a JO).
L'analyse de la sécrétion d’EGF dans les surnageants des cultures CF indique un profil similaire de
sécrétion par rapport au profil observé pour les cultures non CF (p<0,05 entre J15 et JO, et entre J30

et JO) (Figure 30A).

2. Sécrétion d’EGF au cours du remodelage non CF et CF

Au cours du remodelage menant a une hyperplasie de cellules sécrétoires dans les cultures
non CF, nous n’observons pas de modulation de la sécrétion d’EGF par rapport a la régénération

normale.

Al'inverse, dans les cultures CF aboutissant a une hyperplasie mucipare, bien qu’il ne soit pas
observé de différence significative aux stades JO, J5 et J30, une diminution significative (p<0,05) de
2,2 fois de la sécrétion d’EGF est observées a J15, comparativement a la sécrétion d’EGF par les

cellules non CF au méme stade (Figure 30B).

Enfin, au cours du remodelage aboutissant a une métaplasie malpighienne dans les cultures
non CF et CF, aucune variation significative de la sécrétion d’EGF n’a pu étre détectée, par rapport a

la régénération normale non CF, hormis au stade J15 (p<0,05) (Figure 30C).
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FIGURE 30 : Sécrétion d’EGF au cours de la régénération et du remodelage non CF et CF

A. Régénération normale non CF et CF
B. Remodelage aboutissant a une hyperplasie de cellules sécrétoires
C. Remodelage aboutissant a une métaplasie malpighienne
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C. Profil de sécrétion de MCP-1

1. Sécrétion de MCP-1 au cours de la régénération non CF et

CF

Au cours de la régénération de I'épithélium bronchique non CF, I'analyse de la sécrétion de
MCP-1 indigue une augmentation au cours des différents stades de régénération épithéliale (p<0,05)
avec un taux 4,3 fois plus élevé au stade J15 (p<0,05) et 19,9 fois plus élevé au stade J30 (p<0,05) par

rapport au stade JO (Figure 31A).

L'étude des taux de sécrétion de MCP-1 dans les surnageants de cultures de cellules CF ne
permet pas de montrer une augmentation significative au cours du temps (p=0,06). De méme, nous
n’avons pas pu mettre en évidence de différence significative de sécrétion de MCP-1 entre les

cellules CF et non CF, a chaque stade de la régénération.

2. Sécrétion de MCP-1 au cours du remodelage non CF et CF

Au cours de la régénération aboutissant a une hyperplasie de cellules sécrétoires CF ou non-
CF, le profil de sécrétion de MCP-1 est similaire au profil de sécrétion observé au cours de la
régénération normale non CF. En effet, nous avons une augmentation de la sécrétion de MPC-1 au
cours du temps (p=0,026 dans les surnageants CF et p=0,0249 dans les surnageants non CF ; test de

Kruskall Wallis) (Figure 31B).

Au cours de la régénération aboutissant a la métaplasie malpighienne de cellules CF ou non
CF, nous n’avons pas mis en évidence de variation significative des quantités de MCP-1 sécrétées par

rapport aux quantités produites au cours de la régénération normale non CF (Figure 31C).
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FIGURE 31 : Sécrétion de MCP-1 au cours de la régénération et du remodelage non CF et CF

A. Régénération normale non CF et CF
B. Remodelage aboutissant a une hyperplasie de cellules sécrétoires
C. Remodelage aboutissant a une métaplasie malpighienne
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D.  Profil de sécrétion de I'IP-10

1. Sécrétion del’'IP-10 au cours de la régénération non CF et

CF

Au cours de la régénération non CF, nous avons pu observer une augmentation
significative a J5 (p<0,05) suivi d’'un pic de sécrétion au stade J15 ou la concentration d’IP10 est
significativement plus élevée qu’au stade JO (p<0,05), puis la sécrétion d’IP-10 reste stable jusqu’a

J30 (Figure 32A)

Au cours de la régénération CF, nous avons pu montrer un profil de sécrétion présentant un
pic de sécrétion de I'IP10 au stade J5 (p<0.05), un taux restant stable entre J5 et J15 puis une

diminution significative entre J15 et J30 (p<0,05).

L’étude de la sécrétion d’IP10 dans les surnageants de cultures CF et non CF indique une différence

significative entre les deux groupes au stade J30 (p<0,05).

2. Sécrétion de I'IP-10 au cours du remodelage non CF et CF

Au cours de la régénération aboutissant a une hyperplasie de cellules sécrétoires dans les
cultures non CF, aucune variation significative de la sécrétion d’IP-10 n’est décelable de JO a J15 par
rapport au profil observé lors de la régénération non CF. Malgré une production d’IP-10 élevée au
stade J5, la variabilité entre chaque patient ne permet pas de conclure a une production
significativement plus importante dans les cultures CF.

Enfin, une diminution significative des sécrétions de I'lP-10 tant CF que non CF est mise évidence au
stade J30 par rapport aux valeurs obtenues a ce méme stade dans les cultures non CF (p<0,05)
(Figure 32B).

Enfin, lors du remaniement menant a une métaplasie malpighienne, les quantités d’'IP-10
produites par les cellules non CF ne varient pas, par rapport aux quantités dosées lors de la
régénération normale. Dans les cultures CF, seule une diminution significative de 15,5 fois (p<0,05)
de la sécrétion d’'IP-10 peut étre mise en évidence au stade J30, en comparaison de la valeur

observée dans les cultures non CF normales au méme stade (Figure 32C).
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FIGURE 32 : Sécrétion d’IP-10 au cours de la régénération et du remodelage non CF et CF

A. Régénération normale non CF et CF
B. Remodelage aboutissant a une hyperplasie de cellules sécrétoires
C. Remodelage aboutissant a une métaplasie malpighienne
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E.  Profil de sécrétion du GM-CSF

1. Sécrétion du GMCSF au cours de la régénération non CF et

CF

Au cours de la régénération non CF, la sécrétion de GMCSF présente un pic au stade J15
(p<0,05 entre JO et J5 et entre J5 et J15) puis diminue significativement entre J15 et J30 (p<0,05)
(Figure 33A).

Au cours de la régénération CF, la sécrétion de GM-CSF présente un pic de production au
stade J5, avec une augmentation de 161,5 fois par rapport a JO (p<0,05), puis le taux de sécrétion

diminue (p<0,05) pour rester a un taux stable entre les stades J15 et J30.

Le niveau de sécrétion du GMCSF est 1,9 fois plus élevé au stade J5 (p<0,05) et 7,6 fois moins

élevé au stade J15 (p<0,05) dans les surnageants CF que dans les surnageants non CF (Figure 33A).

2. Sécrétion de GMCSF au cours du remodelage non CF et CF

L'analyse de la sécrétion du GMCSCF au cours de la régénération aboutissant a une
hyperplasie mucipare montre qu’il n’y pas de différence significative de la sécrétion par les cellules
CF et non CF, en comparaison de la sécrétion de cette cytokine par les cellules non CF au cours de la

régénération normale (Figure 33B).

Au cours de la régénération aboutissant a une métaplasie malpighienne, hormis une
diminution significative (p<0,05) de 5,7 fois au stade J15 dans les surnageants de cultures CF par
rapport aux surnageants des cultures non CF non remodelés, aucune autre différence n’a été mise en

évidence (Figure 33C).
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FIGURE 33 : Sécrétion du GM CSF au cours de la régénération et du remodelage non CF et CF

A. Régénération normale non CF et CF

B. Remodelage aboutissant a une hyperplasie de cellules sécrétoires

C. Remodelage aboutissant a une métaplasie malpighienne
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F.  Profil de sécrétion de la fractalkine

1. Sécrétion de la fractalkine au cours de la régénération

non CF et CF

Au cours de la régénération non CF, la quantité de fractalkine sécrétée par les cellules
épithéliales augmente significativement au stade J30 (p<0,05) par rapport a JO.

Au cours de la régénération CF, la sécrétion de la fractalkine reste a un taux basale entre JO et
J5, présente une augmentation significative au stade J15 (p<0,05) puis le taux reste constant.

Le niveau de sécrétion de la fractalkine est similaire aux stades JO, J5 et J30, mais est 4,2 fois
plus élevé au stade J15 (p<0,05) dans les surnageants CF par rapport aux surnageants non CF (Figure

34A).

2. Sécrétion de la fractalkine au cours du remodelage non CF

et CF

Au cours de la régénération aboutissant a une hyperplasie de cellules sécrétoires dans les
cultures CF et non CF, le profil de sécrétion de la fractalkine est similaire au profil observé au cours
de la régénération normale CF et non CF. Hormis une augmentation significative de la fractalkine au
stade J15 (p<0,05 pour les cellules non CF et CF), aucune modulation de la sécrétion de cette
chimiokine n’est mise en évidence, en comparaison du profil de sécrétion observé au cours de la

régénération normale non CF (Figure 34B).

