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PHYSIOLOGIE

ET PHYSIOPATHOLOGIE DE
L'EPITHELIUM RESPIRATOIRE :
STRUCTURE ET FONCTIONS

Edith PUCHELLE, Jean-Marie ZAHM, Christelle CORAUX,
Michel ABELY et Pierre MAURAN

Structure histologique normale
de I'épithélium respiratoire
des voies de conduction

L’épithélium respiratoire des voies de conduction inclut I'épithé-
lium de surface et I'épithélium glandulaire. A Pexception des voies
aériennes nasales antérieures qui sont recouvertes d’un épithélium
stratifié, kératinisé et malpighien, les voies aériennes supérieures,
proximales et inférieures sont tapissées par un épithélium pseudo-
stratifié, ce quisignifie que toutes les cellules épithéliales sont ancrées
3 la lame basale sans qu’elles atteignent toutes la lumiére bronchi-
que. Cet épithélium est composé d’environ 10 types cellulaires dont
la proportion et la densité varient selon I'étage bronchique. I en est
de méme pour la hauteur de I'épithélium qui varie de 30 440 pm au
niveau bronchique et n’est plus que de 10 um au niveau bronchio-
laire. La densité cellulaire de 'épithélium bronchique est de I'ordre
de 6 x 10% cellules épithéliales/cm?. Les principaux types cellulaires
incluent les cellules basales et les cellules cylindriques constituées de
cellules ciliées et de cellules sécrétoires (figure 1-1). Les bronchioles
terminales sont recouvertes d’une seule couche de cellules cylindri-
ques composées de cellules ciliées et de cellules non ciliées sécrétoi-
res : les cellules de Clara. Des cellules basales sont identifiées dans la
partie la moins distale des bronchioles [36].

Epithélium de surface

Cellules ciliées

Les cellules ciliées sont des cellules différenciées qui ne se divisent
pas. Elles sont présentes depuis les voies aériennes supéricures au
niveau du cornet inférieur nasal jusqu’aux bronchioles termina-
les. La surface ciliée représente 50 a 80 p. 100 de la surface totale
des cellules épithéliales respiratoires cylindriques, chaque cellule
ciliée étant recouverte de 200 a 300 cils dont la hauteur est de 'or-
dre de 6 2 15 um. La hauteur et le nombre de cils diminuent dans
les cellules ciliées bronchiques les plus distales, ce qui explique
la diminution du transport mucociliaire observée entre les voies
nasales et les bronchioles. Les cellules ciliées se caractérisent par
une abondance de mitochondries apicales et présentent une bor-
dure formée de trés nombreuses microvillosités dont le nombre

(200 4 400) et la longueur (2 & 10 pm) varient en fonction de
l'environnement dans lequel elles baignent. La surface de la bor-
dure ciliaire riche en microvillosités peut étre trés augmentée lors
d’une agression infectieuse de I'épithélium. La fonction princi-
pale des cellules ciliées est d’assurer le transport mucociliaire, mais
aussi, grace aux canaux ioniques présents au péle apical comme le
canal chlore CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance
Regulator) etle canal sodique ENaC (Epithelial Sodium Channel),
de controler les transports d’ions et d’cau a la surface de 'épithé-
lium respiratoire. Les microvillosités et les vésicules de pinocytose
qui leur sont associées peuvent absorber le liquide périciliaire dans
lequel les cils battent et donc contréler son épaisseur [61].
Chaque cil, dont le diamétre est d’environ 0,25 pm, est composé
de deux principaux éléments : laxonéme qui contient les microtu-
bules, et la membrane ciliaire, extension de la membrane cellulaire.
tenant et en régulant I'environnement ionique et la concentration
en ATP nécessaire aux activités enzymatiques de I'axonéme [72].

Figure 1-1  Structure histologique de |'épithélium respiratoire humain.
L'épithélium de surface est composé de trois principaux types cellulaires :
les cellules ciliées (Cc), les cellules sécrétoires (Cs) et les cellules basales
(Cb). On note dans le parenchyme délimité par la lame basale, des
glandes bronchiques formées de cellules a grains électron-clairs (cellules
muqueuses) et des cellules séreuses a grains électron-denses.
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La pointe ciliaire comporte 3 3 7 petites excroissances (25-35 nm)
en forme de griffes qui facilitent la propulsion du mucus. Les micro-
tubules de 'axone¢me se prolongent jusqu’au corpuscule basal, situé
sous la membrane cellulaire. Ces microtubules sont arrangés symé-
triquement selon une disposition 9 + 2 formée d’'un anneau externe
de neuf doublets de microtubules qui entourent deux microtubules
centraux. Les bras internes et externes de dynéine sont associés aux
doublets externes, les liens de nexine réunissent les doublets péri-
phériques entre eux et les bras radiaires relient les doublets péri-
phériques aux éléments centraux de 'axonéme [76]. Le battement
ciliaire est polarisé, dissymétrique et situé dans un plan déterminé.
Il comprend une phase efficace, rapide, pendant laquelle le cil érigé
entre en contact avec le mucus par son extrémité, et le propulse vers
le larynx. Le cil entre ensuite en phase de repos, en se repliant le long
de la surface cellulaire dans la direction de I'écoulement du mucus.
Puis, il revient 4 sa position de départ en se déroulant pres de la sur-
face cellulaire dansla coucheliquidienne périciliaire. Ce cycle de bat-
tements permet le déplacement unidirectionnel du film de mucus
(figure 1-2). I est dit au glissement actif des microtubules périphé-
riques de 'axonéme. Le raccourcissement d’une partie des doublets,
ancrés A la pointe ciliaire, entraine la flexion du cil. Les bras radiaires
limitent son raccourcissement et son inclinaison, et permettent la
propagation de la flexion le long du cil. Les glissements des micro-
tubules sont produits sous 'action des bras de dynéine, qui sont des
ATPases. Ces bras de dynéine subissent des changements cycliques
de forme en présence du substrat Mg**-ATP pour mobiliser les
tubules adjacents. Une accélération de la fréquence de battement,
due surtout a un raccourcissement de la phase de repos, est observée
in vitro en augmentant la température, la concentration intracellu-
laire d’adénosine 3°5’-cyclique monophosphate (cAMP), ou le Ca**
intracellulaire [43]. Ainsi, l'isoprénaline et la théophylline accéle-
rent la fréquence de battement ciliaire en élevant la concentration
intracellulaire de cAMP. Les cellules ciliées ont des récepteurs pour
'adénosine Al, la neurokinine A et I'angiotensine II [40, 41].
L’adénosine inhibe l'activité ciliaire, langiotensine II I'accélére. Le
mucus contrdle également lactivité ciliaire, un excés de mucus pou-
vant accélérer la fréquence ciliaire par le biais d’'une augmentation
de concentration intracellulaire de Ca** [77].

Zone de propulsion

Epithélium cilié

Figure 1-2  La couche de mucus gel est située a la partie apicale des
cellules qui baignent dans une couche liquide périciliaire. Le mucus est
propulsé pendant la phase active de battement ciliaire dans la direction
des fleches pleines. L'onde métachrone se propage dans le sens des
fleches en pointillés. (D'apreés Sleigh [77].)

Cellules sécrétoires

Plusieurs types de cellules contenant des granules sécréeoires
dans leur cytoplasme ont été décrits dans I'épithélium respira-
toire des voies de conduction. Chez 'homme, ils incluent trois
principaux types cellulaires : 1) les cellules muqueuses (ou cellu-
les caliciformes) présentes dans I'épithélium de surface et dans les
glandes sous-muqueuses ; 2) les cellules séreuses présentes dans la
partie distale des glandes bronchiques ; et 3) les cellules de Clara
localisées dans I'épithélium bronchiolaire. Ces trois types cellu-
laires identifiables en microscopies optique et électronique pré-
sentent des caractéristiques histochimiques et ultrastructurales
spécifiques.

Les cellules sécrétoires muqueuses, ou cellules caliciformes,
sont présentes dans une proportion de 1 cellule pour 5 cellules
ciliées au niveau de Iépithélium de surface trachéobronchique
dans le tissu normal avec une densité estimée de 6 2 7 000 cellu-
les/mm? [36]. Elles présentent des granules sécrétoires électron-
clairs en microscopie électronique en transmission. La plupart
contiennent des mucines (glycoprotéines de trés haut poids
moléculaire : 14 5 x 10¢ kDa). Ces mucines sont des glycopro-
téines complexes et polydispersées contenant pres de 80 p. 100
de sucres et constituées par un ensemble de filaments. Ces muci-
nes contiennent des régions trés glycosylées, peu sensibles aux
protéases, et des régions dites « nues » dépourvues de chaines
glycaniques et facilement dégradées par les protéases. La struc-
ture des chaines glycaniques serait génétiquement déterminée
et leur diversité constitue une mosaique de récepteurs recon-
naissant et piégeant les bactéries et les virus. Il est classiquement
admis que le processus de sécrétion du mucus est une exocytose,
ce qui signifie que les membranes des granules matures fusion-
nent avec la membrane apicale des cellules muqueuses et que
ceux-ci déversent ainsi leur contenu en mucines dans la lumieére
bronchique. En fait il semble, d’apres les travaux de Verdugo [85,
86] etles données obtenues en microscopie électronique sur cou-
pes épaisses apres fixation ultra-rapide a tres basse température,
que les granules sont libérés dans la lumiere bronchique puis aug-
mentent de volume, ce qui conduit & une expansion des muci-
nes largement dépendante de 'hydratation et de 'osmolalité du
milieu environnant, puis 4 la formation du mucus gel qui recou-
vre ensuite sous forme d’une couche plus ou moins continue (0,5
22 pm) la partie apicale des cils [63].

Le nombre de cellules muqueuses augmente en réponse a des
agressions environnementales secondaires 4 I'inflammation bron-
chique [70]. L’hyperplasie des cellules muqueuses et leur présence
au niveau des bronchioles caractérisent de nombreuses patholo-
gies bronchiques comme les bronchopneumopathies chroniques
obstructives et la mucoviscidose. De nombreuses chémokines
comme 'IL-4, 'IL-9, I'IL-1 et 'IL-13 sont capables d’induire une
augmentation de ['expression génique des mucines, une hyper-
plasie et une métaplasie mucipare [15, 97].

Au niveau des bronchioles terminales, les cellules sécrétoires
sont essentiellement représentées par les cellules non ciliées de
Clara qui bombent a la surface de I'épithélium et présentent de
nombreux granules sécrétoires électron-denses en microscopie
électronique en transmission. Ces cellules sécretent de nombreu-
ses protéines A activité anti-oxydante, antiprotéasique (I'inhibi-
teur de leucoprotéase sécrétoire : SLPI) et antibactérienne. Elles
sont également a I'origine des collectines ou protéines associées au
surfactant (SP-A et SP-D) et d’une protéine a activité anti-inflam-
matoire, la protéine de la cellule de Clara (CC-10) de 10 kDa qui
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jouerait également un réle protecteur et immunosuppresseur
[38] et pourrait contréler la prolifération et la différenciation cel-
lulaires. Les cellules de Clara semblent étre des précurseurs des
cellules ciliées. Ces cellules possedent, A leur surface, des canaux
ioniques comme CFTR et pourraient donc également intervenir
dans le contréle et la régulation ionique et hydrique de I'épithé-
lium bronchiolaire.