Au cours de la régénération aboutissant a une métaplasie malpighienne dans les cultures CF
et non CF, aucune variation significative de la production de la fractalkine n’est mise en évidence par

rapport au profil de sécrétion obtenu au cours de la régénération normale non CF (Figure 34C).
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FIGURE 34 : Sécrétion de la fractalkine au cours de la régénération et du remodelage non CF et CF

A. Régénération normale non CF et CF

B. Remodelage aboutissant a une hyperplasie de cellules sécrétoires

C. Remodelage aboutissant a une métaplasie malpighienne
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G. Bilan des résultats

L’ensemble des résultats concernant le remodelage de I’épithélium bronchique non CF / CF et les

profils de sécrétion protéique ont été exposé dans le Tableau 5.
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IL-8

GM-CSF

EGF

IP-10

MCP-1

Fractalkine

EPITHELIUM NON
CF

Régénération
normale

Augmente a J5 puis
reste stable

EPITHELIUM CF

Régénération
normale

Méme profil mais
taux moins élevé au
stade J15

EPITHELIUM REMODELE NON CF

Hyperplasie
sécrétoire

Profil similaire

Métaplasie
malpighienne

Profil similaire

EPITHELIUM REMODELE CF

Hyperplasie
sécrétoire

Profil similaire

Métaplasie
malpighienne

Profil similaire

PicaJ15

Profil similaire

Profil similaire

Profil similaire

Profil similaire

Diminution au stade
J15

Augmente a J15 puis
reste stable

Profil similaire

Profil similaire

Diminution au stade
115

Profil similaire

Diminution au stade
115

Augmente a J15 puis
reste stable

Pical5

Diminution au stade
J30

Profil similaire

Diminution au stade
J30

Diminution au stade
J30

Augmente a J15 puis
reste stable

Pas de différence
significative a chaque
stade

Profil similaire

Profil similaire

Profil similaire

Profil similaire

Augmente au stade
J30

Augmentation deés
J15

Profil similaire

Profil similaire

Augmentation au
stade J15

Profil similaire

Tableau 5 : Bilan de I'étude des profils de sécrétions lors du remodelage de I'épithélium bronchique non CF et CF comparé a la régénération normale
non CF dans un contexte exempt de toute infection et d’inflammation.
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H. Discussion

Le remodelage de I'épithélium bronchique est un phénoméne majeur qui peut étre tres
fréquemment observé, en particulier chez les patients souffrant de pathologies inflammatoires
chroniques comme la CF (Rock et al., 2010 ; Hauber et al., 2004 ; Konradova et al., 1982 ; Bedrossian
et al., 1976). Cependant, la caractérisation moléculaire ainsi que I'impact de ce remodelage épithélial
sur la fonctionnalité de I’épithélium bronchique ont été trés peu étudiés. C’est pourquoi nous avons
choisi de les analyser dans la deuxiéme partie de ce travail de thése. Les principales propriétés
fonctionnelles de I'épithélium sont d’ordres défensifs, par le biais du développement de l'intégrité

épithéliale, de la clairance mucociliaire et de la production de peptides de défense antimicrobienne.

Dans un premier temps, nous avons étudié les propriétés électrophysiologiques des cultures
de cellules épithéliales bronchiques CF et non CF ayant abouti a la reconstitution d’un épithélium
mucociliaire bien différencié ou a un épithélium remodelé présentant une hyperplasie des cellules
sécrétoires ou une métaplasie malpighienne. Les cellules épithéliales bronchiques ont la capacité
d’absorber et de sécréter des ions qui ont une fonction primordiale dans la défense de I'épithélium
respiratoire. En effet, une régulation des transports est nécessaire afin de maintenir des
concentrations ioniques adéquates de part et d'autre des compartiments cellulaires et
transépithéliaux (Sleigh, 1989). Ces flux ioniques, ainsi que les mouvements d’eau qui leur sont
associés, sont a l'origine de la régulation du volume du mucus et du liquide périciliaire (Tarran et al.,
2004). La dérégulation des transports ioniques est a l'origine de pathologies telles que la CF
(Boucher, 2004). De plus, la régulation des transports est essentielle pour le maintien d’une
concentration ionique appropriée au bon fonctionnement de certains peptides antimicrobiens
sécrétés par les cellules épithéliales respiratoires tels que les défensines ou le SLPI (Ganz, 2002 ;

Travis et al., 2000) .

Nous avons testé, en chambre de Ussing, la fonctionnalité des transports ioniques (Ussing et
Zerahn, 1951), ainsi que l'intégrité des épithélia régénérés ou remodelés CF et non-CF en mesurant la

résistance transépithéliale, reflet de I’état de cohésion intercellulaire de la barriére épithéliale.

Les mesures du courant de court circuit dans les cultures de cellules épithéliales bronchiques
non-CF ayant régénéré un épithélium mucociliaire bien différencié ont permis de mettre en évidence
la présence de canaux sodiques fonctionnels, en I'occurrence le canal ENac, par I'intermédiaire de la
stimulation par I'amiloride, un modulateur pharmacologique de ces canaux. De méme, I'activation

d’une sécrétion de chlore AMPc—dépendante suite a une stimulation de ces cultures par la forskoline,

151



PARTIE Il : DISCUSSION

a démontré la présence de canaux CFTR fonctionnels, d’'une fagon similaire a ce qui a été décrit dans
la littérature (Blouquit et al., 2006). A l'inverse, les mesures du courant de court circuit dans les
cultures de cellules épithéliales bronchiques CF ayant régénéré un épithélium mucociliaire bien
différencié montrent une réponse plus importante a la stimulation par I'amiloride et un défaut de
sécrétion de chlore suite a une activation par la forskoline. Les épithélia bronchiques de patients CF
sont caractérisés par une augmentation du courant Na® en paralléle d’une absence de sécrétion
d’ions CI" dépendante de I’AMPc (Hummler et al., 1996). En effet, lorsque les cellules épithéliales CF
sont stimulées par 'amiloride, une absorption rapide des ions Na* est observée (Knowles et al., 1983
; Boucher, 2004), due a I'absence des canaux CFTR fonctionnels a la membrane apicale des cellules
ciliées empéchant toute régulation des canaux ENac (Stutts et al., 1997; Konstas et al., 2003). Nos
résultats sont donc concordants avec ces données de la littérature et indiquent que méme si, au sein
d’un épithélium bronchique CF bien différencié, la présence de CFTR au péle apical des cellules ciliées
peut étre détectée comme il a été rapporté par Hajj et al.,, dans son étude de la régénération de
I’épithélium bronchique CF dans un modele de xénogreffe dans la souris nude (Hajj et al., 2007), ces
canaux CFTR ne sont pas fonctionnels.

Lorsque I'on étudie les courants ioniques aprés stimulation par I'amiloride des canaux ENac
dans les cultures de cellules épithéliales ayant développé un épithélium présentant une hyperplasie
des cellules sécrétoires, nous pouvons observer, pour les cultures CF, des valeurs de courant de court
circuit similaires aux valeurs mesurées dans les cultures non-CF sans hyperplasie mucipare. A
I'inverse, les cultures de cellules épithéliales non-CF ayant développé une hyperplasie des cellules
sécrétoires présentent des valeurs de courant de court circuit similaires aux valeurs mesurées dans
les cultures de cellules CF non remodelées. Comme il a été décrit dans la littérature que I'hyper-
absorption des ions Na* n’est pas due a une augmentation du nombre de canaux ENac (Burch et al.,
1995), nos résultats peuvent s’expliquer par le fait que, dans un épithélium présentant une
hyperplasie des cellules sécrétoires, le nombre de cellules ciliées soit moins important que dans un
épithélium mucociliaire bien différencié. Par ce fait, nous pouvons émettre I’'hypothese que, dans le
cas des cultures de cellules non-CF, la régulation des canaux ENac par les canaux CFTR fonctionnels
soit moindre, et que dans le cas des cultures de cellules CF, la dérégulation des canaux ENac par
I'absence de canaux CFTR fonctionnels soit moindre également. Cependant, il est intéressant de
noter que lorsque I'on mesure les courants ioniques apres stimulation par la forskoline des canaux
CFTR dans les cultures de cellules épithéliales non-CF ayant développé un épithélium présentant une
hyperplasie des cellules sécrétoires, nous n’observons pas de diminution de la sécrétion de chlore
comme notre hypotheése présentée plus haut pourrait le suggérer. Ce résultat peut toutefois étre

expliqué par une étude de la littérature rapportant que les canaux ENac peuvent également réguler
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les canaux CFTR. En effet, des expériences de coexpression d’ENac et de CFTR ont montré que la
présence d’ENac induit une augmentation du nombre de canaux CFTR actifs et une augmentation de
leur probabilité d’ouverture (Jiang et al., 2000).

Lorsque I'on étudie les courants ioniques apres stimulation par I'amiloride des canaux Enac
dans les cultures de cellules épithéliales ayant développé un épithélium présentant une métaplasie
malpighienne, nous pouvons observer, pour les cultures non-CF, des valeurs de courant de court
circuit similaires aux valeurs mesurées dans les cultures non-CF non remodelées. Cette observation
est concordante avec les données de la littérature rapportant I'expression et la fonctionnalité du
canal ENac dans les épithélia malpighiens tels que I'cesophage, ou la combinaison des sous-unités
a, B,y et & a été mise en évidence, générant un courant Na* amiloride sensible (Yamamura et al.,
2008). Dans les cultures de cellules épithéliales CF présentant une métaplasie squameuse, les valeurs
mesurées du courant de court-circuit suite a une stimulation par I'amiloride sont significativement
augmentée par rapport aux valeurs mesurées dans I'épithélium CF mucociliaire bien différencié. La
encore, nous pouvons émettre I’"hypothése que I'épithélium malpighien ne présentant pas de cellules
ciliées, ou tres peu, la dérégulation des canaux ENac par I'absence de canaux CFTR fonctionnels soit
moindre que dans les cultures CF mucociliaires bien différenciées. Enfin, la mesure du courant de
court circuit dans les cultures de cellules épithéliales non-CF présentant une métaplasie
malpighienne suite a une stimulation des canaux CFTR par la forskoline montre une diminution
significative de la sécrétion de ClI" expliquée par le déficit de ces épithélia en cellules ciliées, ainsi que
par un défaut d’expression de CFTR par les cellules d’un épithélium respiratoire présentant un
remodelage de type métaplasie malpighienne (Brezillon et al., 1995; Brézillon et al., 1997).

Nous avons également évalué 'intégrité des épithélia non-CF et CF, remodelés ou non, en
mesurant la résistance transépithéliale (RTE). Nos résultats indiquent des valeurs de RTE
significativement plus élevées dans les cultures mucociliaires bien différenciées CF que dans les
cultures non-CF. Notre observation est conforme aux observations réalisées par Willumsen et al.,
(Willumsen et Boucher, 1992 ; Willumsen et Boucher, 1989). Nos expériences montrent, en outre,
qgue si, au sein des cultures de cellules épithéliales bronchiques non-CF, nous observons une
diminution de la RTE en cas d’hyperplasie mucipare, aucune variation n’est détectée en cas de
métaplasie malpighienne. A l'inverse, dans les cultures de cellules épithéliales CF, aucune
modification de la RTE n’est mesurable en cas d’hyperplasie mucipare alors qu’une diminution
significative est détectée en cas de métaplasie malpighienne. Ces résultats suggerent une fragilité

différente de la barriere épithéliale CF et de la barriere épithéliale non-CF en cas de remodelage.
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En conclusion, notre étude montre que, en dehors de tout contexte infectieux et
inflammatoire exogene, les propriétés bioélectriques de I'épithélium bronchique sont perturbées en
cas de remodelage épithélial, avec des variations plus prononcées pour les cultures de cellules CF,
ces modifications pouvant entrainer, consécutivement, |'altération des fonctions de défense

épithéliale.

La régulation des transports ioniques étant essentielle pour le maintien d’'un environnement
adéquat au bon fonctionnement de certains peptides de défense antimicrobienne sécrétés par les
cellules épithéliales bronchique, nous avons évalué la capacité de défense antibactérienne des
sécrétions des épithélia non-CF et CF, remodelés ou non. En effet, I'épithélium bronchique humain
est naturellement apte a se défendre vis-a-vis des pathogénes inhalés pouvant entrainer une
altération de l'intégrité de la barriere épithéliale. Face aux agressions bactériennes, I'épithélium
bronchique a la capacité de produire et sécréter des peptides antibactériens (Ganz, 2002).
Cependant, chez les patients atteints de pathologies respiratoires inflammatoires chroniques, et en
particulier chez les patients CF, de nombreuses |ésions épithéliales peuvent étre observées, souvent
corrélées a la présence de pathogenes. Afin de déterminer I'influence du remodelage dans le défaut
de défense antibactérienne de I'épithélium bronchique, nous avons évalué, dans un contexte
dépourvu d’inflammation exogene, la capacité bactéricide des sécrétions des cultures cellulaires tout
au long de la régénération aboutissant a la reconstitution d’'un épithélium mucociliaire bien
différencié, présentant une hyperplasie des cellules sécrétoires ou une métaplasie malpighienne, vis-
a-vis de S. aureus, pathogéne fréquemment observé dans les voies aériennes humaines, et un des

premiers pathogénes détectés chez les patients CF (Gibson et al., 2003).

Les résultats des tests de bactéricidie que nous avons effectués montrent que, lors de la
régénération d’un épithélium mucociliaire bien différencié a partir de cellules non-CF, les cellules
épithéliales sont capables d’instaurer une défense antibactérienne dés le stade JO de la régénération,
lorsque les cellules sont totalement indifférenciées, défense qui va progressivement augmenter pour
atteindre son maximum au stade final de la régénération et de la différenciation cellulaire a J30.
Aucune étude dans la littérature n’avait décrit, jusqu’a ce jour, la dynamique de mise en place des
capacités de défense antibactérienne des cellules bronchiques au cours de la régénération
épithéliale. La capacité de défense des cellules épithéliales bronchiques différenciées a toutefois été
bien documentée. En 1996, des travaux menés par Smith et al, ont montré que les cellules

épithéliales sont capables de lyser des bactéries mises en contact directement avec le péle apical des
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cellules épithéliales bronchiques (Smith et al., 1996). De plus, la production de nombreux peptides
antimicrobiens par les cellules épithéliales bronchique a également été rapportée (pour revue, Ganz,
2002). Cependant, il a été démontré que I'environnement ionique de ces peptides joue un role

majeur dans leur fonctionnalité (Travis et al., 2000).

Il est intéressant de noter la diminution de la défense antibactérienne que nous avons pu
observer au stade J5 de la régénération aboutissant a la reconstitution d’un épithélium mucociliaire
bien différencié a partir des cellules épithéliales non-CF. A ce stade, |'analyse histologique des
cultures montre la présence d’'une métaplasie malpighienne qui va se développer de facon transitoire
au cours de la régénération. Cet épithélium malpighien semble donc agir comme une barriere
physique (RTE normale) mais pas chimique (défaut de production de peptides antimicrobiens). Cette
observation est a corréler avec les résultats obtenus pour les cultures de cellules épithéliales non CF
générant une métaplasie malpighienne stable. En effet, dans I'épithélium remodelé squameux au
stade J30, nous avons pu observer une diminution significative de la capacité bactéricide des
surnageants épithéliaux, en comparaison de la capacité des surnageants des cultures mucociliaires
au méme stade, indiquant un défaut majeur de défense antimicrobienne. Il faut également rappeler
gue nous avons pu mettre en évidence, dans ces méme cultures squameuses de cellules épithéliales
bronchiques non-CF, non pas un défaut d’absorption de Na* par les canaux ENac, mais un défaut de
sécrétion de CI par les canaux CFTR. Cette altération pourrait étre responsable de la génération d’un
environnement ionique inapproprié au bon fonctionnement de certains peptides antimicrobiens
sécrétés par les cellules épithéliales bronchiques. En effet, nous avons analysé la sécrétion de trois
peptides impliqués dans les propriétés bactéricides du fluide bronchique : la cathélicidine LL37, la B-
défensine et le SLPI. Ces trois facteurs sont naturellement produits dans le liquide de surface de
I’épithélium respiratoire (McCray et Bentley, 1997 ; Singh et al., 1998; Bals et al., 1998b). Le dosage
de la cathélicidine LL-37 dans les surnageants de cultures n’a pas permis d’obtenir de taux de
production significatif. En effet, les concentrations évaluées dans les surnageants des cultures non
remodelées ou remodelées sont de I'ordre de 10° fois moins élevées que la concentration minimum
inhibitrice estimée pour une activité antibactérienne (Bals et al., 1999). En outre, les dosages de la B-
défensine et du SLPI n’ont pas montré de modification significative de la sécrétion de ces facteurs au
cours du remodelage aboutissant a une métaplasie malpighienne, bien qu’une augmentation de la
production de SLPI ait été rapportée dans les cultures de cellules épithéliales bronchiques
commerciales dans les méme conditions (Gray et al., 1996), augmentation que nous n’avons pas
détectée. A la lumiére de ces résultats, plusieurs hypothéses peuvent étre avancées : 1) si la quantité
de ces facteurs antimicrobiens n’est pas modulée au cours du remodelage, il se peut que ce soit leur

fonctionnalité qui soit altérée, en particulier par un environnement ionique inapproprié; 2) la
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production d’autres peptides de défense antibactériens pourraient étre modulée au cours du
remodelage épithélial et cette modulation pourrait étre impliquée dans le défaut de défense
antibactérienne. Par exemple, il a été démontré que la B-défensine est plus efficace vis-a-vis de S.

aureus lorsqu’elle agit en combinaison avec la lactoferrine (Bals et al., 1998).

Nos travaux ont également pu mettre en évidence que dans les cultures de cellules
épithéliales non-CF aboutissant a une hyperplasie des cellules sécrétoires, les sécrétions épithéliales
présentent une activité bactéricide plus importante que les sécrétions des cultures mucociliaires non
remodelées, en particulier au stade final de la régénération a J30. La plupart des peptides
antimicrobiens étant décrits pour étre produits pas les cellules sécrétrices de [I'épithélium
bronchique, cette augmentation de la défense antimicrobienne peut étre corrélée a I'augmentation

du nombre de cellules caliciformes dans les cultures.

Dans les cultures de cellules épithéliales CF, I'analyse des capacités bactéricides des
surnageants prélevés au cours de la régénération aboutissant a un épithélium mucociliaire bien
différencié indique un défaut majeur de la défense antimicrobienne, qui est général tout au long de
la régénération et s’établit dés le stade JO de la régénération. Cette observation est concordante avec
les données de la littérature rapportant que les cellules épithéliales des voies aériennes chez les
patients CF sont incapables de clairer les bactéries (Smith et al., 1996) en particulier car
I’environnement ionique du fluide bronchique est inadapté au fonctionnement des peptides
antimicrobiens (Wine et al., 1997 ; Travis et al., 1999 ; Ganz, 2002). Cette altération de la capacité de
défense antibactérienne est également observable au cours du remodelage épithélial CF, non
seulement aboutissant a la formation d’'une métaplasie malpighienne, mais aussi dans le cas de la
génération d’une hyperplasie des cellules sécrétoires. Cette derniere observation suggere que les
sécrétions des cellules caliciformes CF seraient, soit déficientes en peptides antibactériens, soit que
ces peptides antimicrobiens seraient inactifs. Cette derniére hypothése semble étre la plus plausible.
En effet, bien que le dosage de la cathélicidine LL-37 dans les surnageants de cultures n’a pas permis
d’obtenir de taux de production significatif, la production de la B-défensine, quand a elle, est
généralement plus importantes dans les cultures de cellules CF, y compris dans les épithélia
présentant une hyperplasie des cellules sécrétoires, et le SLPI est sécrété de facon significativement
plus importante par les cellules épithéliales CF que par les cellules non-CF au stade J15 de la
régénération aboutissant a une hyperplasie mucipare. Cette hypotheése de la non-fonctionnalité des
peptides antimicrobiens est d’autant plus plausible qu’il a été démontré, par exemple, que I'activité
de la B-défensine 2 (ou HBD-2) et du SLPI est dépendante de la concentration NaCl du liquide de

surface bronchique ou du milieu environnant (Bals et al., 1998).
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En conclusion, notre étude montre que, en dehors de tout contexte infectieux et
inflammatoire exogene, le remodelage de I’épithélium bronchique entraine une altération des
propriétés de défense antibactérienne des sécrétions épithéliales, avec un abolissement complet de
ces capacités antimicrobiennes dans les cultures de cellules CF. Ces altérations peuvent étre a
I'origine des infections bactériennes soutenues observées, non seulement chez les patients CF, mais
également chez les patients non-CF présentant un remodelage de |'épithélium bronchique de type

métaplasie malpighienne.