Cellules basales

Les cellules basales sont des cellules de petite taille, de forme
arrondie ou triangulaire avec un rapport nucléo-cytoplasmique
élevé. A Tétat physiologique, ces cellules représentent environ
30 p. 100 des cellules de I'épithélium de surface trachéobronchi-
que et occupent plus de 90 p. 100 de la surface de la lame basale
sur laquelle repose I'épithélium respiratoire [36]. Ces cellules, qui
n’atteignent pas la lumiére bronchique, sont capables de se diviser
et interviennent directement dans le maintien de la cohésion de
I'épithélium et dans la réparation des [ésions épithéliales [31]. Ces
cellules basales expriment spécifiquement des filaments du cyto-
squelette (cytokératines 5, 13 et 14) et sont fortement ancrées a la
lame basale par des hémidesmosomes et des intégrines (océﬁ 0B,
a.,B,). Les cellules basales humaines feetales seraient de potentielles
cellules progénitrices/souches [3]. Ces cellules basales semblent
étre également impliquées dans la régénération de I'épithélium

bronchiolaire [57].

Epithélium glandulaire

Les glandes, identifiées dans les bronches cartilagineuses, sont
situées dans la sous-muqueuse. Leur densité est de 'ordre de
0,9 glande/mm? chez I'adulte. Elles sont organisées en quatre
principales régions : le canal cilié qui est recouvert d’un épithé-
lium identique a I'épithélium de surface, le canal collecteur formé
q
par un ¢épithélium non cilié cuboidal qui contréle les mouve-
ments ioniques et hydriques, puis les acini muqueux faisant suite
au canal collecteur et bordés par des cellules muqueuses a grains
électron-clairs en microscopie électronique riches en mucines, et
les acini séreux généralement présents a la partie la plus distale des
glandes, caractérisés par des grains électron-denses. Les cellules
glandulaires séreuses jouent un réle majeur dans la production
du liquide de sécrétion glandulaire et la synthése de protéines et
Y-
peptides a activité antibactérienne, anti-oxydante et lubrifiante
u mucus . Les cellules myoépithéliales entourent les acini
d 58]. Les cellules myoépithélial t tl
glandulaires et, par leur capacité 4 se contracter, permettent ['ex-
pulsion du mucus vers le canal collecteur.

Organisation des complexes
jonctionnels des cellules épithéliales
respiratoires

L’épithélium bronchique de surface constitue la premicre barri¢re
de défense contre les agents exogeénes tels que les oxydants, les par-
ticules ou gaz polluants, les agents pathogeénes viraux ou bacté-
riens, le stress thermique ou hygrométrique et les allergénes qui
affectent 'intégrité de 'épithélium.

Parmiles composants majeurs de cette barriére figurent les jonc-
tions serrées, situées dans la partie la plus apicale de la membrane
basolatérale et qui soudent les cellules épithéliales cylindriques les

Molécules d'adhérence intercellulaires
Apical

Jonction serréa

Jonction intermediaire
Baso

lateral Desmosome

Jonction communicante

Hemi-desmosome

Lame bazale

Figure 1-3 La barriere jonctionnelle cellulaire de [I'épithélium
respiratoire est composée de complexes jonctionnels parmi lesquels
figurent les jonctions serrées qui forment une ceinture au péle apical des
cellules cylindriques. Les jonctions intermédiaires sont des complexes
d'adhérence qui ancrent le cytosquelette d'actine et donnent a la cellule
épithéliale sa capacité contractile. Les desmosomes sont des points de
contact intercellulaire maintenant la cohésion des cellules adjacentes.
Les jonctions communicantes favorisent la transmission de messagers
intracellulaires. Les hémidesmosomes permettent |'attachement des
cellules épithéliales a la lame basale.

unes aux autres. D’autres types de complexes jonctionnels sont
distribués le long de la membrane basolatérale parmi lesquels
figurent les jonctions intermédiaires et les desmosomes maculai-
res situés a l'interface entre les cellules basales et les cellules cylin-
driques [57]. Les hémidesmosomes permettent 'attachement des
cellules basales & la lame basale. Parmi les jonctions intercellulaires
spécialisées, les jonctions communicantes sont responsables de la
transduction de messages intercellulaires (figure 1-3).

Les complexes jonctionnels de type cellule-cellule ou cellule-
matrice extracellulaire sont composés : 1) de plaques d’adhérence
qui relient les complexes jonctionnels 4 des éléments spécifiques
du cytosquelette (filaments d’actine ou filaments intermédiaires) ;
et 2) de glycoprotéines transmembranaires dont les domaines
intracellulaires se lient au cytosquelette et les domaines extra-
cellulaires interagissent avec la matrice extracellulaire ou avec les
glycoprotéines transmembranaires des cellules adjacentes [58].
Les complexes protéiques des plaques d’adhérence intracellulaires
des jonctions cellule-matrice présentent des protéines spécifiques
telles que la taline et la proxiline. Les caténines o, B et plakoglo-
bine sont des protéines associées aux plaques d’adhérence intra-
cellulaires spécifiques des jonctions cellule-cellule. Les deux types
dejonction cellule-cellule ou cellule-matrice extracellulaire posse-
dent des protéines communes telles que la vinculine, 'o-actinine,
la zyxine et la tensine [7]. De plus, les plaques d’adhérence sont
complexées 4 des protéines de régulation de types kinases et
phosphatases.

Les complexes jonctionnels assurent a la fois 'adhérence cel-
lulaire et la transduction de signaux contrélant I'expression des
genes, la forme, la migration, la croissance et la différenciation cel-
lulaires [S1]. Ils jouent les réles de récepteurs, mais aussi de géné-
rateurs d’information, la transmission de messagers étant médiée
par des changements de conformation et de phosphorylation.

Jonctions serrées
Les jonctions serrées sont organisées en réseau formant une cein-
ture au pdle apical des cellules cylindriques. Elles sont constituées
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des bicouches lipidiques externes des membranes plasmiques de
cellules adjacentes. La protéine zonula occludens 1 (ZO-1), une
protéine cytoplasmique de 225 kDa, est associée aux jonctions
serrées. Elle se situe aux points de fusion des filaments du cyto-
squelette d’actine [49]. D’autres protéines cytoplasmiques telles
que la cinguline ou les claudines sont associées aux jonctions ser-
rées. L'occludine, située aux points de contact entre les membra-
nes, a été décrite comme un composant régulateur fonctionnel
des jonctions serrées. Des agents tels que les cytochalasines B ou
D sont capables de modifier la résistance transépithéliale et la
perméabilité de I'épithélium par dépolymérisation des filaments
d’actine F et ouverture des jonctions serrées [49]. Les jonctions
serrées ceinturent les cellules épithéliales cylindriques les unes aux
autres et contrdlent la barri¢re transépithéliale en sélectionnant
le passage de molécules par la voie paracellulaire (gate function)
[51]. In vitro, l'altération chimique de la barri¢re transépithéliale
respiratoire induit une diminution de la résistance transépithé-
liale, une augmentation de la perméabilité au mannitol tritié ainsi
qu’a des molécules traceuses telles que le nitrate de lanthane, et
une redistribution ou une diminution de I'expression des protéi-
nes comme ZQO-1, associées aux jonctions serrées. La réparation
de la zone Iésée est associée & une augmentation de I'expression
de la protéine ZO-1. Cependant, des changements de résistance
transépithéliale ne correspondent pas systématiquement 3 des
variations d’expression de la protéine ZO-1 [49]. Les jonctions
serrées peuvent étre séverement dégradées aprés exposition de
Iépithélium 2 des facteurs de virulence bactériens [16].

Jonctions intermédiaires

Les jonctions intermédiaires sont des complexes jonctionnels
situésle long de la membrane basolatérale des cellules cylindriques,
sous les jonctions serrées. Ces complexes d’adhérence ancrent
le cytosquelette d’actine et conférent un potentiel contractile 3
la cellule ¢pithéliale. Les plaques intracellulaires des jonctions
intermédiaires sont composées d’actine o, de tropomyosine, de
myosine I, de zyxine, de vinculine et de radixine [7, 23, 92]. Ces
protéines de la plaque sont & leur tour liées aux complexes protéi-
ques intracellulaires de caténines (o, B et y = plakoglobine). Les
glycoprotéines transmembranaires qui médient I'adhérence des
cellules épithéliales adjacentes sont les cadhérines dont la fonc-
tion est régulée par le calcium extracellulaire.

Pour exercer leur activité fonctionnelle d’adhérence, les protéi-
nes transmembranaires de type cadhérine doivent interagir avec
les protéines de la plaque intracellulaire et les caténines, mais aussi
avec le cytosquelette d’actine [78-80]. La caténine o (102 kDa)
est indispensable a 'adhérence cellulaire médiée par les cadhéri-
nes. Elle constitue un maillon dans le lien avec le cytosquelette
d’actine et les molécules de cadhérines [67]. La caténine B est
une protéine de 95 kDa qui présente une fonction de contréle
du complexe protéique des jonctions adhérentes. Le controdle de
I'adhérence des cellules épithéliales via les jonctions adhérentes
est donc un mécanisme complexe impliquant les domaines extra-
cellulaires des cadhérines E, les protéines cytoplasmiques de type
caténine et le cytosquelette d’actine [29]. L’expression des pro-
téines du complexe jonctionnel assurant le lien avec les filaments
d’actine varie en fonction de Iétat de différenciation des cellules.

Desmosomes
Les complexes jonctionnels de type desmosome sont des mar-
queurs caractéristiques de la différenciation épithéliale qui

controlent les contacts intercellulaires. Les desmosomes sont
des points de contact agissant comme des rivets intercellulaires
et sont constitués d’une plaque cytoplasmique dense consti-
tuée de desmoplakines, et de glycoprotéines transmembranaires
(desmogléines-desmocollines) maintenant la cohésion des mem-
branes plasmiques des cellules adjacentes. Les plaques intracel-
lulaires sont des sites d’ancrage pour les protéines des filaments
intermédiaires cellulaires épithéliaux de type cytokératine.

Les desmosomes sont distribués préférentiellement 4 l'inter-
face entre les cellules basales et les cellules ciliées de 'épithélium
bronchique de surface pseudostratifié¢ [45]. Cependant, de rares
desmosomes sont détectables le long de la membrane basolaté-
rale de cellules cylindriques adjacentes. La dédifférenciation de
Iépithélium bronchique sous forme de métaplasie malpighienne,
soit observée in vivo soit induite in vitro [37, 94], entraine une
augmentation du nombre et de la taille des desmosomes. Ces
changements d’expression des desmosomes affectent probable-
ment I'expression de la plakoglobine et donc la transduction de
messagers [7].

Hémidesmosomes

Les hémidesmosomes permettent lattachement des cellules
épithéliales basales 4 la lame basale sous-jacente, et assurent la
connexion entre les ¢léments du cytosquelette cellulaire et la
matrice extracellulaire [26]. Les hémidesmosomes sont consti-
tués d’'une plaque intracellulaire dense, principalement constituée
des protéines de la famille des desmoplakines (BP230, plectine et
IFAP 300), sur laquelle convergent les filaments de cytokératine
et reposant sur un ¢épaississement de la membrane plasmique
cellulaire basale : la plaque cytoplasmique. Cette plaque cyto-
plasmique est constituée des protéines BP180 et d’un récepteur
cellulaire : 'intégrine o, .

Les intégrines constituent une grande famille de glycoprotéines
transmembranaires qui, sous forme d’hétérodimeres, sont consi-
dérées comme des protéines de la matrice extracellulaire [35]. En
plus de leur role dans 'adhérence cellulaire, les intégrines ont une
fonction de transduction de signal. Elles participent 4 la répara-
tion des épithéliums par des processus d’étalement, de migration,
de prolifération, de différenciation et de survie cellulaire. De plus,
les intégrines sont capables de réguler Uexpression de génes codant
des métalloprotéinases [89] et des cytokines [56].

Face 4 la plaque d’attachement cellulaire des hémidesmosomes,
se trouve la plaque sous-basale, tres fine, dans la partie haute de
la lame basale sous-épithéliale. Des filaments d’ancrage, principa-
lement constitués de laminine 5, connectent la plaque cytoplas-
mique des hémidesmosomes aux fibrilles d’ancrage formées de
collagene de type VII et localisées dans la partie basse de la lame
basale sous-épithéliale [9].