Enfin, dans la derniére partie de ce travail de thése, nous avons analysé les profils de
sécrétion d’un panel de cytokines, chimiokines et facteurs de croissance par les cellules épithéliales
bronchiques CF et non CF, au cours de la régénération aboutissant a la reconstitution d’un épithélium
mucociliaire bien différencié ou a la formation d’une hyperplasie mucipare ou d’'une métaplasie
malpighienne, afin de déterminer si le remodelage, en dehors de toute stimulation inflammatoire
exogéne et de toute infection bactérienne, s’"accompagne de la modulation de ces facteurs et si ces
facteurs pourraient étre a I'origine de I'altération des propriétés de défense des épithélia CF et/ou

remodelés.

Dans le contexte non inflammatoire et non infectieux de nos cultures cellulaires, bon nombre
des facteurs étudiés se sont avérés étre totalement absents, ou présent de fagon infime dans les

sécrétions épithéliales tant CF que non-CF, et que I'épithélium soir remodelé ou non.

L’IL-8 (ou CXCL8) est une chimiokine pro-inflammatoire retrouvée a de fortes concentrations
dans les sécrétions bronchiques des patients CF présentant ou non une infection pulmonaire
(Bonfield et al., 1999; Muhlebach et al., 1999; Khan et al., 1995; Tirouvanziam et al., 2000). |l s’agit
d’un puissant chemoattractant pour les neutrophiles qui ont un effet délétére en contribuant aux
|ésions des voies aériennes (Nakamura et al., 1992). En plus de son implication dans les processus
inflammatoires, I'lL-8 est également impliquée dans de nombreuses fonctions biologiques et
physiopathologiques telles que I’hyperprolifération et la migration cellulaires (Mukaida, 2003).
L'analyse de la sécrétion de I'lL-8 par les cellules bronchiques humaines au cours de la régénération
épithéliale dans un modele de xénogreffe de la souris nude a montré une hypersécrétion de I'lL-8 par
les cellules CF, et a suggéré l'implication de cette cytokine dans I’hyperprolifération cellulaire
observée au cours de la reconstitution épithéliale (Hajj et al., 2007). Dans le modele de régénération

épithéliale in vitro en IAL en absence d’infection et d’inflammation exogéne, nous avons pu détecter
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une augmentation significative de la sécrétion de I'lL-8 a partir du stade J5 de la régénération
aboutissant a la formation d’un épithélium mucociliaire bien différencié tant a partir des cellules non-
CF que des cellules CF. De plus, aprés une sécrétion significativement plus importante au stade J15
de la régénération dans les cultures non CF, nous n’avons plus détecté de différence de production
de I'lIL-8 entre les cellules CF et les cellules non-CF au stade J30 de régénération. Ces résultats sont
concordants avec les données obtenues par Wiszniewski et al., dans un modeéle de co-culture en IAL
cellules épithéliales bronchiques/fibroblastes démontrant une sécrétion d’IL-8 similaire par les
cellules épithéliales non CF et CF (Wiszniewski et al., 2006). Cette absence d’hypersécrétion de I'IL-8
par les cellules épithéliales bronchiques CF pourrait expliquer I'absence d’hyperprolifération
cellulaire que nous avons rapportée dans la premiére partie de notre travail de thése, mais
n’explique toutefois pas le retard de prolifération observé dans notre étude. L’analyse des taux de
sécrétion de I'IL-8 par les cellules épithéliales non-CF et CF au cours de la régénération aboutissant a
un épithélium remodelé montre un profil de production de cette chimiokine similaire au profil de
sécrétion mis en évidence au cours de la régénération d’'un épithélium mucociliaire bien différencié
non-CF. Ce résultat semble indiquer que les mécanismes cellulaires impliqués dans ces
remaniements épithéliaux, en absence de toute stimulation par des facteurs infectieux ou
inflammatoires exogenes, ne modifient pas les capacités de sécrétion de I'lL-8 par les cellules
épithéliales tant non CF que CF. Cependant, il est intéressant de noter que dans les cultures de
cellules CF aboutissant a un remodelage épithélial, les taux de sécrétion de I'lL-8 sont beaucoup plus
faibles que les taux de sécrétion de I'lL-8 dans les cultures de cellules non-CF aboutissant a ces
mémes épithélia remodelés, et ce, dés le stade J15 de la régénération. Cette observation semble
suggérer que malgré tout, le remodelage de I'épithélium bronchique CF entraine un défaut de
sécrétion de I'lL-8 qui ne semble pas étre a I'origine des défaut de fonctionnalité épithéliale, dans la
mesure ou il a été démontré I'absence d’influence de I'lL-8 sur les flux ioniques dans le colon distal

humain (Bode et al., 1998).

Nous avons également analysé la sécrétion de la chimiokine MCP-1 (Monocyte
chemoattractant Protein-1 ou CCL2) par les cellules épithéliales non-CF et CF au cours de la
régénération aboutissant a un épithélium mucociliaire bien différencié ou a un épithélium remodelé.
MCP-1 est sécrétée par les cellules endothéliales, les macrophages, les fibroblastes et les cellules
épithéliales, et agit sur les monocytes et les lymphocytes ainsi que les basophiles dont elle entraine la
dégranulation. Outre ces implications dans la réponse immunitaire et l'inflammation, MCP-1
participe également au processus de réparation épithéliale. En effet, cette chimiokine, hyper-

sécrétée suite a une lésion (Crosby et Waters, 2010), va, via son récepteur CCR2 présent a la surface

158



PARTIE Il : DISCUSSION

membranaire des cellules épithéliales, étre essentielle au processus de réépithélialisation de la
barriére alvéolaire aprés une lésion (Christensen et al., 2004). Cependant, il est a noter que Rao et
al., ont rapporté que les taux de MCP-1 sont plus importants dans la circulation systémique et dans
les expectorations des patients CF que chez les sujets sains (Rao et al., 2009). L’analyse des taux de
sécrétion de MCP-1 par les cellules épithéliales non-CF et CF au cours de la régénération aboutissant
a la reconstitution d’un épithélium mucociliaire bien différencié montre que la production générale
de cette chimiokine augmente au cours de la régénération non-CF mais, bien qu’augmentant
également, ne présentent pas de variations qui soient significatives au cours de la régénération CF.
L'accroissement de la sécrétion de MCP-1 par les cellules épithéliales en culture en IAL semble
correspondre a la mise place progressive d’une fonction de défense par production de facteur
chimio-attractants pour les cellules immunitaires, mais pourrait également signifier I'implication de
cette chimiokine dans la réparation/régénération de I'épithélium bronchique dans les cultures tant
non-CF que CF. En outre, dans le contexte de notre étude de la régénération et du remodelage
épithélial in vitro dans un environnement exempt d’infection et d’inflammation exogene, la
chimiokine MCP-1 ne semble pas jouer de role majeur dans les processus de remodelage épithélial.
En effet, aucune variation significative du taux de production de MCP-1 n’a pu étre mise en évidence
au cours du remodelage épithélial, ni dans les cultures de cellules non-CF, ni dans les cultures de
cellules CF. La présence de fortes concentrations de MCP-1 chez les patients CF semble donc étre
corrélée a I'environnement inflammatoire et/ou infectieux inhérent a la pathologie, et absent dans

nos conditions de culture.

L'IP-10 (Interferon-inducible protein-10 ou CXCL10) est une chimiokine possédant une
activité chimio-attractante pour les monocytes, les macrophages, les cellules T et NK ainsi que pour
les cellules dendritiques. En plus d’une activité anti-tumorale, elle a la capacité d’inhiber
I’angiogéneése (Dufour et al., 2002 ; Angiolillo et al., 1995). Il a été montré que I'lIP-10, exprimée par
les kératinocytes, intervient de maniére tardive dans le processus de régénération épithéliale (Yates
et al., 2009) via I'activation de son récepteur CXCR3 (Yates et al., 2007). Bien qu’il ait été rapporté
une implication de I'lP-10 dans l'inhibition de la prolifération des cellules tubulaires rénales, des
cellules épithéliales de prostate et des cellules endothéliales (Luster et al., 1995; Nagpal et al., 2006;
Furuichi et al., 2008), cette chimiokine ne semble pas jouer un tel r6le au cours de la régénération de
I’épithélium bronchique humain. En effet nous avons observé une augmentation significative de la
sécrétion d’IP-10 au stade J5 dans les cultures non-CF et CF puis un taux qui augmente encore ou

reste stable au stade J15, période pendant laquelle la prolifération cellulaire s’effectue. Nous avons
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également montré que les taux de sécrétions d’IP-10 diminuent de fagon précoce au cours de la
régénération CF aboutissant a la reconstitution d’un épithélium mucociliaire bien différencié, des le
stade J15, contrairement a ce qui peut étre observé dans les cultures de cellules épithéliales non-CF
ou la production d’IP-10 reste stable. La diminution de la sécrétion d’IP-10, au cours de la
régénération de I'épithélium mucociliaire CF, pourrait étre impliquée dans le retard de régénération
observé au sein de ces cultures. Toutefois, I'IP-10 ne semble pas jouer de role prépondérant dans le
remodelage épithélial. En effet, aucune modification du profil de sécrétion de I'lP-10 par les cellules
épithéliales non-CF ou CF n’a pu étre mise en évidence au cours de la génération d’une hyperplasie
des cellules sécrétoires, et au cours du développement d’une métaplasie malpighienne seule une
diminution significative de la quantité d’IP-10 produite par les cellules CF au stade J30 a pu étre
décelée. Cette diminution est cependant difficilement corrélable au remodelage épithélial ou au

défaut de fonctionnalité de I'épithélium remodelé.

La fractalkine (ou CX3CL1) est une chimiokine dont la sécrétion est associée au contexte
inflammatoire pulmonaire (Zhang et Patel, 2010). Elle est responsable de la migration constitutive
des monocytes sanguins et est activée par les cytokines pro-inflammatoires (Rao et al., 2009). La
fractalkine est retrouvée a des taux importants dans les pathologies pulmonaires telles que la BPCO
(McComb et al., 2008 ; Rao et al., 2009 ; Ning et al., 2004) mais aucune d’augmentation significative
du taux de fractalkine n’a pu étre décelée dans la circulation systémique ou dans les expectorations
des patients CF (Rao et al., 2009). Dans notre étude, nous avons mis en évidence une augmentation
des taux de sécrétion de la fractalkine au cours de la régénération normale non CF et CF avec une
production plus importante au stade J15 pour les cellules épithéliales CF. Il a été démontré dans la
littérature que I'INFy induit une augmentation de la sécrétion de fractalkine par les cellules
épithéliales bronchiques (Fujimoto et al., 2001). Dans notre étude, il ne semble pas que
I"augmentation de sécrétion de cette chimiokine observée au cours de la régénération non-CF et CF
soit imputable a I'INFy qui n’a pas présenté de production significative, que ce soit dans les cultures
de cellules non-CF ou CF. En outre, la fractalkine ne semble pas étre impliquée dans les mécanismes
de remodelage de I'épithélium bronchique, tant non-CF que CF, aucune modification du profil de
sécrétion de cette chimiokine n’ayant été mise en évidence au cours de la génération d’une
hyperplasie mucipare ou d’'une métaplasie malpighienne. Nos résultats semblent donc suggérer que
les cellules épithéliales bronchiques, au cours de la régénération d’un épithélium mucociliaire ou du

remodelage épithélial, créent leur propre environnement inflammatoire.
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L'EGF (Epidermal Growth Factor), est un facteur de croissance qui agit via le récepteur EGFR,
récepteur tyrosine kinase. L'EGF stimule la réparation épithéliale bronchique dans les cultures de
lignées cellulaire ou de cellules primaires (Puddicombe et al., 2000; Zahm et al., 1993). En effet, 'EGF
accélere la réparation des lésions épithéliales en modulant la migration cellulaire, un inhibiteur de la
voie EGFR tyrosine kinase entrainant un blocage de la réépithélialisation (White et al., 1999;
Puddicombe et al., 2000). De plus, Barrow et al.. ont suggéré que I'EGF et le PDGF (platelet-derived
growth factor) favorisent la régénération de I'épithélium respiratoire, en stimulant la prolifération et
la différenciation des cellules épithéliales respiratoires (Barrow et al., 1993). L'EGF semble donc, dans
nos cultures non-CF et CF, stimuler la régénération épithéliale, non en modulant la migration ou la
prolifération cellulaires, mais en agissant sur le mécanisme de différenciation des cellules
épithéliales. En effet, nous avons observé une augmentation significative de la sécrétion de ce
facteur de croissance par les cellules épithéliales non-CF et CF a partir du stade J15 de la
régénération. Nos résultats suggerent en outre que I'EGF produit par les cellules épithéliales elles-
mémes ne semble pas étre impliqué dans le remaniement épithélial, aucune variation de la sécrétion
de ce facteur de croissance n’ayant été mise en évidence au cours du remodelage aboutissant a la

génération d’une hyperplasie mucipare ou d’'une métaplasie malpighienne.

Le GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor) est un facteur de croissance
sécrété par les macrophages, les lymphocytes T, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les
cellules épithéliales pulmonaires (Cakarova et al, 2009). Le GM-CSF renforce les fonctions
antimicrobiennes des éosinophiles et des macrophages, ainsi que des polynucléaires neutrophiles
par un accroissement du chimiotactisme et de leur capacité phagocytaire. Il augmente en outre
I'activité anti-tumorale de ces cellules immunitaires (Gomez-Cambronero et al., 2003). Ainsi, le GM-
CSF peut étre sécrété par les cellules épithéliales respiratoires et induire I'activation de la
dégranulation des neutrophiles au site inflammatoire. Dans les tissus inflammatoires des patients
ayant développé des polypes nasaux, ce facteur de croissance ne présente pas de différence
significative quand a son expression chez les patients CF en comparaison des patients non-CF (Nunes
et al., 2009). N’ayant pas mis en évidence de différence significative de la sécrétion du GM-CSF par
les cellules épithéliales non-CF et CF, nos résultats sont concordants avec cette étude de la
littérature. Bien qu’il ait été rapporté que le GM-CSF, sécrété par les cellules épithéliales suite a une
activation par le TNFa, soit impliqué dans la réparation de la barriere alvéolaire en stimulant la

prolifération cellulaire épithéliale (Cakarova et al., 2009), il ne semble pas que ce facteur de
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croissance joue le méme réle au cours de la régénération de I'épithélium bronchique, tant non-CF
qgue CF. En effet, nous avons observé que, bien qu’une augmentation significative de la sécrétion de
GM-CSF soit détectée dans les cultures de cellules non-CF deés le stade J5 de la régénération, cette
hypersécrétion se poursuit jusqu’au stade J15, lorsque la prolifération cellulaire s’atténue. De plus,
dans les cultures de cellules épithéliales CF, une augmentation significative de la production de GM-
CSF est décelée dés le stade J5 de la régénération, suivie d’'une diminution significative au stade J15,
lorsque la prolifération cellulaire s’effectue. En outre, le GM-CSF produit par les cellules épithéliales
elles-mémes ne semble pas étre impliqué dans le remaniement épithélial, aucune variation de la
sécrétion de ce facteur de croissance n’ayant été mise en évidence au cours du remodelage des
cultures de cellules non-CF ou CF. La sécrétion de GM-CSF par les cellules épithéliales non-CF et CF en
culture en IAL, en particulier au stade J15 de la régénération et du remodelage épithélial, pourrait
correspondre a la mise place d’une fonction de défense par production de facteur chimio-attractants

pour les cellules immunitaires.

En conclusion, notre étude montre que, en dehors de tout contexte infectieux et
inflammatoire exogéne, aucun des facteurs de croissance, chimiokines ou cytokines étudiés ne
semble impliqué dans le remodelage de I'épithélium bronchique humain, tant dans les cultures de

cellules épithéliales non-CF que CF.
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VII. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Le travail de cette thése s’est articulé autour de deux études complémentaires qui
concernent la régénération de I'épithélium bronchique humain, la premiere s’intéressant aux
mécanismes de régénération de I'épithélium CF, et la deuxieme s’intéressant aux mécanismes du
remodelage de I'épithélium bronchique tant CF que non-CF. Nous avons conc¢u notre démarche sur le
fait que la CF est une maladie caractérisée par des remaniements et des lésions de I'épithélium
bronchique, qui doit régénérer sa structure pour restaurer ses fonctions de défense. Dans un premier
temps, nous nous sommes interrogés sur I'origine des remaniements observés dans la CF et dans un
deuxieme temps, nous avons cherché a évaluer l'impact du remodelage épithélial sur la

fonctionnalité épithéliale.

Dans notre étude, nous avons montré que, indépendamment de toute infection bactérienne
et de toute inflammation exogéne, la régénération de I'épithélium bronchique CF est retardée, par
rapport a la régénération non-CF, et que I'épithélium CF régénéré est remanié. Cette étude fait suite
aux travaux de Hajj et al., en 2007, montrant le méme phénomeéne dans un modéle de xénogreffe
dans la souris nude et concluant que les remaniements épithéliaux observés chez les patients CF sont
dus, au moins en partie, a un mécanisme dérégulé de la régénération de I'épithélium (Hajj et al.,
2007). Nous avons utilisé, pour nos travaux, un modele de régénération de I'épithélium bronchique
in vitro, afin de nous affranchir, non seulement de la composante infectieuse, mais aussi de la
composante inflammatoire présente dans le modele in vivo utilisé par Hajj et al.. Nos résultats
montrent que, non seulement l'infection, mais aussi I'inflammation, inhérentes a la pathologie de la
CF ne sont pas entierement responsables des remaniements épithéliaux observés chez les patients
CF, mais bien a une dérégulation du mécanisme de la régénération épithéliale. Ce phénomene peut
toutefois étre accentué par l'infection ou I'inflammation. En effet, il est bien connu que I'infection
bactérienne ou virale, de méme que l'inflammation tissulaire entrainent souvent des remaniements
cellulaires (Holtzman et al., 1998 ; Kajon et al., 2003 ; Aoshiba et Nagai, 2004). Nos résultats
semblent donc suggérer un role de la mutation de CFTR dans les anomalies de la régénération
observées dans la CF. Il sera donc judicieux, pour étudier notre hypothése, de corriger le défaut
génique de cellules CF par transduction avec un vecteur lentiviral codant pour la protéine CFTR

native (Castillon et al., 2004 ; Shoji et al., 1990) et de déterminer I'effet de la correction de CFTR sur
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la régénération de I'épithélium CF, en la comparant a la régénération épithéliale a partir de cellules

CF non corrigées, et de cellules non-CF.

Il est a noter que, dans un contexte exempt d’infection et d’inflammation exogéne, la
régénération de I'épithélium CF bronchique est non seulement retardée, mais qu’elle aboutit a la
reconstitution d’un épithélium remodelé dont la fonctionnalité, en termes de transports ioniques
transépithéliaux et de défense anti-bactérienne, est altérée. Cette observation suggére que méme si
CFTR est correctement localisé au niveau des cellules épithéliales CF dans le cas d’un épithélium
mucociliaire différencié comme cela a été décrit dans la littérature (Hajj et al., 2007 ; Brezillon et al.,
1997 ; Dupuit et al., 1995), ce canal chlore ne fonctionne pas, avec pour conséquence le défaut de
défense anti-infectieuse qui est généralement rapporté dans la littérature (Boucher, 2004 ; Ganz,
2002). La encore, la correction du défaut génique de cellules CF permettra de déterminer 'effet de la
correction de CFTR, non seulement sur la normalisation de la régénération épithéliale mais aussi sur

la restauration d’un épithélium non remanié et fonctionnel.