Jonctions communicantes
Un des modes de communication directe entre les cellules impli-
que la transmission de molécules a travers des structures membra-
naires spécialisées : les jonctions communicantes. Le mouvement
de messagers intracellulaires au travers de ces jonctions s’effectue
par diffusion passive. Ces jonctions ont une sélectivité appa-
rente, basée sur le poids moléculaire. Des molécules de taille infé-
rieure & 1 kDa, telles que TAMP cyclique, des ions et I'inositol
1,4,5-triphosphate (IP3), diffusent  travers ces jonctions.

Les jonctions communicantes présentent un assemblage hié-
rarchisé de connexines. Ces protéines sont regroupées en unités
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hexamériques, les connexons. Chaque connexon est associé A un
connexon d’une cellule adjacente pour former un tunnel de 2 &
4 nm. Les tunnels sont distribués en agrégats et forment des pla-
ques de jonctions communicantes. L'incompatibilité¢ entre des
paires de connexons participe 4 la formation de barri¢re entre cel-
lules et évite le couplage entre des cellules de fonctions différentes
[11]. Des variations dans la concentration intracellulaire de cal-
cium libre, sous forme de vagues de propagation, induisent une
libération du messager IP3 [71]. Ce messager diffuse par les jonc-
tions communicantes et coordonne les activités cellulaires [S9].

Les jonctions communicantes du tractus respiratoire ont été
relativement peu étudiées [12, 44, 73]. Carson a montré que les
cellules épithéliales de trachée feetale immature de mammifére
expriment transitoirement de nombreuses jonctions communi-
cantes le long de la membrane basolatérale [12]. In vitro, des jonc-
tions communicantes ont été identifiées entre les cellules ciliées
de Iépithélium respiratoire. Elles participeraient au contréle de
la fréquence de battement ciliaire en réponse & des stimuli dans
Iépithélium mature.

Organisation du cytosquelette
des cellules épithéliales bronchiques

Le cytosquelette des cellules épithéliales est constitué de trois types
de filaments structurellement et fonctionnellement distincts. Ils
incluent les microfilaments d’actine, les filaments intermédiaires
de cytokératine, et le réseau de microtubules. Les microtubules et
les filaments d’actine participent & I'établissement et au maintien

de la polarité des cellules épithéliales.

Cytosquelette d'actine

Les filaments d’actine et les protéines associées constituent un
cytosquelette qui est impliqué dans la polarité des cellules épithé-
liales, la mobilité cellulaire et le trafic intracellulaire de protéines
membranaires. L’actine se présente soit sous forme soluble non
polymérisée (actine G) soit sous forme polymérisée en longs fila-
ments fins d’actine F. Les filaments d’actine sont assemblés par
un complexe protéique d’actinine o, de fodrine, de villine, et de
gelsoline. Des protéines motrices, les myosines, sont des protéines
3 activité ATPasique qui se lient aux filaments d’actine. Dans les
cellules épithéliales, le cytosquelette d’actine participe a la défini-
tion des poles membranaires basolatéraux et apicaux, et donc &
la polarité cellulaire. Dans les cellules bronchiques, les filaments
d’actine apicaux sont organisés en réseau sous-membranaire et
sont connectés A la membrane plasmique par les protéines du
cytosquelette membranaire.

Cytokératines

Parmi les différentes classes de filaments intermédiaires, les cyto-
kératines (CK), spécifiques des cellules épithéliales, représentent
une tres large famille. Chaque type d’épithélium présente un pro-
fil en cytokératines qui lui est spécifique. L'expression des cyto-
kératines dépend du type cellulaire, du développement et de la
différenciation cellulaire.

Les cellules basales de I'épithélium bronchique de surface pseudo-
stratifi¢ jouent un réle majeur dans I'attachement des cellules
cylindriques a la lame basale. L’ancrage des cellules basales aux
cellules avoisinantes et  la lame basale est réalisé par les jonctions
de types desmosomes et hémidesmosomes [21]. Les filaments de

cytokératine se lient aux plaques des desmosomes et des hémi-
desmosomes. Ce réseau de filaments intermédiaires protége les
cellules épithéliales des altérations mécaniques et assure I'intégrité
de la structure épithéliale.

Chez 'adulte, les CK 7, 8, 18 et 19 sont présentes dans les cel-
lules cylindriques de I'épithélium pseudostratifié. Les CK 5, 13
et 14 sont exprimées dans les cellules basales [20]. La CK 14 est
surexprimée au niveau des plaques des complexes jonctionnnels
de type hémidesmosome.

Réseau de microtubules

Les microtubules sont des diméres de tubuline o et . Dans les
cellules épithéliales, I'arrangement du réseau de microtubules
est complexe. Ces cellules présentent un réseau dense de tubu-
line sous-jacent 4 la membrane apicale qui est impliqué dans les
mouvements latéraux et le recyclage des vésicules intracellulaires
du domaine apical [1]. Un autre réseau de microtubules, orienté
verticalement, participe au trafic intracellulaire des vésicules de
transport.

Les microtubules participent 4 de trés nombreux mécanismes
cellulaires. IIs incluent la division cellulaire, la croissance cellulaire,
le battement ciliaire, et les mouvements intracellulaires d’organi-
tes et de vésicules. Les protéines motrices comme les dynéines et
les kynésines sont des protéines a activité ATPasique qui se fixent
au réseau de microtubules. In vitro, les drogues telles que la colchi-
cine, le nocodazole et le taxol sont capables de dépolymériser les
microtubules. Elles alterent la polarité et la sécrétion cellulaires et
le trafic protéique intracellulaire et induisent une redistribution
des protéines transmembranaires.

Principales fonctions
de I'épithélium respiratoire
et leurs anomalies

La complexité cellulaire, la diversité des molécules de défense
sécrétées par I'épithélium respiratoire et lorganisation des com-
plexes jonctionnels et du cytosquelette épithélial permettent de
protéger les voies aériennes vis-a-vis des facteurs d’agression envi-
ronnementaux. Parmi les multiples fonctions de I'épithélium des
voies aériennes, nous décrirons successivement : 1) la fonction de
transport d’ions et d’eau et la régulation de la couche liquidienne ;
2) la fonction de transport mucociliaire ; 3) la fonction de défense
innée ; 4) la fonction de barri¢re et d’ancrage cellulaire ; et 5) la
fonction de régénération.

Nous évoquerons également les anomalies de ces fonctions dans
les pathologies bronchiques génétiques ou acquises.

Fonction de transport d’ions
et d'eau par I'épithélium respiratoire
et régulation de la couche liquidienne

Le liquide de surface bronchique, généralement dénommé par
les Anglo-Saxons Airway Surface Liquid (ASL), est constitué de
deux phases : la phase gel qui renferme essentiellement les muci-
nes et qui piege toutes les particules inhalées, et une phase « sol »
ou périciliaire dans laquelle baignent les cils. La régulation de
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’hydratation de cette phase périciliaire est essentielle pour I'effica-
cité du battement ciliaire et le transport du mucus. Les transports
d’ions et d’eau sont principalement assurés par les cellules ciliées
qui jouent  la fois un réle « moteur » conditionnant 'efficacité
du transport mucociliaire, mais aussi un réle « régulateur » de la
sécrétion ionique et hydrique. Le transport vectoriel d’ions néces-
saire au maintien du volume liquidien dépend de 'action coor-
donnée de pompes, transporteurs et canaux présents au niveau
des membranes apicale et basolatérale des cellules épithéliales. Les
mouvements d’eau sont liés a 'existence de gradients osmolaires.
Les courants ioniques vectoriels portés par Na* et Cl~ a travers la
membrane apicale o1 se situent les canaux ENaC et CFTR, et par
K* a travers le canal K* de la membrane basolatérale, sont respon-
sables de la différence de potentiel transépithéliale [10, 81].

L’¢pithélium respiratoire est caractérisé par une faible résistance
transépithéliale. Il est trés perméable aux mouvements d’eau qui
sont non seulement transcellulaires, mais aussi paracellulaires. De
par ses jonctions serrées, 'épithélium respiratoire est intermé-
diaire entre les épithéliums dits « serrés » (zight) et « laches »
(leaky), ce qui facilite le passage d’ions et d’eau. Le bilan global
du transport d’ions et d’cau dépend de 'absorption de Na* et de
la sécrétion de CI. Il existe une relation inverse entre 'absorp-
tion de Na* et la sécrétion de Cl. A Iétat basal, 'épithélium res-
piratoire est « absorbant » de Na* plutdt que « sécréteur » de
CI. Si on bloque I'absorption de Na* (via 'amiloride), I'¢pithé-
lium devient sécréteur de Cl~. La concentration du NaCl dans le
liquide de surface bronchique est égale 4 celle dans le plasma. Il est
maintenant bien admis que 'homéostasie du liquide périciliaire
est directement sous la dépendance de I'absorption de Na* par le
canal sodique ENaC et de la sécrétion de Cl- sous le contrdle des
canaux Cl- activés par le Ca** ou par la protéine CFTR [50].

Dans la mucoviscidose, la mutation du gene CFTR entraine un
dysfonctionnement du canal Cl- qui s’accompagne d’'une déplé-
tion du liquide de surface secondaire 3 une hyperabsorption de Na*
et une hyposécrétion de Cl~ [10, 50]. Une telle situation entraine
une diminution de la clairance mucociliaire favorable a I'infection
bactérienne. Les travaux de 'équipe de Boucher [10] suggerent que
cette hyperabsorption de Na* secondaire 3 une hyperexpression du
canal ENaC est associée 2 une déshydratation du mucus observée
dans la mucoviscidose et pourrait également étre impliquée dans
les pathologies bronchiques obstructives chroniques.

Au niveau des cellules sécrétoires glandulaires, la dérégulation
des transports ionique et hydrique secondaire 4 des anomalies de
CFTR peut également étre responsable d’un défaut d’expansion
des mucines a I'intérieur des granules sécrétés et d’'un déficit de
exocytose [4].

Fonctions de transport mucociliaire

Le transport mucociliaire est une fonction majeure de I'épithé-
lium qui, en temps normal, conditionne la stérilité des voies
aériennes. La vitesse de transport mucociliaire diminue depuis les
voies aériennes nasales et trachéales (10 & 12 mm/min) jusqu’aux
voies distales bronchiolaires (2 mm/min). Lefficacité du transport
mucociliaire dépend de multiples facteurs incluant : le nombre de
cils actifs, la régulation du mouvement ciliaire, la coordination et la
fréquence de battement ciliaire qui atteint en moyenne 102 15 Hz
alétat normal. Cette fréquence varie selon 'étage bronchique, elle
est plus rapide dans les bronches que dans les bronchioles.