Nos résultats montrent également que, dans un contexte dépourvu d’infection bactérienne
et d’inflammation exogene, le remodelage épithélial affecte les propriétés électrophysiologiques des
épithélia CF et non CF. En effet, nous avons montré que les flux ioniques de sodium et de chlore sont
perturbés, avec des altérations plus importantes pour les cultures de cellules épithéliales
bronchiques CF. L’environnement ionique ayant une incidence directe sur I'activité des molécules
antimicrobiennes produites naturellement par les cellules épithéliales bronchiques, ces modifications
des courants ioniques peuvent entrainer 'altération des fonctions de défense épithéliale. En effet,
nos résultats ont permis de montrer que le remodelage de I'épithélium bronchique, méme non CF, et
plus particulierement le développement d’'une métaplasie malpighienne, entraine une altération des
propriétés de défense antibactérienne de I'épithélium bronchique. Ces altérations peuvent étre a
I'origine des infections bactériennes soutenues observées, non seulement chez les patients CF, mais
également chez les patients non-CF présentant un remodelage de I'épithélium bronchique de type
métaplasie malpighienne (Eldika et Sethi, 2006 ; Murphy, 2006). Enfin, le remodelage de I'épithélium,
tant non-CF que CF ne semble pas étre lié une modification de la sécrétion des facteurs de
croissance, chimiokines ou cytokines que nous avons étudiés, aucun de ces facteurs ne présentant de
variation significative de production au cours du remodelage, en comparaison des taux de sécrétion
observés au cours de la régénération d’un épithélium mucociliaire différencié. Bien que le panel de
facteurs étudiés ait été important (17 facteurs au total, facteurs généralement décrits pour étre

retrouvés chez les patients CF), peu de modulations significatives ont pu étre mises en évidence. Il

164



CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

est a noter que nous avons été confrontés a une tres grande variabilité des résultats, due a la grande
variabilité interpatient qui est couramment décrite dans les études utilisant des cellules primaires
issues de patients. Il nous faudra donc élargir notre champ d’investigation, en termes de facteurs
potentiellement impliqués dans la régénération et le remodelage épithélial bronchique, ainsi
gu’augmenter le nombre de cultures issues de patients différents afin de limiter la variabilité
interpatient. Cette étude pourra permettre d’identifier des facteurs modulateurs du remodelage
épithélial qui ouvriront des pistes de recherche de molécules thérapeutiques pro-régénératrices
pouvant favoriser la reconstitution d’'un épithélium bronchique mucociliaire non remodelé et

fonctionnel.
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ANNEXE

Epithelial Cell-Extracellular Matrix Interactions and
Stem Cells in Airway Epithelial Regeneration

Christelle Coraux’, Jacqueline Roux', Thomas Jolly’, and Philippe Birembaut’

TINSERM, UMRS 903, CHU Hépital Maison Blanche, Reims, France

In healthy subjects, the respiratory epithelium forms a continuous
lining to the airways and to the environment, and plays auniquerole
as a barrier against external deleterious agents to protect the
airways from the insults. In respiratory diseases such as cystic fibrosis
{CF), chronic obstructive pulmonary disease (COPD), chronic bron-
chitis, or asthma, the airway epithelium is frequently remodeled and
injured, leading to the impairment of its defense functions. The rapid
restoration of the epithelial barrier is crucial for these patients. The
complete regeneration of the airway epithelium is a complex phe-
nomenon, including not only the epithelial wound repair but also
the epithelial differentiation to reconstitute a fully well differentiated
and functional epithelium. The regeneration implies two partners:
the epithelial stem/progenitor cells and factors able to regulate this
process. Among these factors, epithelial cells—extracellular matrix
(ECM) interactions play a crucial role. The secretion of a provisional
ECM, the cel -ECM relationships through epithelial receptors, and the
remodeling of the ECM by proteases (mainly matrix metalloprotei-
nases) contribute not only to airway epithelial repair by modulating
epithelial cell migration and proliferation, but also to the differenti-
ation of repairing cells leading to the complete restoration of the
wounded epithelium. A better characterization of resident stem cells
and of effectors of the regeneration process is an essential pre-
requisite to propose new regenerative therapeutics to patients
suffering from infectious/inflammatory respiratory diseases.

Keywords: arway epithelium; regeneration; matrix metalloproteinases;
stem cells

The lungs represent the most important surface of contact with
the external milieu. In humans, it corresponds to an area of
between 50 and 100 m® During normal breathing, the airways
daily transport to the lung 10,000 liters of environmental air,
which is frequently contaminated with a variety of pollutants,
particles, bacteria, and viruses that are deposited in the airways.
The respiratory epithelium, forming a continuous lining to the
airways and tothe environment, plays a unique role as a protective
physical and functional barrier to external deleterious agents
by elaboration of a series of defense mechanisms developed to
protect the airways from the insults. The diversity of the cells
composing the airway epithelium is adapted to assume these
defense functions. The distribution of cell types within the ep-
ithelium varies along the airways. The epithelial surface of the
cartilaginous airways (trachea, bronchi) is mainly composed of
ciliated cells, which, with basal cells and a small percentage of
goblet cells, form a pseudostratified columnar structure. The
ciliated cells occupy the majority of the luminal surface, and basal
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cells cover almost the totality of the basement membrane. This
mucociliary epithe llum extends into glandular ducts that emerge
in submucosal glands composed of secretory mucous and serous
cells (1). The distal noncartilaginous airways (bronchioles) are
lined by an epithelium becoming more columnar and constituted
by ciliated, basal, and secretory Clara cells. In the most distal
bronchioles, only Clara cells are identified (2). The airrway ep-
ithelial defense system is assumed by different functions, in-
cluding features of the epithelium contributing to the epithelial
barrier integrity, coordinated secretion and ciliary beating
leading to an effective mucociliary clearance, and secretion of
molecules with antibacterial, antioxidant, and antiprotease ac-
tivities.

AIRWAY EPITHELIAL REGENERATION

Despite an efficient airway epithelial defense system, disruption
of mucociliary clearance due to inhaled particles or pathogens, or
caused by infectious and/or inflammatory respiratory diseases
such as cystic fibrosis (CF), chronic obstructive pulmonary dis-
ease (COPD), chronic bronchitis, or asthma, leads to more or less
extensive changes in the architecture of the airway walls, leading
in turn to the impairment of the epithelial defense functions. The
lesions can vary from the epithelial structure remodeling with
generation of basal andf/or goblet cell hyperplasia and/or squa-
mous metaplasia, or the loss of the epithelial integrity by
disruption of the intercellular junctions, partial shedding of ep-
ithelial cells with some basal cells still attached to the basement
membrane, or complete denudation of the basement membrane
(Figure 1).

Airway Epithelial Regeneration: a Complex Process

To restore its functions, the airway epithelium has to rapidly
repair the injuries and regenerate its structure ad integrum. The
regeneration process is a complex phenomenon that quickly
starts after the lesion occurred. Sequentially, epithelial cells at
the wound edge dedifferentiate, acquiring a phenotype called
“repair cells” (3), spread, then migrate to cover the denuded
area. In animal models, it has been demonstrated that re-
epithelialization of the injured basement membrane is due to cell
migration rather than cell proliferation at first. After migration,
epithelial cells in the repairing area start to proliferate. At this
step, although the wound is closed, the epithelial integrity is still
not restored (4, 5). Then, the repairing epithelium forms a tran-
sitory squamous metaplasia followed by a progressive rediffer-
entiation to restore a pseudostratified and functional mucociliary
epithelium (6).

Recent studies have examined, using a global approach,
the program that mediates regeneration of the human airway
epithelium in vive and in vitro. {n vive, this genetic program has
been defined using fiberoptic bronchoscopy and mechanical
brushing to denude the airway epithelium of normal individuals,
followed by sequential sample of the same regions at Days 7 and
14 after injury, and microarray analysis to compare relative
mRNA levels of the samples to that of resting noninjured ep-
ithelium. At Day 7, among the 1,196 significantly modulated
genes, the repair transcriptome is dominated by cell cycle, signal
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ransduction, metabolism and transport, and transcription genes,
the majority of differentially expressed cell cycle genes belonging
to the G2 and M phases, suggesting that the proliferating cells
are relatively synchronized 7 days after injury. At Day 14 after
injury. the transcription profile is similar to that of resting
noninjured airway epithelium (7). /n vitro, Ross and coworkers
have grown bronchial epithelial cells at the air-liquid interface
over a 28-day period to identify genes involved in mucociliary
differentiation. They identified over 2,000 genesthat displayed at
least statistically significant twofold changes in expression during
time course, among them genes involved in cell adhesion,
immunity, transport, and cilia formation. In particular, they have
highlighted networks containing genes involved in transforming
growth factor (TGF)-B. WNT/B<atenin, and epidermal growth
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Fgure 1. Arway epithelial remodeling
and injuries. In patients suffering from
infectious/inflammatory diseases, the air-
way epithelium exhibits frequent areas of
(8) basal cell and (C) goblet cell hyper-
plasia, (D) squamous metaplasia, and (£)
epithelial shedding with basal cells still
atached to the basement membrane (E).
(4) Nonremodeled airway epithelium.

factor (EGF) receptor pathways, suggesting potential roles for
these families in airway epithelia (8).