Les caractéristiques rhéologiques du mucus influencent direc-
tement la vitesse de transport mucociliaire. Une viscosité trop
faible ou trop élevée s'accompagne d’une diminution de la fré-
quence ciliaire et, paralltlement, d’'une diminution du transport
du mucus [65]. L'¢paisseur de la couche périciliaire est également
un facteur important dans le mécanisme d’interaction cils-mucus.
Si la phase périciliaire est trop faible par suite d’'une augmentation
de la réabsorption d’eau par les cellules, le battement ciliaire est
inefficace, voire interrompu. A linverse, si Iépaisseur de la phase
périciliaire s’accroit de fagon excessive par suite d’'un déséquilibre
entre les phénomenes de sécrétion et de réabsorption liquidien-
nes, le couplage mécanique cils-mucus est inefficace et le transport
mucociliaire trés diminué. Les propriétés rhéologiques du mucus
interviennent de fagon déterminante dans le mécanisme d’épura-
tion mucociliaire [8, 22]. Chez le sujet sain, les variations inter-
individuelles de la clairance mucociliaire nasale sont, avant tout,
secondaires a des variations des propriétés mécaniques du mucus
recueilli in situ. Nous avons également démontré, A I'aide de simu-
lants du mucus respiratoire (gels de polymeres de viscosité variable)
déposés sur un modele d’épithélium cilié respiratoire maintenu
en survie, que la fréquence de battement des cils est directement
dépendante de la viscosité du mucus avec lequel les cils entrent
en contact. Pour de trés faibles valeurs de viscosité (inférieures 2
10 Pa- sec), la fréquence de battement ciliaire est normale, mais la
vitesse du transport du mucus reste faible. Celle-ci augmente avec
la viscosité jusqu’a une valeur maximale, sans modification de la
fréquence ciliaire pour une viscosité optimale de 15 Pa - sec, valeur
au-dela de laquelle la fréquence ciliaire et, en paralléle, la vitesse de
transport mucociliaire chutent de facon rapide et sévere. Lorsque
la viscosité atteint 50 Pa - sec, le battement ciliaire et le transport
mucociliaire sont totalement interrompus. Ces résultats montrent
donc bien qu’il existe une réelle interdépendance entre les proprié-
tés rhéologiques du mucus, la fréquence ciliaire, et la clairance du
mucus au niveau des voies aériennes. En effet, il a été démontré,
in vivo, que la vitesse de transport du mucus bronchique et la clai-
rance bronchique sont intimement liées [8, 22, 65, 93]. En outre,
sile transfert d’énergie des cils au mucus est essentiellement lié aux
propriétés rhéologiques, le mucus peut également influencer la
fréquence de battement ciliaire par ses composants biochimiques,
mais aussi par le pH, I'osmolalité de la phase sol et enfin, la pré-
sence de substances ciliomodulatrices [91]. Le gradient de vitesse
du transport mucociliaire suit la réduction de la circonférence des
voies aériennes. En fait, ce gradient de vitesse est insuffisant pour
éviter 'accumulation des sécrétions intrabronchiques, ce qui sug-
gere que I'épithélium absorbe une partie des sécrétions au niveau
de la phase sol au cours de leur progression vers la trachée.

La température de I'air, lhygrométrie et 'osmolarité du liquide
de surface bronchique modulent I'efficacité du transport mucoci-
liaire. Guillerm et coll. [28] ont été parmi les premiers & souligner
I'importance de la température sur la fréquence du battement
ciliaire : au voisinage de la température physiologique, ils ont mon-
tré qu'une variation de 1 °C est capable de modifier la fréquence
de battement ciliaire de 6,5 p. 100, ce qui se traduit par une modi-
fication de 11,5 p. 100 de la vitesse de transport du mucus. La
fréquence ciliaire est trés sensible aux variations de température.
Une diminution de la température de 40 & 20 °C entraine une
chute trés marquée de la fréquence ciliaire qui passe de 17 47 Hz.
A linfluence de la température s'ajoute celle de hygrométrie de
l'air qui peut considérablement modifier la clairance du mucus.
Chez 'homme, Andersen et coll. [2] ont montré que lorsque la
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température de lair inspiré est de 23 °C, le transport mucociliaire
nasal n’est pas significativement modifié par le degré d’humidité
relative. A température plus faible, I'influence de hygrométrie est
plus marquée, car la quantité d’eau nécessaire pour saturer lair
réchauffé devient beaucoup plus importante. Ainsi, le ralentisse-
ment ou l'arrét de I'épuration mucociliaire par diminution de la
température et de lhygrométrie peuvent, pour une grande part,
&tre & lorigine des infections des voies aériennes supéricures en
périodes hivernales, les basses températures ayant par ailleurs pour
effet d’augmenter la vitalité des aérocontaminants viraux.

L’influence de 'osmolarité du mucus, en particulier du contenu
en ions Na* et CI, est capitale dans la régulation du transport
mucociliaire. I a été proposé, par Winters et Yeates [91], que
Iépithélium répond & un stimulus osmotique de fagon & main-
tenir I'équilibre du contenu du mucus en Na* et CI". Selon ces
auteurs, 'épithélium bronchique est capable de moduler et sta-
biliser I'osmolarité et le volume de mucus a la surface des voies
aériennes. Ces auteurs suggerent qu’en I'absence de toute pertur-
bation, I'épithélium bronchique absorbe de I'cau avec une entrée
de NaCl vers la muqueuse, ce qui se traduit par un transport
mucociliaire & I'état basal qui est relativement bas. Selon le type
de perturbation, la réponse de I'épithélium mucociliaire peut
varier : si 'environnement (créé par un aérosol) est hypotonique,
Iépithélium bronchique a la capacité d’augmenter le phénomene
d’absorption de 'eau afin de maintenir un transport mucociliaire
efficace. En réponse a un aérosol hypertonique caractérisé par un
contenu en NaCl élevé, les limites de la capacité de I'épithélium a
absorber I'eau peuvent étre atteintes. Dans ce cas, la sécrétion de
neuromédiateurs induits par I'hypertonicité peut indirectement
stimuler le transport mucociliaire. L’épithélium respiratoire sem-
ble donc pouvoir mettre en jeu des mécanismes compensateurs
transépithéliaux capables de diminuer I'impact d’'une modifica-
tion marquée de I'osmolarité du mucus apportée par un aérosol.
Ces mécanismes de compensation s’'accompagnent généralement
d’une augmentation du transport mucociliaire.

Dans la mucoviscidose (CF), la fonction de transport muco-
ciliaire est altérée, méme en absence d’infection [96]. Néanmoins,
certains auteurs ne mettent pas en évidence de différences signifi-
catives in vitro [27], et in vivo chez les patients, la diminution de
la clairance mucociliaire a été rapportée mais n’est pas toujours
observée de fagon systématique [47, 55, 68]. Cette variabilité
pourrait étre secondaire a des mécanismes de compensation de la
déshydratation du liquide de surface bronchique via’ATP, 'adé-
nosine et/ou des substances vaso-actives libérées dans la lumiére
bronchique [39].

Il semble maintenant bien admis que dans la mucoviscidose,
la déplétion du liquide de surface secondaire a 'hyperabsorption
de Na*, mais aussi & 'hyposécrétion de Cl-, peut non seulement
entrainer un déficit de la clairance mucociliaire, mais également
conduire 3 une inflammation locale [53]. Chez les patients adul-
tes, lorsque l'infection respiratoire des voies aériennes est récur-
rente, le transport mucociliaire et l'obstruction bronchique sont
tres fréquemment associés [13].

Fonction de défense innée
de I'épithélium respiratoire

L’épithélium respiratoire dispose d’un arsenal tres sophistiqué
de molécules sécrétées dans le liquide de surface bronchique, qui
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Figure 1-4 La défense innée de I'épithélium respiratoire est assurée
par les nombreuses molécules sécrétées par les cellules sécrétoires de
I'épithélium de surface et de I'épithélium glandulaire. Le mucus sécrété
piége les aérocontaminants et pathogénes qui sont transportés et
éliminés hors des voies respiratoires grace a la clairance mucociliaire.
A I'échelle cellulaire, les jonctions serrées, présentes a la partie la plus
apicale de la membrane basolatérale, ceinturent les cellules épithéliales
les unes aux autres et controlent la barriére transépithéliale en assurant
I'imperméabilité de I'épithélium.

représentent un systeme pléiotrope de moyens de défense vis-a-vis
des agents pathogenes, des agents oxydants et des protéases libé-
rées au cours de la réponse inflammatoire de la muqueuse bron-

chique aux agents d’agression [62] (figure 1-4).

Fonction antibactérienne

Pour se défendre vis-a-vis des agents pathogenes bactériens et/ou
viraux, les cellules épithéliales synthétisent de nombreuses molé-
cules A activité antibactérienne directe ou indirecte. Les mucines
font partie de cet arsenal de défense grice 4 la diversité de leurs
chaines glycaniques et aux nombreux récepteurs glycaniques
reconnaissant les adhésines bactériennes. Bien que ces mucines
ne présentent pas d’activité antibactérienne spécifique, leur capa-
cité & éliminer les bactéries permet de considérer qu’elles ont une
fonction importante dans la défense antibactérienne [82].

Parmi les principales protéines et peptides & activité antibac-
térienne, figurent le lysozyme, la lactoferrine, I'inhibiteur bron-
chique, la phospholipase A2 sécrétoire et la lactoperoxydase.
D’autres molécules comme les IgA sécrétoires, le complément,
les collectines et la protéine CC10 contribuent a la fonction de
défense antibactérienne. Des molécules a activité bactéricide
comme les peptides (B-défensines et cathélicidine) induisent
une rapide perméabilisation de la membrane bactérienne [5].
La lactoperoxydase, qui utilise 'hydrogéne pour oxyder le thio-

cyanate dans les sécrétions bronchiques, est trés active vis-a-vis
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des bactéries Gram+ ou Gram—, comme vis-a-vis des virus [25].
Enfin, les protéines du surfactant (SP-A et SP-D) sécrétées par
Iépithélium bronchiolaire possedent des propriétés bactériostati-
ques en se liant aux lectines bactériennes. Chez les souris KO pour
SP-A, on observe un déficit de la phagocytose et de I'élimination
de S. aureus et P. aeruginosa [46).

Fonction anti-oxydante

L’inhalation d’allergenes, de polluants et de bactéries induit une
réaction inflammatoire de I'épithélium respiratoire qui se tra-
duit par la production de radicaux libres de I'oxygene (anions
superoxydes, radicaux hydroxylés, peroxyde d’hydrogene, etc.)
dont P'action est délétére sur les membranes cellulaires [52]. Le
systeme glutathion peroxydase/glutathion réductase représente
la premiére ligne de défense vis-a-vis des agents anti-oxydants. Le
taux de glutathion est diminué dans le liquide de sécrétion chez
les patients CF [24]. D’autres molécules anti-oxydantes comme
la superoxyde dismutase, la catalase et 'acide urique sont sécrétées
par les cellules épithéliales respiratoires et participent a activité
anti-oxydante au niveau de la muqueuse respiratoire [60].

Fonction antiprotéasique

Les inhibiteurs de protéases controlent 'activité des protéases qui
sont libérées par les cellules inflammatoires comme les polynu-
cléaires neutrophiles et dont I'activité peut étre tres déléeere sur
Iépithélium respiratoire. Les deux inhibiteurs de protéases sécrétés
par I'épithélium respiratoire sont I'antileucoprotéase, également
appelée inhibiteur bronchique ou secretory leukocyte proteinase
inhibitor (SLPI) et 'élafine [42, 83]. L’inhibiteur bronchique
et I'¢lafine exercent un réle important dans la prévention de la
dégradation de I'élastine par I'élastase leucocytaire. En plus de leur
activité antiprotéasique, ces deux molécules présentent une acti-
vité antibactérienne in vitro et in vivo vis-a-vis de P. aeruginosa et
S. aureus 30, 33, 54]. Ces antiprotéases « d’alarme » pourraient
donc jouer un réle capital dans le contréle des infections respi-
ratoires et dans celui de I'inflammation tout en contribuant, par
leur activité antiprotéasique, au maintien de I'intégrité tissulaire.

Fonctions de barriére et d'ancrage
cellulaire de I'épithélium respiratoire

L’un des principaux roles de I'épithélium respiratoire est de consti-
tuer une barri¢re entre la lumiére bronchique et la sous-muqueuse
sous-jacente. Les principaux composants de cette barriére ont été
déerits plus haut (Organisation des complexes jonctionnels).

Il est important de rappeler que les complexes jonctionnels
assurent non seulement la protection des cellules vis-a-vis des
agents contaminants, mais également la cohésion de I'épithélium
et lancrage des cellules épithéliales entre elles. Les hémidesmoso-
mes qui permettent 'attachement des cellules épithéliales basa-
les & la lame basale sous-jacente assurent la connexion entre les
éléments du cytosquelette cellulaire et la matrice extracellulaire.
L’intégrine o, B, joue un réle clef dans 'attachement et 'ancrage
des cellules par le biais des hémidesmosomes.

Dans des pathologies dermatologiques de type pemphigoide
bulleuse, les protéines de la jonction épithélium-lame basale sont
la cible de mutations génétiques entrainant la perte d’adhérence
de I'épiderme. Au niveau de I'épithélium respiratoire, ces ano-
malies génétiques n’ont pas été décrites. Au cours des infections

respiratoires, les intégrines de I'¢pithélium respiratoire sont des
cibles préférentielles pour les agents pathogenes [75], en particu-
lier pour les adénovirus et les bactéries comme P. aeruginosa, qui
adherent aux cellules épithéliales 1ésées par I'intermédiaire de I'in-
tégrine o, B, et de la fibronectine [69].

L’intégrité de la barriere épithéliale peut étre plus ou moins
séverement altérée par divers agents toxiques infectieux ou non :
les bactéries peuvent augmenter la sécrétion de mucus et dimi-
nuer ou désorganiser I'activité des battements ciliaires, altérant
ainsi I'épuration mucociliaire; divers agents non infectieux,
comme les oxydants inhalés, peuvent également léser I'épithélium
respiratoire. La gravité des Iésions dépend des caractéristiques
physicochimiques des gaz, de leur concentration, de leur solubi-
lité et de la durée d’exposition [64]. L'inflammation chronique
de la muqueuse respiratoire pourrait également étre a 'origine de
laltération de la barri¢re épithéliale [19].

La desquamation de I'épithélium respiratoire de surface est
une caractéristique histologique dans 'asthme. La diminution de
I'adhérence intercellulaire secondaire & une induction de I'apop-
tose de 'épithélium respiratoire et & une diminution marquée de
expression de la E-cadhérine, en particulier au niveau des inter-
actions cellules basales/cellules cylindriques, pourrait expliquer la
fragilité de I'épithélium dans cette pathologie [84].

Dans la mucoviscidose, les anomalies de la protéine CFTR sont
associées 4 un défaut de signalisation de TNF-o. et donc de la sti-
mulation des réponses innée et immune adaptative. Ces anomalies
se traduisent par un défaut d’activation de la voie c-Src et une per-
sistance anormale de 'ouverture des jonctions communicantes qui
contribuent & une dérégulation de la réponse inflammatoire [34].

Fonction de régénération
de I'épithélium
Contrairement a d’autres types d’¢pithéliums comme ['épithé-
lium intestinal dont le renouvellement est continu, a ’état basal,
I'épithélium respiratoire se caractérise par un tres faible taux de
renouvellement (moins de 2 p. 100 des cellules en division). Les
cellules ciliées ne se divisent pas, seules les cellules basales et sécré-
toires sont, au niveau de I'épithélium de surface, candidates au sta-
tut de cellules progénitrices/souches. Au niveau de I'épithélium
glandulaire, les canaux semblent étre des niches ou se situeraient
les cellules souches. Au niveau bronchiolaire, les cellules basales et
les cellules de Clara sont de potentielles cellules souches. La majo-
rité des études ayant été conduites sur de I'épithélium animal, les
cellules souches de I'épithélium respiratoire humain ne sont pas
encore identifiées. D’une facon générale, toute agression de la
muqueuse respiratoire se traduit par une augmentation de l'in-
dex mitotique des cellules basales et sécrétoires (20 a 30 p. 100).
Les études réalisées sur modeles in vivo de xénogreffe bronchique
ont permis de décrire la chronologie des séquences conduisant 4
la régénération épithéliale apres [ésion et les facteurs cellulaires et
moléculaires impliqués dans la réparation de la Iésion et la régéné-
ration complete de cet épithélium. Les principales étapes chrono-
logiques de la régénération de I'épithélium respiratoire incluent la
migration des cellules bordant la lésion épithéliale, la prolifération
cellulaire, la métaplasie malpighienne puis la redifférenciation qui
aboutit 4 la régénération complete de I'épithélium [17, 90].

De nombreux facteurs de croissance semblent capables d’accélérer
laréparation deslésions del'épithélium bronchique, principalement
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Figure 1-5 Facteurs cellulaires et moléculaires impliqués dans la régénération de I'épithélium respiratoire. Au cours du processus de régénération,
interviennent de nombreuses molécules régénératrices : les composants de la matrice extracellulaire, les métalloprotéinases matricielles (MMP), les
cytokines et facteurs de croissance, les peptides de défense sécrétés par les cellules épithéliales ou par les cellules du mésenchyme sous-jacent, les
fibroblastes, les cellules inflammatoires, endothéliales et cartilagineuses. (D"aprés Coraux [17].)

en modulant la migration et la prolifération cellulaires. Ces facteurs
de croissance sont principalement sécrétés par les cellules présentes
dans le mésenchyme, mais peuvent également étre produits par les
cellules de I'épithélium respiratoire (figure 1-5).

Lactivation du récepteur EGFR (epidermal growth factor recep-
tor) par différents ligands joue un réle majeur : en effer, '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 [6, 66]. De plus,
Barrow et coll. ont suggéré que 'EGF et le PDGF (platelet-derived
growth factor) favorisent la régénération de I'¢pithélium respira-
toire en stimulant la prolifération et la différenciation des cellules
épithéliales respiratoires [71]. L’hepatocyte growth factor (HGF),
le keratinocyte growth factor (KGF) et les IL-1a. et B régulent la
migration cellulaire mais peuvent également avoir une activité
mitogene [32, 88, 95]. Il a également été démontré que la lésion
de I'¢pithélium bronchique induit la production par les cellules
épithéliales respiratoires de la protéine MCP-1 (monocyte che-
moattractant protein-1), qui favorise la réparation de la lésion en
se liant  son récepteur CCR2B [48]. Des peptides trifoliés (TFF),
en particulier TFF3, peuvent également, via la voie d’activation
de la protéine kinase C et I’ERK 1/2 (extracellular signal-related
protein kinase), agir en synergie avec 'EGF dans la réparation de
Iépithélium respiratoire [14, 87]. Enfin, 'héréguline-o, en raison
de sa liaison avec les récepteurs erbB2-4, favorise la réépithélialisa-
tion de I'épithélium respiratoire lésé.

Les facteurs de croissance interviennent comme I'insuline ou
I’HGEF en activant la synthése de la matrice extracellulaire, comme
I'TL-8 en stimulant 'expression des MMP, ou comme I'IL-13 en
favorisant la sécrétion d’autres facteurs de croissance motogenes
et mitogenes. L’augmentation de I'expression de ces facteurs de
croissance par les cellules épithéliales respiratoires lésées facilite-
rait la réépithélialisation par un mécanisme de sécrétion autocrine
et paracrine.

Le role spécifique des facteurs de croissance dans la différen-
ciation des cellules épithéliales respiratoires et la régénération

complete de I'épithélium des voies aériennes est encore mal
connu. Les travaux de Shen et coll. [74] suggeérent que THGF
pourrait, non seulement moduler la migration et la prolifération
des cellules épithéliales respiratoires, mais également favoriser la
différenciation ciliée et la fonction de sécrétion de chlore, proba-
blement via une activation de son récepteur c-Met. Par ailleurs,
nous avons démontré que les MMP-7 et MMP-9 modulent la
différenciation des cellules épithéliales au cours de la régénéra-
tion de I'épithélium bronchique dans un modéle de xénogreffe
humanisée dans la souris zude. L'expression et la sécrétion de ces
MMP augmentent au cours des différentes étapes de la régéné-
ration, ces MMP ¢étant localisées A la surface de 'épithélium par-
faitement différencié. L'incubation, au cours de la régénération,
des cellules épithéliales avec des inhibiteurs de ces MMP entraine
des remaniements de 'épithélium se traduisant par un défaut de
différenciation mucociliaire dans un épithélium présentant une
métaplasie malpighienne avec des zones de métaplasie des cellules
basales [18].

Le remodelage et les ésions de I'épithélium respiratoire rendent
celui-ci particuli¢rement fragile et susceptible aux infections bac-
tériennes, ce qui peut accélérer les Iésions pulmonaires et initier,
voire engendrer, la chronicité de pathologies obstructives bron-
chiques et pulmonaires. Dans les maladies chroniques, la régéné-
ration épithéliale est parfois anormale, avec des phénomenes de
remodelage de la muqueuse ayant des conséquences déléteres sur
la fonction respiratoire.

Le développement de thérapeutiques cytoprotectrices et pro-
régénératrices de I'épithélium respiratoire représente un enjeu
majeur dans le traitement de pathologies bronchiques comme
I'asthme, les bronchopneumopathies chroniques obstructives, la
mucoviscidose et les bronchiolites oblitérantes.
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IMMUNOLOGIE DES VOIES
AERIENNES DE CONDUCTION
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Introduction

Le tractus respiratoire filtre plus de dix mille litres d’air ambiant
par jour. Le poumon doit donc constamment neutraliser puis éli-
miner les nombreux microbes et corps étrangers transportés par
lair inhalé. Pour maintenir son intégrité indispensable aux échan-
ges gazeux alvéolo-capillaires, il s’est, au cours de I'évolution, muni
d’un syst¢me de clairance et de défense particuli¢rement adapté
et efficace.

Les fosses nasales, la sphére nasopharyngée et la région glot-
tique constituent autant de barrieres anatomiques que les
particules doivent franchir pour pénétrer dans l'arbre trachéo-
bronchique. Plus loin, sous les cordes vocales, le flux aérien se
ralentit et devient laminaire. Les particules sont alors captées par
impaction au niveau des bifurcations bronchiques ou par sédi-
mentation sur la muqueuse. Ensuite, elles sont éliminées par le
tapis mucociliaire.

Ce premier rempart de défense anatomique et aérodynamique
est complété par les réflexes de toux et de bronchoconstriction.
La toux élimine des voies aériennes les éléments étrangers et les
sécrétions excessives. Le réflexe de bronchoconstriction prévient
entrée de particules inhalées dans la partie la plus distale de I'ar-
bre trachéobronchique.

La pénétration des antigénes dans la sous-muqueuse est limi-
tée par une double barri¢re mécanique : une couche de mucus
et I'épithélium. Le mucus est produit essentiellement par les
glandes bronchiques et dans une moindre mesure par les cellu-
les muqueuses et autres cellules sécrétrices de 'épithélium. Sous
le tapis muqueux, on trouve un épithélium pseudo-stratifié¢ cilié¢
de type cylindrique mucosécrétant. Les cellules ciliées sont recou-
vertes de plus de deux cents cils qui battent a une vitesse de 300
3 600 battements par minute [57]. Ainsi, le mucus et les débris
qui l’accompagnent remontent progressivement les voies aérien-
nes pour étre éliminés par les réflexes de toux et de déglutition.
Des jonctions serrées situées latéralement au péle apical des cellu-
les ciliées les relient étroitement et réalisent une barriére efficace
contre la pénétration des particules étrangeres et des gaz dans la
lamina propria [25]. Par contre, la membrane basale sur laquelle
repose I'épithélium parait plus perméable et ne semble pas consti-
tuer une limite a la pénétration des particules étrangeres.

Lorsque ces différents mécanismes non immunologiques de
défense sont déficients ou dépassés, les antigenes peuvent stimuler
le systéme immunitaire humoral ou cellulaire. Il est actuellement
admis que les cellules épithéliales, en plus de leur role mécanique,

participent activement 3 la régulation et la propagation de la
réponse immunitaire a 'étage bronchique.

Ce chapitre aborde succinctement les différents effecteurs
cellulaires et humoraux qui participent & I'immunité des voies
aériennes de conduction.

Effecteurs cellulaires

Cellules présentatrices d'antigénes

Pour déclencher une réponse immunitaire, I'antigéne doit étre
présenté aux lymphocytes T dans le contexte du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe 2 (MHC-II). Les cellules dendriti-
ques, les monocytes, les macrophages, les lymphocytes B ainsi que
les cellules épithéliales et les fibroblastes sont capables d’exprimer
le MHC-II dans certaines conditions et peuvent étre impliqués
dans les mécanismes de présentation des antigenes au niveau des
voies respiratoires [29].