The cellular and molecular factors involved in the repair and
regeneration of the airway epithelium are numerous. During
this process, the airway epithelium has the ability to modulate
the wound healing and reconstitution of the epithelial barrier,
mainly through the secretion of extracellular matrix proteins,
and interactions with and remodeling of the secreted migratory
provisional extracellular matrix. Besides releasing pro-inflam-
matory cytokines and chemokines, the surviving epithelial cells
and the cells of the epithelial environment secrete factors con-
rributing to airway repair and regeneration, including modu-
lators of cell migration, remodeling of the extracellular matrix
(ECM), and cell proliferation and differentiation (9).

Fgure 2. Representation of reported
stem cell niches in the animal airways.
(1) Basal cells in the glandular ducts.
(2) Basal cells in the surface airway
epithelium in the intercartilaginous
areas. (3) Pollutant-resistant Clara cells

PNEC i neuroepithelial bodies. (4) Pollutant-
resistant Clara cells at the bronchical-
veolar duct junctions. Reprinted by

egfgmt)callavreao'ar permission from Reference 53.
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Epithelial Cell-ECM Interactions Modulate Wound Repalr

The re-epithelialization process involves several steps, including
spreading and migration of cells at the wound edge into the
denuded surface and cell proliferation to repopulate the wound
site. Interactions between epithelial cells themselves and with
ECM may be of primary importance in directing repair of injury.

Matrix proteins and epithelinl cell receptors. These pro-
cesses are mediated by ECM constituents, ligands for cellular
receptors such as integrins. Each integrin is composed of an « and
a [ subunit, the heterodimers mediating cell-cell interactions and
cell-ECM adhesion to one or more matrix proteins. The use of
blocking antibodies directed against integrin subunits has shown
that ( -integrins are necessary to the rapid migration of airway
epithelial cells on tvpe 1V collagen and laminin-1 and -2, and
that cez-, 3+, and wy-integrin subunits are directly involved in ep-
ithelial cell migration on tvpe 1V collagen (10). After airway
epithelial damage, epithelial cells at the edge of injury appear to
flatten and migrate on the provisional matrix of the wound,
including the inflammatory glvcoproteins fibronectin and vitro-
nectin as well as components of the basement membrane such as
laminin and tvpe IV collagen. Matrix proteins can stimulate
migration of airway epithelial cells, in particular the cellular
fibranectin {11}, fa vive and ix vitre fibronectinis deposited at the
airway cell-matrix interface during the wound repair process. The
incubation of wounded cultures with anti-fibronectin-blocking
antibodies impairs the wound closure, and s -integrins, recep-
tors of fibronectin, are up-regulated in the migrating cells of the
repairing area (12, 13). Moreover, fibronectin variants involved in
airway mucosa wound repair are age-dependently differentiallv
expressed (14), and during its polvmerization in the ECM, the
fibronectin exposes biologically active matricrvptic sites, among
them the 111-1 site that exhibits the stimulatory role of small airway
epithelial cell motility (15). As nonintegrin receptors, carbohy-
drates on the epithelial cell surface play an important role in cell-
cell and cell-substrate interactions. Cell surface N-glveosylation,
particularly terminal fucosvlation, has a functional role in airway
epithelial repair process (16): inhibition of e-dvstroglyvcan binding
to laminin attenuates cell migration and spreading after mechan-
ical injury(17). and blockade o, sfucose (18) orsialyl Lewis®(19)
prevents epithelial wound repair.

Muatrix metalloproteinases. During airway epithelial cell
spreading and migration to re-epithelialize the wounded area,
CElS IMTEract WIth ELM Proteins tnrougn rocal and primoraial
contacts that enable the anchorage by which the cells can exert
traction on the matrix. These contacts are transient structures:
cell movement implies the formation of new sites of adhesion to
the ECM at the front of the migrating cells and the release of
adhesion sites at the back of these cells. MMPs are directly in-
volved in airway epithelial wound repair, especially in the
remodeling of the provisional matrix secreted by repairing cells.
MMP-9 (gelatinase B) plays a key role in the migration of
bronchial epithelial cells during wound healing. MMP-9 is
overexpressed by basal migratory cells at the wound edge,
and addition to the culture medium during the repair process
of a monoclonal antibody known to inhibit MMP-% activation,
or prevention of its activation, results in decreased speed of
wound closure or its complete abolition (20, 21). MMP-3 and
MMP-11, also called stromelysin 1 and 3, are exclusively
expressed by repairing basal airway epithelial cells that also
expressed the mesenchyvmal marker vimentin, suggesting that
stromelysins are involved in epithelial cell migration and ECM
remodeling during wound healing and that migrating repairing
cells acquire a mesenchymal phenotype necessary for cell
migration (22). Unlike most MMPs, MMP-7 is constitutively
expressed by airway epithelial cells, where it functions in host
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defense by activating the latent form of defensins (23). How-
ever, in case of airwayv epithelial injury, MMP-7 is overex-
pressed by repairing cells, epithelial migration is reduced by
a hydroxamate inhibitor of MMP catalytic activity, and re-
epithelialization in tracheas from MMP-T-null mice is essen-
tially blocked (24). MMP-7 could also act during epithelial
repair by mediating the shedding of the ectodomain of E-
cadherin required for epithelial repair (25). Together, these
data highlight the crucial role of MMP-7 in airway epithelial
wound repair. Beside their involvement in cell migration during
airway epithelial wound closure, MMPs could also modulate the
repair process by influencing cell proliferation. Membrane type
I matrix metalloproteinase (MTI-MMP) is a protease produced
by airway epithelial cells. The impaired airway epithelial repair
in MT1-MMP-knockout mice after naphthalene treatment has
been recently reported, MTI-MMP being required for the
proliferative response in distal airway epithelial cells through
keratinocyte growth factor (KGF) receptor, but not epidermal
growth tactor (EGF) receptor signaling pathway (26). The
involvement of MMP-2 and MMP-9 in cell proliferation has
also been demonstrated, as tracheal cartilage—conditioned me-
dinm—derived MMP2 and -9 inhibit respiratory epithelial cell
attachment to tvpe 1 collagen and impair their proliferation,
whereas addition of MMP inhibitors to cartilage culture condi-
tioned media does not inhibit epithelial cell growth (27).

Endogenous and exogenous modulators of epitheliol cell=
ECM interactions. After injury, airway epithelial cells are able
o produce effectors of cell migration modulating cell-ECM
interactions. The production of matrix molecules, and particu-
larly fibronectin, is influenced by inflammatory mediators se-
creted in case of epithelial wound, such as transforming growth
factor (TGF)-R or tumor necrosis factor (TNF)-a 28, 29). The
matrix production by epithelial cells seems to be probably
influenced by mediators released from epithelial cells them-
selves as well as from the inflammatory cells of the airwavs (30).
Moreover, airway epithelial sheet migration over matrix-coated
dishes is impaired by treatment with TGF-B due to the en-
hancement of cell adhesion via integrins (31) and e, Bg integrin-
activated TGF-R1 delays the degree of wound closure (32). On
the other hand, an inducing role for TGF-B1 on airway ep-
ithelial wound repair has also been demonstrated by addition of
TGF-BI that speeds epithelial repair through up-regulation of
MMP-2 (33).

Some exogenous factors are able to modulate airway epi-
thelial wound healing. NO, at low concentration, promotes
airway epithelial cell migration and wound repair, associated
with increased localized expression and activation of MMP-Y in
cells at the wound edge, the NOS-derived NO contributing to
airway epithelial repair through mechanisms dependent and
independent of the cGMP-dependent protein kinase, Moreover,
inhibition of NOS completely abolishes the action of NO (34).
Purinergic receptor stimulation by extracellular ATP is also
a critical determinant of epithelial cell migration and repair
after injury, and is associated with activation of ERK1/2 and
MMP-Y requiring the activation of Duox1 (35). Pollution plays
also a critical role in airway epithelial wound repair. Indeed,
diesel exhaust particles ( DEP) exposure reduces airway epithe-
lial wound repair in a dose-dependent manner, not only by
altering cell proliferation, but also by inducing a reduction in
the expression of wz- and By-<ntegrin subunit as well as of the
hyaluronic acid nonintegrin receptor CD44, and a decreased
production of MMP-1 leading to increased cell-ECM dead-
hesion capacity (36). Airway infections alter the wound healing
process. For example, £ geruginosa virulence factors, especially
elastase, impede airway epithelial wound repair by slowing
the cell migration velocity due to the altered actin cvtoskeleton
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polvmerization in the lamellipodia of cells at the wound edge,
and by causing an imbalance between pro- and activated forms
of MMP-2 via its overactivation and the decrease of its specif-
ic tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP)-2 expression
(370,

Epithelial Cell-ECM Interactions Modulate
Cell Differentiation

Afterinjury, the complete regeneration of the airway epithelium
implies, not only re-epithelialization of the denuded basement
membrane, but also the reestahlishment of the epithelial integrity
and the cell redifferentiation to restore the airway epithelial
functions. While the involvement of airway epithelial cel-ECM
interactions during the wound repair has heen extensively stud-
ied, their modulation of the epithelial differentiation is poorly
documented. Some rare data have suggested that, in addition to
their involvement in epithelial cell migration and wound closure,
MMPs could be involved in cell differentiation. In particular,
MMP-7 and MM P-%influence airway epithelial reconstitution by
modulating the mucociliary differentiation in an in vive model of
airway epithelial regeneration. In a humanized xenograft model
allowing recapitulation of the sequence of cellular events leading
to the regeneration of the airway epithelial barrier (i.e., epithelial
cell adhesion, spreading, migration, proliferation, and differen-
tiation ), expression and secretion of epithelial MMP-7 and -4
progressively increase during the regeneration time course and
are localized at the apical surface of the well-regenerated airway
epithelium. More interestingly, incubation of epithelial cells with
inhibitors of these MMPs during the regeneration process leads
to a default of mucociliary differentiation and to the generation
of a remodeled airway epithelium exhibiting squamous meta-
plasia with areas of basal cell hyperplasia, demonstrating the
crucial role of MMP-7 and MMP-9inthe human airway epithelial
mucociliary differentiation (38). In the same xenograft model
wsing noninfected CF cells, the airway epithelial regeneration is
delayed as mucociliary differentiation is obtained 1 week later
than in non-CF grafts, and leads to the generation of a remodeled
airway epithelium with pronounced height increase and basal cell
hyperplasia, this CF regeneration process being associated with
aderegulated pattern of expression of MMP-7, MMP-9, TIMP-1,
and 1L-8 (39).