Les principales fonctions des cellules présentatrices ou acces-
soires (CPA) sont les suivantes : a) capter et internaliser I'anti-
gene, b) le dégrader (processing) pour c) le présenter 2 sa surface
avec le MHC-II et d) délivrer des messages de prolifération, de
maturation et d’activation aux lymphocytes par 'intermédiaire
des molécules d’adhésion et de cytokines. Les CPA sont présentes
tout le long des voies aériennes de conduction (muqueuses nasales
et respiratoires supérieures jusqu’aux bronchioles membraneuses)
ainsi que dans les septa alvéolaires et — normalement en trés faible
nombre — dans les alvéoles. Par conséquent, quel que soit le site
ou ils sont déposés, les antigenes pourront toujours rencontrer
une cellule accessoire compétente. Les antigenes insolubles et de
grande taille qui ne traversent pas 'épithélium rencontrent des
CPA (principalement des cellules de Langerhans) dans la lumiére
bronchique [29], ainsi que probablement également les antigénes
solubles de faible poids moléculaire qui peuvent étre captés dans
la lumi¢re muqueuse par les prolongements (dendrites) de ces
cellules intra-¢épithéliales dont la morphologie ressemble aux cel-
lules dendritiques matures interdigitées des follicules lymphoides
[29].

Les cellules dendritiques (CD) sont les principales cellules pré-
sentatrices d’antigénes de I'arbre trachéobronchique intervenant
dans les réponses immunitaires primaires (lors de la premicre
rencontre avec un antigene) (revues : [29, 69]). Dans les condi-
tions basales (c’est-A-dire a I’état normal sans inflammation),
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elles constituent I'unique source d’expression du MHC-II [31,
58]. Un stimulus tel que la fumée de cigarette en augmente le
nombre et activité [64]. Ce sont des cellules allongées avec des
prolongements cytoplasmiques. Elles ne contiennent pas de
phagolysosomes signe d’une apparente absence d’activité phago-
cytaire. Les cellules de Langerhans (CL), initialement décrites
dans I'épiderme, tapissent les voies respiratoires en formant un
réseau de 500-750 cellules par mm?* de surface épithéliale. On
les retrouve entre la membrane basale et la lumiere bronchique,
intercalées entre les cellules épithéliales dans un rapport de 1 sur
100. Leur morphologie est semblable aux CD mais elles en diffé-
rent cependant par la présence de granules de Birbeck (organelles
cytoplasmiques pentalaminar plate-like visibles uniquement en
microscopie électronique) [56], ainsi que par I'expression des
molécules CD1a et/ou CDlc. Sous I'épithélium respiratoire, on
retrouve également des CD, 2,5 4 3,5 fois plus grandes que les CL
a I'éeat basal, avec une morphologie plus hétérogene, depuis des
cellules monocyte-like jusqu’aux CD classiques. Cette population
représente probablement un mélange de CD récemment recru-
tées depuis la (micro)circulation et de CD matures ayant capté
un antigéne en route vers les ganglions lymphatiques péribronchi-
ques. Des CD sont également retrouvées dans les parois vasculai-
res des capillaires pulmonaires, la plévre viscérale, ainsi que dans
Iespace broncho-alvéolaire [59].

Les CD expriment le complexe majeur d’histocompatibilité
de classe 1 (HLA-A, B et C) et toutes les formes du MHC-II
(HLA-DR, DP et DQ) [31, 58]. Ces cellules sont originaires
soit de la lignée myéloide (CD myéloides) soit lymphoide (CD
plasmacytoides), les premiceres exprimant les marqueurs de sur-
face CD11c, CDlc [23, 64] et le CD45 (antigéne commun
leucocytaire) [58] ; alors que les CD plasmacytoides expriment
le CD1a, la langerine et la protéine S-100 [24]. Elles expriment
aussi, de maniére différentielle (tableau 2-I) des récepteurs pour
I'interleukine IL-2, pour les fragments Fc des immunoglobulines
et en plus faible densité pour le fragment C3bi du complément,
ainsi que pour des molécules d’origine bactérienne ou virale (voir
plus loin) [23]. Les molécules d’adhésion telles ICAM-1 (CD54),
LFA-3 (CD58), B7 (CD80/B7.1, CD86/B7.2), LFA1 (CD1la),
ainsi que CD40, ICOSL, OX40L permettent aux CD d’inter-
agir avec les lymphocytes T [23]. L'expression de ces différentes
molécules d’adhésion varie selon la sous-population de CD et les
stimuli inflammatoires [23]. Au signal 1 constitué par I'antigéne
s’adjoignent ainsi le signal 2 (molécules de co-présentation, c’est-
a-dire molécules de la famille B7) et le signal 3 (médiateur soluble,
cest-a-dire interleukine-12 ou -10) pour préciser I'orientation de
la différenciation des lymphocytes T. Quatre sous-types de popu-
lations de lymphocytes Th peuvent ainsi étre générés (voir plus
loin).

Le tableau 2-I résume les fonctions et marqueurs phénotypi-
ques des différentes populations de CPA du tractus respiratoire
et de la circulation systémique.

Les CD sont seules capables d’initier une réponse immunitaire
primaire (CD « professionnelles » ). Elles peuvent internaliser
antigene, le dégrader et le ré-exprimer partiellement a leur sur-
face avec le MHC-IL. Les antigénes intracellulaires tels les virus
seraient présentés préférentiellement en présence du MHC-I per-
mettant l'activation des lymphocytes cytotoxiques (CD8+ Tc)
[23]. La plupart des cellules T du poumon normal sont des cel-
lules « mémoires ». Donc, pour engendrer une réponse immu-
nitaire primaire, les CD doivent migrer probablement via les

Tableau 2-1 Types de cellules présentatrices d'antigénes dans le
tractus respiratoire. Les différents types de CD présentes dans le
tractus respiratoire, avec leurs marqueurs phénotypiques et fonctions
respectives, tels que vus actuellement [30, 69].

Type Marqueurs Fonctions
de CPA phénotypiques
CD Langerhans CD1a, Lag, Captation luminale des antigenes

E-cadhérine, +++ CPA
langerine, S-100
CD myéloides CD11¢, CD33, CD1c

(MDC) TLR-2, TLR-4

(intra-épithéliales)

Captation antigenes ++

CPA ++

Induction de Th1, Th2, ou Treg
selon cosignaux transmis

CD plasmacytoides  IL-3R (CD123), CD303, Production d'interférons de type |

(PDC) CD304 Réle tolérogene vs Th2 priming ?
TLR-7,TLR-9 Induction de Th IL-10+ via ICOSL

CD interstitielles CD11b, CD6S, Xllla, Captation antigénes ++
D9, CD2 CPA (+)
Fc-récepteurs
Macrophages CD68 Captation antigénes ++
tissulaires MHC-II low CPA (-)
Lymphocytes B CD19, CD20, CD123  Captation antigénes +
TLR-7, TLR-9 CPA + dans réponses secondaires

lymphatiques efférents vers les tissus lymphoides (ganglions)
régionaux. Elles pourraient aussi gagner la rate par la circulation
périphérique. Pour se faire, elles expriment 4 leur surface une
variété de molécules telles que des adhésines et des intégrines 1
et B2 qui contribuent 4 leur adhésion aux cellules endothéliales et
au tissu de soutien, facilitant ainsi leur migration [23].

Les CD expriment différents types de récepteurs pour des
molécules caractéristiques de pathogenes, regroupées sous le
terme pathogen-associated molecular patterns (PAMP), qui repré-
sentent pour le systéme immunitaire des « signaux de danger ».
Ces récepteurs appartiennent 2 la famille des récepteurs To//-like
(TLR). Plus spécifiquement, les CD myéloides expriment les
TLR-2 et -4 (associé au CD14) permettant la reconnaissance
de constituants membranaires des bactéries Gram+ (acide lipo-
teichoique, LTA) et de 'endotoxine (lipopolysaccharide, LPS),
respectivement. Par contraste, les CD plasmacytoides expriment
les TLR-7 et -9 reconnaissant des motifs viraux ou bactériens (ou
synthétiques), dont des séquences CpG non méthylées I’ ADN.
En réponse & ces stimuli qui induisent la mise en jeu de voies
intracellulaires comme NF«B (nuclear factor kappa B) et les MAP
kinases (mitogen-activated protein kinases), les CD produisent
différentes cytokines dont I'IL-1B, IL-6, le TNF-a. et des chimio-
kines comme le MIP (macrophage inflammatory protein) [23].
Si dans des modeles expérimentaux, on bloque par des anticorps
spécifiques l'activité de ces médiateurs, la prolifération des lym-
phocytes T induite par les CD n’est pas inhibée [65]. Cela est dtt
aux nombreuses molécules d’adhésion exprimées a leurs surfaces
qui non seulement renforcent le contact de faible affinité entre
la cellule accessoire et le lymphocyte T mais délivrent aussi des
signaux permettant la prolifération de ces lymphocytes.

Bien queles CD possedent toutes les fonctions des cellules acces-
soires, une cellule donnée ne les exerce probablement pas toutes
simultanément. Les CD des voies aériennes stimuleraient plus effi-
cacement la prolifération de lymphocytes T spécifiques de 'anti-
gene tandis que les CD isolées des tissus parenchymateux seraient



plus performantes pour induire la prolifération de lymphocytes T
allogéniques [21]. Il semble en outre que des CD possédant une
faible activité¢ de lymphoprolifération dans les conditions basales
(CD immatures ou « semi-matures ») puissent 'acquérir lors
de conditions inflammatoires locales [23], avec en particulier un
role clé du GM-CSF pour promouvoir cette fonction [29] ainsi
que des cytokines inflammatoires (TNF-a, IL-1, IL-6) et/ou de
médiateurs de microorganismes pathogénes (LPS).

On trouve des macrophages dans la lumiére et la sous-muqueuse
des voies aériennes, toutefois en nombre nettement réduit par
rapport au compartiment alvéolaire [29]. Une partie d’entre eux
sont des macrophages alvéolaires transportés par le tapis muco-
ciliaire. Cependant, certains sont des macrophages particuliers
capables d’adhérer aux cellules épithéliales [54]. Ces derniers
participent probablement 4 I'élimination des particules présen-
tes dans l'arbre trachéobronchique. Par opposition aux CD, il est
admis que le macrophage mature présente mal 'antigene et qu'il
sécrete des médiateurs inhibant la fonction des lymphocytes T
[28, 67]. Holt et coll. [27] ont montré qu’en cas d’inflammation
locale, cette fonction immunosuppressive des macrophages sur les
lymphocytes T serait réversible. Ils interpretent ces résultats en
suggérant qu’ils seraient dus au recrutement par I'inflammation
de monocytes jeunes capables d’activer les lymphocytes T [29].
Holt module cette hypothése apres avoir constaté que des cellules
dendritiques accompagneraient ces infiltrats de cellules mono-
nucléées et seraient responsables de la stimulation des lympho-
cytes. Des travaux récents montrent enfin que des facteurs locaux
comme ['intégrine aVB6 des cellules épithéliales alvéolaires jouent
un role important pour maintenir le macrophage alvéolaire dans
un état quiescent, ce qui peut étre réprimé par certaines molécules
étrangeres pathogenes.

Les lymphocytes B retrouvés en faible nombre dans la lumiére et
la sous-muqueuse bronchique pourraient agir comme CPA pour
réactiver des cellules T mémoires. Il n’existe 4 ce jour aucun rap-
port évaluant directement la fonction de présentation d’antigénes
pour des lymphocytes B extraits du tissu pulmonaire [29].

Les fibroblastes sont présents normalement en petit nombre
dans la sous-muqueuse de I'arbre trachéobronchique. On dis-
tingue deux populations de fibroblastes selon qu’elles possedent
l'antigéne de surface Thy 1 ou non. Lorsque des fibroblastes
Thy 1 sont mis en présence d’interféron-y, ils peuvent exprimer
le MHC-II [48]. Leur aptitude & présenter I'antigene doit néan-
moins étre précisée.

Quant aux cellules épithéliales bronchiques, elles sont, elles aussi,
capables d’exprimer le MHC-II [20]. Cependant, tout comme les
fibroblastes, il est peu probable qu’elles puissent transmettre de
maniére efficace le co-signal (signal 2) véhiculé par les molécules
d’adhésion [46]. Ces cellules épithéliales et fibroblastes jouent par
contre un role primordial dans les processus de morphogenese
bronchique et ensuite de réparation tissulaire (unité trophique
épithélio-mésenchymateuse) suite aux agressions, dont la patho-
logie meéne au remodelling.

Organisation lymphoide
et lymphocytes
Organisation lymphoide

Les principales structures lymphoides de l'arbre trachéobron-
chique sont: a) les ganglions lymphatiques situés au niveau de
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la trachée, de la carina et des bronches souches ; b) les vaisseaux
lymphatiques afférents et efférents du médiastin ; c) les follicules
lymphoides ; d) les régions parafolliculaires [54]. Au niveau des
voies aériennes, les lymphocytes peuvent aussi prendre part 4 la
formation du BALT (bronchus associated lymphoid tissue) ou se
regrouper sous forme d’agrégats et de nodules lymphoides dans
la sous-muqueuse. Enfin, des lymphocytes libres sont présents en
petit nombre au sein de la lamina propria [54].

Une importance toute particuliere doit étre accordée aux
mécanismes d'immunorégulation qui limitent la réaction inflam-
matoire locale [8]. Ils évitent que les échanges gazeux ne soient
entravés par I'inflammation et qu’une sensibilisation aux diffé-
rents allergenes ne s’installe. Dans cette optique, deux mécanis-
mes principaux sont a retenir [8] : a) la présentation des antigénes
etl'initiation de la réponse immunitaire s’effectuent de facon pré-
férentielle dans les ganglions lymphatiques régionaux plutdt que
la muqueuse bronchique ; b) le dépdt d’antigénes 4 la surface de la
muqueuse bronchique provoque un accroissement de la popula-
tion de lymphocytes T suppresseurs. Les macrophages alvéolaires
présents dans la lumiére bronchique limitent aussi I'inflammation
en transportant les particules étrangeres vers les ganglions lym-
phatiques [71].

Clest chez le rat et le lapin que le BALT a été le mieux étudié.
Il fait partie des tissus lymphoides secondaires tels que la rate, les
ganglions lymphatiques et les plaques de Peyer. On le trouve dans
la trachée et les bronches principalement au niveau des bifurca-
tions. Il est stratégiquement bien localisé puisque sa concentra-
tion est maximale la ol les antigénes sont déposés par impaction
sur la muqueuse respiratoire. Ce BALT est un ensemble d’agré-
gats lymphoides constitués d’'un ou deux follicules situés direc-
tement sous ['épithélium avec lequel ils entretiennent d’étroites
relations (figure 2-1). A cet endroit, I'épithélium bronchique
est histologiquement différent. Il est plus aplati et possede les
caractéristiques d’'un lympho-épithélium : infiltration par des
lymphocytes, diminution du nombre de cellules ciliées et absence
de cellules muqueuses et de glandes bronchiques (figure 2-2) [6].
Tout comme au niveau des plaques de Peyer, le lympho-épithé-
lium des BALT possede des cellules M qui sont capables de sélec-
tionner dans la lumiére bronchique les particules et les maticres
solubles [66]. La membrane basale, quant A elle, est infiltrée par de
nombreux lymphocytes. Anatomiquement, ils s’apparentent aux
plaques de Peyer ou autres formations rencontrées dans I'intestin
(GALT, gut associated lymphoid tissue) [7]. Chez les mammife-
res, les centres germinatifs n’apparaissent qu’apres stimulation
antigénique.

Les follicules des BALT contiennent des lymphocytes B cen-
traux, des lymphocytes T périphériques, quelques macrophages
et cellules dendritiques. Ce sont essentiellement des lymphocytes
petits et moyens dont 20 p. 100 sont des lymphocytes T et 40 2
80 p. 100 des lymphocytes B [5]. Cette proportion est la méme
que celle retrouvée au niveau des plaques de Peyer mais est inverse
de celle des ganglions lymphatiques et du sang (lymphocytes T :
70 p. 100, lymphocytes B : 20 p. 100). Trente pour cent des lym-
phocytes sont des lymphocytes dits « naifs », ce qui suggere une
grande flexibilité et polyvalence de la réponse immunitaire & ce
niveau [54]. Ces cellules naives B et T peuvent se différencier en
cellules mémoires et effectrices. Les cellules dendritiques ne sont
pas présentes dans les BALT au repos mais y apparaissent en nom-
bre apres stimulation par exemple par du lipopolysaccharide. Des
immunoglobulines (surtout des IgA et IgM et peu d’IgG) ont été
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Figure 2-1 BALT: follicule lymphoide au contact de I'épithélium
bronchique (x 200). A: glandes annexes; B: BALT; C: épithélium
respiratoire ; D : lumiére bronchique.

Figure 2-2  Lymphocytes ponctuant |'épithélium bronchique (x 600).
Fleches noires longues : lymphocytes intraépithéliaux ; fleche noire
courte : film de mucus ; fleche creuse : cellules ciliées.

détectées par immunofluorescence sur les membranes cellulaires
de lymphocytes B isolés des BALT de lapin. Par contre, par les
mémes techniques, trés peu d'immunoglobulines intracytoplas-
miques ont été mises en évidence. Les plasmocytes capables de

synthétiser des Ig sont donc rares A ce niveau [5, 6]. Des lors, la
différenciation des lymphocytes B en plasmocytes doit s’effectuer
ailleurs. Aprés stimulation par I'antigéne, le chemin précis que
suivent les lymphocytes reste & définir. Un circuit local dans la
sous-muqueuse est une possibilité mais une grande partie des lym-
phocytes migrerait vers les ganglions hilaires ou d’autres structu-
res lymphoides systémiques [54].

Chez ’homme, les données sur les BALT sont plus limitées. Ce
tissu se développe surtout aprés la naissance et au fil de I'exposi-
tion aux antigeénes [8]. Une étude morphologique portant sur un
grand nombre de prélévements bronchiques n’a individualisé la
présence de BALT que chez 10 p. 100 de sujets sains non fumeurs
alors que ces agrégats lymphoides ont été observés chez plus de
80 p. 100 des fumeurs [53]. Le développement des BALT serait
donc facilité par I'exposition a des stimuli exogeénes (agents pol-
luants, microbes et antigenes).

Les principales fonctions des BALT sont les suivantes [52] :
a) captation des antigénes par le lympho-épithélium ; b) proces-
sing et présentation de I'antigene aux lymphocytes B et T par les
cellules présentatrices d’antigénes ; ¢) réservoir de cellules capa-
bles potentiellement de sécréter des IgA, IgG et IgE dans I'arbre
trachéobronchique ; d) migration de cellules porteuses d’Ig 4 leur
surface dans la lamina propria et sécrétion locale d’Ig pour les sur-
faces muqueuses. Ils jouent donc un role capital dans la genese
de la réponse immunitaire locale de l'arbre trachéobronchique.
Enfin, il est possible que les mastocytes tissulaires proviennent
des BALT [52].

Des études de migration ont montré que des cellules blastiques
provenant de ganglions lymphatiques mésentériques pourraient
coloniser avec des cellules potentiellement capables de sécré-
ter des IgA non seulement la lamina propria de I'intestin mais
aussi celle des bronches, du col utérin, des glandes mammaires
et des glandes salivaires [5, 43]. Le concept d’un systeme com-
mun d’'immunité des muqueuses par lequel une cellule dérivée
d’une muqueuse pourrait migrer vers un autre tissu muqueux est
donc vraisemblable. Par exemple, lorsqu’on immunise par voie
orale des souris avec un antigeéne de la ferritine, on retrouve des
plasmocytes contenant des IgA contre la ferritine non seulement
au niveau de la muqueuse intestinale mais aussi au niveau de la
muqueuse bronchique [72]. Ainsi, des cellules provenant des
GALT peuvent étre retrouvées au niveau des BALT. On pour-
rait donc théoriquement immuniser les différentes muqueuses
par voie orale [30]. Cette idée a déja été exploitée avec succes.
En effet, en administrant un vaccin oral & base d’Haemophilus
influenza tués A des bronchiteux chroniques colonisés par cette
bactérie, on diminue le nombre d’épisodes de bronchite aigué
chez ces patients [36]. Plus récemment, cette théorie a abouti au
développement de la vaccination sublinguale dans le cadre d’al-
lergies respiratoires [34].

Lymphocytes

Au niveau respiratoire, on trouve des lymphocytes T, des lym-
phocytes B et des cellules NK (natural killer) [53]). L’épithélium
de I'arbre trachéobronchique est riche en lymphocytes. Ce sont
essentiellement des lymphocytes présentant des caractéristiques
des cellules T mais dont 50 p. 100 sont thymus-indépendants. Ils
représenteraient un mécanisme de défense primitif [9]. Dans le
lavage broncho-alvéolaire (LBA) les lymphocytes prédominants
sont les lymphocytes T (rapport lymphocyte TB = 10, rapport
lymphocyte T/NK = 100) [54].



IMMUNOLOGIE DES VOIES AERIENNES DE CONDUCTION 19

Tableau 2-11 Types de lymphocytes T dans le tractus respiratoire. Types de lymphocytes T auxilaires (T-helper, Th) en fonction de marqueurs
phénotypiques, des mécanismes d'induction, ainsi que leurs fonctions et relevance clinique.

Type de cellule T Induction Fonction Relevance
D4 Thi Pathogénes — TLR Immunité cellulaire (macrophages) Infections virales, cancer
MHC-Il et IL-12 (CD40L)
Th2 Allergénes — GMCSF, PGE2, TSLP Immunité humorale (IgE, IgG1 ; éosinophiles, Asthme, allergie, PHS
MHC-II et absence IL-12 basophiles/mastocytes)
Th17 MHC-Il et ? Attraction des neutrophiles Auto-immunité ?
Tr1/Treg Antigenes inoffensifs Tolérance aux allergénes Asthme, cancer, auto-immunité
MHC-Il et IL-10
D8 Tcl MHC-l (et IL-12 ?) Immunité cytotoxique Infections virales, cancer (BPCO ?)
Tc2 MHC-I ? (Asthme, BPCO?)
CD4, CD8 ou -/- NKT CD1d (MHC-I like) Antigénes glycolipidiques (Asthme ?)
YT ? Antigénes natifs ou non peptidiques (phosphatés)  Infections, tolérance ?

LYMPHOCYTES T e Une des fonctions principales des lympho-
cytes T est didentifier les antigenes étrangers des antigénes du
soi. Cela leur permet d’enclencher la réponse immunitaire & bon
escient et d’éviter la destruction des structures normales : une dys-
fonction 4 ce niveau pourrait étre un des mécanismes  la base des
maladies auto-immunes. En se différenciant soit en lymphocytes
effecteurs, CD4+ (T4, helper ou auxiliaires) ou CD8+ (T8, cyto-
toxique), soit en lymphocytes régulateurs, ils peuvent stimuler la
réaction immunitaire ou la freiner : les lymphocytes Th facilitent
la production d’immunoglobulines (immunité humorale) tandis
que les lymphocytes T8 stimulent les réponses immunitaires cel-
lulaires (immunité antivirale, antitumorale), alors que les Treg
inhibent les réponses Th (tableau 2-1I).