RESIDENT STEM/PROGENITOR CELLS

The repair of injuries and the regeneration of the epithelial
structure involve stem and progenitor cells. Stem cells are gui-
escent undifferentiated cells able to divide slowly but indefinitely
under particular conditions such as injury, to self-renew for the
entire lifespan and to give rise to less proliferative committed
daughter cells, called transient amplifving cells or progenitor
cells, which will ditferentiate to form all the cell types of the
tissue. Much evidence supports the presence of stem and/or pro-
genitor cells in the airways: although the proliferation index is
less than (.29 in healthy human bronchial epithelium, it greatly
increases insome respiratory diseases such as CF (20). Moreover,
some experiments showed the ability of airway epithelial cells to
reform the complete array of tracheal/bronchial epithelial cells
after epithelial wound (3). Despite these results, airway epithelial
stem cells are not well characterized, particularly in humans.
Although the concept of a single stem cell commaon to the
epithelium of the whole respiratory organ has been proposed
{41}, it is now suggested that each subdivision of the lung
possesses its own stem cell (Figure 2). In tracheas and bronchi
of rodents, basal and secretory cells were first considered as
candidate for stem or progenitor cells status due to their pro-
literation capacity and ability to reconstitute in xenograft models,
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after their dedifferentiation into a similar highly proliferative
phenotype called “poorly differentiated cells,” a pseudostratified
mucociliary airway epithelium (42) developing a subepithelial
respiratory pland network (43). Although basal and secretory
cells appear to be involved in epithelial restitution after injury in
animal models, it is now suggested that only basal cells represent
the stem cell compartment of the airway epithelium. Basal cells
exhibit clonal growth as well as a greater colony-forming effi-
ciency thansecretory cells (44). Inmaouse after epithelial damage,
slow-cveling long-term bromodeoxvuridine ( BrdU) label-retain-
ing cells are identified as basal cells in the glandular ducts and in
foci near cartilage—intercartilage junctions in the surface airway
epithelium, leading to the evidence of stem cell niches (43), and
are composed of subsets capable of either multipotent or
unipotent differentiation leading to the restoration of a fully
differentiated airway epithelium (46). In humans, few data are
available. Inhuman fetal tracheas, both basal cells and suprabasal
cells are endowed with a similar potential to regenerate a tully
differentiated airway epithelium after isolation and seeding in
a humanized xenograft model in SC1D mice (47). Different
results have been abtained in human adult airway epithelium.
We have recently demonstrated that, in contrast to the observa-
tion made in fetal tracheas, only purified adult basal cells are able
to reconstitute a fully mature and functional airway epithelium,
secretory cells being incapable of adhering, proliferating, or re-
generating the epithelium (48), suggesting that adult secretory
cells are more mature than fetal secretory cells and have lost their
progenitor potential.

In the terminal bronchioles, 15% of proliferating airway
epithelial cells are Clara cells, and in the respiratory bronchioles,
this number increases up to 44% (49). The nature of the
bronchiolar epithelial stem cells has been studied exclusively in
animal models, especially in mouse. Although CCSP-expressing
cells (Clara cells) and ealeitonin gene-related peptide (CGRP)-
expressing cells (neuroendocrines cells) localized in neuroepi-
thelial bodies are able to proliferate after bronchiolar epithelial
injury, only a subset of pollutant-resistant Clara cells deficient in
cvtochrome P430 2F2, localized at these particular areas aswell as
at the bronchioalveolar junctions, are able to reconstitute the
bronchiolar airway epithelium and can be considered asstem cells
of the bronchioles (50, 51). More recently, the concept of “one
stem cell foreach lung subdivision™ has been questioned: Kim and
coworkers have isolated at the bronchioalveolar duct junction an
epithelial population resistant to bronchiolar and alveolar dam-
ages, able to proliferate after injury iz vive and to give rise, not
only to Clara cells, but also to type | and type 11 pneumocytes
in vitro, highlighting their stem cell properties of both bronchiolar
and alveolar epithelia (32). Although the nature of stem/pro-
genitor cells in rodent bronchiolar airway epithelium is well
documented, it remains to be clearly determined in humans.

WAYS FOR THE STUDY OF HUMAN AIRWAY
EPITHELIAL REGENERATION

Lesions of the airway epithelium are invalidating for patients
with infectious/inflammatory respiratory diseases. They lead 10
amore or less rapid decline of their respiratory capacity. The fast
and complete restoration of the airway epithelial structure and
functions is essential for these patients. Considering the constant
increasing number of people suffering from respiratory roubles,
it is important to better understand the airway epithelial re-
generation process to propose efficient therapies for these peo-
ple. A variety of animal models (dogs, rabbits, rats, mice, etc.)
have been developed to analyze the repair process of the airway
epithelium after injury from different sources (oxidants, bacterial
or viral infection, mechanical injury, etc.). These animal models
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highlight a common process of epithelial repair andregenaration,
including sequential steps of spreading and migration of the basal
cells neighboring the wound, dedifferentiation of repairing cells,
active mitosis followed by epithelial squamous metaplasia, and
progressive reditferentiation with a final step of ciliogenesis and
goblet cell differentiation representative of the complete regen-
eration of a mucociliary epithelium. Nevertheless, histologic dif-
ferences exist between human and animal airways, raising doubts
a5 to the relevance of the latter as models for the study of the
human airway epithelium regeneration. For example, mouse tra-
cheal epithelium is mainly composed of ciliated cells and Clara
cells, the latter being present only in human distal bronchiolar
airways, whereas only few submucosal gland cells are identified at
the uppertracheal level in mice whenthey are identified in human
upper and lower airways.

The regeneration process of the human airway epithelium is
a complex phenomenon, partly elucidated by the use of animal
models. However, some histologic differences between human
airways and those of other animal species led to the development
of humanized xenograft models in immunodeficient mice to
characterize the cellular and molecular events involved in the
reconstitution of a fully mature and functional human airway ep-
ithelium, as well as to try to identify the stem and progenitor cells
implicated in this process. These xenogratt models will allow
a better knowledge of the mechanisms involved in airway ep-
ithelium regeneration and mayv help to develop regenerative
therapeutics, allowing the reconstitution of a functional airway
epithelium in numerous respiratory diseases such as asthma,
COPD, CF, and chronic bronchitis.
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La mucoviscidose (CF) est caractérisée par une infection et une inflammation qui sont
associées a un remodelage et a des lésions de |'épithélium respiratoire de surface bronchique.
Cependant, bien qu'’il ait été démontré que I'infection ne pouvait pas étre totalement responsable de
ces remaniements, |'association du remodelage épithélial a I'inflammation ou a un processus
anormal de régénération reste mal définie. De méme, les mécanismes du remodelage et ses
conséquences sur la fonctionnalité épithéliale restent a élucider.

Nos résultats montrent, en utilisant un modéle de culture en interface air-liquide, que la

régénération de I'épithélium bronchique CF, en dehors de toute infection bactérienne et de toute
inflammation exogéne, est retardée et aboutit a la reconstitution d’un épithélium remodelé et
présentant une hyperplasie des cellules basales, suggérant I'implication du défaut méme de CFTR
dans ce phénoméne.
De plus, dans ce contexte exempt d’infection et d’inflammation exogene, le remodelage épithélial
affecte les propriétés électrophysiologiques des épithélia tant CF que non CF. Les remaniements de
I’épithélium bronchique, méme non CF, et plus particulierement le développement d’une métaplasie
malpighienne, entrainent, en outre, une altération des propriétés de défense antibactérienne de
I’épithélium bronchique. Enfin, le remodelage de I'épithélium bronchique ne semble pas étre lié une
modification de la sécrétion des 17 facteurs de croissance, chimiokines ou cytokines que nous avons
étudiés.

Notre travail constitue un pas significatif dans la compréhension des anomalies survenant au
cours de la régénération épithéliale CF et du remodelage de I'épithélium bronchique humain.

Mots clés: Mucoviscidose, régénération, épithélium bronchique, remodelage

Cystic fibrosis is the most frequent genetic disease among Caucasians, characterized by
airway epithelial injury and remodeling. However, although it was demonstrated that infection could
not be entirely responsible of epithelial remodeling, it is still debated whether this epithelial
structure alteration is related to CF-associated inflammation or due to an abnormal regeneration
process after injury. In the same manner, the remodeling mechanisms, as well as their consequences
on epithelial functionality, remain to be elucidated.

Using an in vitro model of culture at the air-liquid interface, our results show that, in absence

of infection and exogenous inflammation, the regeneration of the human CF airway epithelium is
delayed and leads to the reconstitution of a remodeled epithelium exhibiting basal cell hyperplasia,
suggesting the involvement of CFTR in this phenomenon.
Moreover, in this context of culture without infection and exogenous inflammation, the remodeling
alters the electrophysiological properties of the non-CF and CF airway epithelia. Bronchial epithelial
remodeling, and particularly squamous metaplasia, also gives rise to an alteration of the anti-
bacterial defense properties, even in the non-CF cultures. Finally, our results show that airway
epithelial remodeling does not seem to be related to a modification in the secretion of the 17 growth
factors, chimiokines and cytokines we have studied.

Our Study constitutes a significant advance in the comprehension of the abnormalities
occurring during the human CF airway epithelial regeneration and the remodeling of the airway
epithelium.

Key words: Cystic fibrosis, regeneration, airway epithelium, remodeling