On distinguait deux sous-populations de lymphocytes CD4
en fonction de leur fonction/profil cytokinique : les Thl (qui
sécretent 'TFN-y et le TNF-B) et les Th2 (qui sécretent IL-3,
IL-4, IL-5, IL-13), jusqu’a l'identification plus récente des Treg
(sous-populations Treg naturels : CD4+CD25+FoxP3+ et Trl :
CD4+ IL-10+) et des Th17 (IL-17, IL-22). La proportion rela-
tive de ces sous-populations au niveau du tractus respiratoire
pourrait étre déterminante sur le type final de réponse immu-
nitaire induite. Par exemple, on peut observer que les Th2 sont
prédominants dans l'arbre trachéobronchique des asthmatiques
[16], probablement en association & une représentation/fonction
déficitaire des Treg.

Le récepteur T pour 'antigene (TCR = récepteur des cellu-
les T) reconnait I'antigene en compagnie du complexe majeur
d’histocompatibilité. Le TCR est composé de deux chaines
d’hécérodimeres (0-B ou v-8) reliées entre elles par des ponts
disulfures. Le dimere o-B est une molécule d’un poids molécu-
laire de 80 4 90 kDa tandis que le dimere v-8 est un peu plus
petit: 70 & 80 kDa. Quatre-vingt-dix pour cent des TCR de
'appareil respiratoire sont des récepteurs alpha-béta (notam-
ment au niveau des BALT) [1, 2], les lymphocytes gamma-delta
se localisant essentiellement chez ’homme dans les organes lym-
phoides. Les cellules T porteuses des récepteurs y-§ peuvent étre
subdivisées en deux sous-populations différentes appelées V§ 1
et V& 2 suivant respectivement I'absence ou la présence d’un
pont disulfure entre les deux chaines [18]. Cest la sous-popula-
tion V3 2 qui est prédominante (70 p. 100) dans des conditions
basales [1]. Dans le modele intestinal, on observe une augmen-
tation de lymphocytes intra-épithéliaux porteurs des récepteurs

-8 lorsque I'épithélium est enflammé (par exemple dans la mala-
die cceliaque) [9]. Des cellules similaires sont aussi retrouvées
au niveau de I'épithélium respiratoire mais leur nombre et leur
fonction dans les maladies respiratoires restent controversés.
Des capacités cytotoxiques suggerent que ces cellules possedent
une fonction hybride entre les cellules précurseurs T cytotoxi-
ques ct les natural killer avec la production de certaines cytoki-
nes telles que l'interféron-y [9].

Des cellules T de mémoire apparaissent tant au niveau des voies
aériennes qu'au sein du parenchyme pulmonaire lors de la phase
résolutive de I'infection [34].

Le nombre de ces cellules « antigéne-spécifiques » diminue
au cours des 6 mois suivant I'infection mais un quota persiste a
Iétage bronchique au-dela de cette période et contribue vraisem-
blablement & une protection immunitaire spécifique. Deux sous-
groupes de ces cellules T de mémoire ont été clairement identifiés
et se distinguent tant par leur phénotype que leurs fonctions :
les cellules T de mémoire dites centrales (CB62L"/CCR7") car
localisées essentiellement dans les tissus lymphoides, et les cellules
T de mémoire dites effectrices (CD62L", CCR7") A topographie
tissulaire périphérique [34].

Les lymphocytes T NK représentent des cellules T particulieres
(<2 p. 100 des lymphocytes T des voies respiratoires), intermédiai-
res entre T classiques et NK naturelles. Les T NK sont soit CD4
soit CD8+ (petite population) ou CD4-CD8- (doubles négatives),
et expriment un répertoire de TCR trés restreint (appelé inva-
riant), le Vo24-Jo18 (Val4-Jol8 chez la souris) VB11. Ce TCR,
restreint 4 la molécule MHC-I-like CD1d des CPA, leur confere
la propriété unique de reconnaitre des antigenes glycolipidiques et
de produire rapidement le cas échant des cytokines Th1 et Th2. Le
r6le de ces lymphocytes T NK reste actuellement mal connu.

LYMPHOCYTES B e Les lymphocytes B sont les effecteurs de la
réponse immunitaire humorale. Ils reconnaissent 'antigéne grace
aux immunoglobulines situées a leurs surfaces et, a I'inverse des
lymphocytes T, leur activation est indépendante du complexe
majeur d’histocompatibilité. Ils produisent les cinq classes d’im-
munoglobulines (IgG, IgA, IgD, IgE, IgM). La région variable
des anticorps se lie 4 'antigene tandis que le fragment Fec trouve
des récepteurs sur un grand nombre de cellules immunitaires de
la lignée myéloide (monocytes/macrophages, neutrophiles et
éosinophiles).
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Le principal marqueur de surface des lymphocytes B pulmonai-
res est le CD19+/CD20+/CD10- [1]. Quarante 4 80 p. 100 des
lymphocytes des BALT sont des lymphocytes B hautement diffé-
renciés (mémoires) [S].

CELLULES NK o Les cellules NK naturelles sont retrouvées en petit
nombre au niveau du poumon et leurs fonctions doivent encore
etre précisées [54]. Elles ont un pouvoir de cytotoxicité envers
certaines tumeurs et les cellules infectées par des virus.

Polynucléaires neutrophiles (PMN)

Alors que les polynucléaires neutrophiles constituent la grande
majorité des leucocytes circulants, ils ne sont retrouvés qu’en
nombre réduit dans I'arbre trachéobronchique du sujet sain non
fumeur. Par contre, lors d’infection surtout microbienne, les
PMN peuvent affluer rapidement et massivement vers la lumiere
du tractus respiratoire [61, 63]. Le role important que les PMN
jouent dans la défense des bronches et du poumon est bien illus-
tré par la fréquence et la sévérité des infections respiratoires chez
les patients neutropéniques [51]. Une partie des mécanismes
impliqués dans le recrutement des PMN circulants ont été élu-
cidés. Plusieurs phases successives sont distinguées : tout d’abord
les PMN adherent a 'endothélium capillaire par U'intermédiaire
de molécules d’adhésion, ensuite ils traversent 'endothélium et
enfin ils migrent a travers 'épithélium. Ces processus de migra-
tion trans-endothéliale et trans-épithéliale sont liés 4 la sécrétion
de facteurs solubles chimiotactiques qui font migrer les cellules
suivant un gradient de concentration [62]. Parmi les facteurs
principaux, il faut retenir I'IL-8 et le leucotriene B4 [36] ainsi
que 'TL-17. Contrairement au compartiment alvéolaire li¢ 4 la
circulation pulmonaire, les voies aériennes dépendent du réseau
capillaire bronchique. C’est par ce réseau que circulent les leu-
cocytes retrouvés dans la paroi (lamina propria, épithélium) et
la lumiere bronchique [17]. Une importante différence entre
les systemes vasculaires pulmonaire et bronchique réside dans
le temps d’extravasation des PMN qui est nettement plus court
au niveau des capillaires pulmonaires. De plus, il n’est pas cer-
tain qu'il existe un « marginated pool » de PMN adhérents 4
I'endothélium bronchique comme cela a été bien démontré au
niveau pulmonaire. Cela explique sans doute une mobilisation
de PMN moins rapide et quantitativement moins importante
vers la lumiére bronchique que vers l'alvéole. Ces différences
de mobilisation s’intégrent dans I'ensemble des mécanismes de
défense de I'appareil respiratoire. En effet, 'arbre trachéobron-
chique dispose de moyens mécaniques tels que la toux et surtout
la clairance mucociliaire laissant aux PMN un réle de seconde
ligne. Par contre, les alvéoles étant dépourvues de ces défenses
mécaniques, on comprend micux la nécessité d’emblée d’un
recrutement rapide et important de neutrophiles en cas d'infec-
tion pulmonaire.

Les PMN stimulés produisent d’importantes quantités de
radicaux libres dont les propriétés bactéricides sont reconnues.
De plus, ils contiennent dans leurs granules intracytoplasmiques
une variété de puissants agents antibactériens (lysozyme, lac-
toferrine, protéases et peptides antibiotiques bactéricides). Les
radicaux libres et des enzymes protéolytiques neutrophiliques
(collagénase, élastase, protéinase-3, cathepsine-G) ont été impli-
qués dans les processus de dégradation des voies aériennes tels
qu’observés dans la BPCO ou la mucoviscidose, deux pathologies

associées & une augmentation du nombre de neutrophiles dans la
lumiére bronchique [58].

Eosinophiles

Les éosinophiles sont encore moins nombreux que les PMN dans
les voies aériennes saines. D’une manicre générale, ils sont impli-
qués dans les processus allergiques et dans la défense contre les
parasites. En pathologie respiratoire, ils jouent un role important
dans la pathogénie de I'asthme. Leur recrutement et leur activa-
tion est sous controle de facteurs de croissance tel le GM-CSF et
de cytokines (surtout IL-5) sécrétés par d’autres cellules notam-
ment les cellules épithéliales et les lymphocytes Th. Il existe donc
une collaboration étroite entre ces cellules au niveau des voies
aériennes de conduction. Comme les neutrophiles, les ¢osino-
philes contiennent une peroxydase qui catalyse la production de
radicaux libres et sécrétent une gamme de substances bioactives
cytotoxiques telles que la protéine basique majeure et la protéine
cationique ¢osinophile. Ces protéines sont capables in vitro de
détruire I'épithélium respiratoire. D’autre part, les éosinophiles
constituent d’importants réservoirs de plaguette activating fac-
tor et de leucotri¢ne C4, deux substances pro-inflammatoires et
bronchoconstrictives.

Les éosinophiles jouent un réle essentiel dans I'asthme et plus
spécifiquement dans la réponse asthmatique tardive ot ils contri-
buent & perpétrer 'inflammation [12]. Ces éosinophiles et leurs
produits cytotoxiques (eosinophil cationic protein, major basic
protein, eosinophil peroxidase) sont retrouvés dans les parois et la
lumiére bronchiques de méme que dans les expectorations sur-
tout chez les patients non traités par corticoides inhalés. Les éosi-
nophiles se distinguent des autres leucocytes par des récepteurs de
surface (R) de cytokines (IL-3R, IL-SR, GMCSF), de chimiokines
(CCRI et CCR3), d'immunglobulines G (FeyRII) et A (FcoRI)
du complément (C3aR, CD88 et CD35) et de molécules d’ad-
hésion (very late antigen 4 et o4p7 integrine), ce qui explique la
sélectivité de leur recrutement tissulaire et de leur activation.

Mastocytes

Les mastocytes sont présents dans le parenchyme pulmonaire
normal et dans les voies aériennes de conduction mais leur fonc-
tion, outre leur role bien documenté dans les réactions allergiques
et dans I'asthme, reste obscure. Récemment, on a documenté des
interactions entre les mastocytes et le systéme nerveux central et
périphérique [19, 40]. Au niveau de Iépithélium bronchique et
intestinal, elles moduleraient quelques phénomenes locaux tels
que la sécrétion de chlorure par la cellule épithéliale [10]. De
ce point de vue, le mastocyte et la cellule nerveuse sont & consi-
dérer comme une unité capable de réguler '’homéostasie locale.
L’implication de cette entité dans le maintien de I'intégrité des
membranes ou d’autres structures 4 'état normal ou pathologique
reste  déterminer. Les mastocytes peuvent libérer un grand nom-
bre de médiateurs : histamine, sérotonine, protéases et cytokines
telles quele TNF, IL-1, IL-6 et le TGF. Ces derniers sont d’ impor-
tants régulateurs de la fonction des fibroblastes. Certains auteurs
ont démontré que les mastocytes de souris étaient capables de syn-
thétiser des composants de la membrane basale suggérant qu’ils
pourraient étre impliqués dans les processus de réparation et de
fibrose [69]. Les médiateurs vasoactifs, quant a eux, pourraient



