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Avant-Propos 
 

Au cours de mon cursus universitaire, je me suis dirigée rapidement vers la thématique 

« Santé » en effectuant une première année en faculté de médecine. Je me suis orientée vers un master 

1 « sciences biologiques et médicales » à l’Université de Nantes dans le but de me rapprocher du 

domaine biochimie et biologie moléculaire lié à la santé humaine. J’ai poursuivi mon cursus en master 

2 « sciences biologiques et médicales » spécialité « biologie, biotechnologie et recherche 

thérapeutique » en parallèle duquel j’ai acquis une double compétence par un « diplôme d’inter-

universitaire (DIU) de formation aux attachés de recherche clinique (FARC) ». Dans le cadre de ce 

master, j’ai réalisé un stage à l’Institut du Thorax UMR1087, sous la direction du professeur Antoine 

Magnan au sein de l’équipe ATIP-AVENIR « pathologies bronchiques et allergies ». Cette équipe 

comporte deux axes majeurs de recherche, comprenant, d’une part, l’étude des mécanismes de 

l’allergie, avec le développement d’un modèle murin et de cohortes de patients asthmatiques. D’autre 

part, elle s’intéresse au rejet chronique du transplanté pulmonaire, plus particulièrement aux 

mécanismes et à l’identification de biomarqueurs de ce rejet.  

Les travaux précédents de l’équipe, menés de façon transversale, ont contribué à la mise en 

évidence de populations lymphocytaires qui sembleraient jouer un rôle important dans la tolérance du 

greffon. Dans le but de vérifier ces résultats, une cohorte européenne de transplantés pulmonaires a été 

mise en place depuis septembre 2009 et est coordonnée par Antoine Magnan. L’objectif de cette 

cohorte COLT (COhort in Lung Transplantation) de 1000 patients nouvellement transplantés 

pulmonaires est de rechercher de nouveaux biomarqueurs spécifiques et prédictifs de la dysfonction 

chronique du greffon (CLAD). Cette cohorte est la seule qui suit les patients de façon longitudinale, 

sur 5 ans, avec la réalisation de prélèvements sanguins et in situ (expectoration induite, lavage 

broncho-alvéolaire, condensat de l’air exhalé et biopsies trans-bronchiques).  

C’est dans cette thématique que s’est effectué mon stage de Master 2 où j’ai participé à la 

logistique des échantillons biologiques ainsi qu’à la réalisation du protocole scientifique concernant la 

recherche de facteurs prédictifs du CLAD. Dans la continuité de ce dernier, j’ai poursuivi en thèse sur 

un nouveau sujet sur lequel aucune étude fondamentale n’avait été développée. Mon projet de thèse a 

porté sur l’identification d’un nouveau biomarqueur du CLAD, à partir d’un modèle in vitro, jusqu’à 

la validation chez des patients transplantés pulmonaires. Les objectifs de mon projet ont consisté à: 

 

- La mise en place d’un modèle expérimental in vitro, permettant de tester l’influence des 

cellules immunitaires allogéniques sur le profil des cellules épithéliales bronchiques (CEB), 

par l’utilisation de deux lignées cellulaires bronchiques. A partir de ces lignées, j’ai pu établir 

les conditions expérimentales du modèle et mettre au point les techniques d’investigation 

nécessaires à l’étude de ce modèle. 
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- L’application de ce modèle sur des CEB primaires, dans le but de tester si le contexte 

allogénique pouvait contribuer à la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et aboutir au 

remodelage bronchique. 

- L’identification et la validation de potentiels biomarqueurs prédicitifs de la BO, grâce à 

l’utilisation des prélèvements et des données de la cohorte COLT. 

 

Ce manuscrit de thèse est articulé autour d’une introduction générale, suivie de la présentation 

des résultats et d’une discussion générale présentant les perspectives. 

 

L’introduction générale présente le système immunitaire inné et adaptatif avec ses principaux 

acteurs, ainsi que la réaction immunitaire spécifique du contexte de transplantation. Une seconde 

partie s’attache plus particulièrement à décrire le rejet chronique de la transplantation pulmonaire. 

Enfin, une troisième partie présente une description du mécanisme de la TEM ainsi que son 

implication dans le développement du CLAD.  

 

Les résultats divisés en deux parties, présentent tout d’abord les mises au point du modèle in vitro 

à l’aide de différentes lignées cellulaires bronchiques. Ce travail a été réalisé en collaboration avec 

Philippe Aubert et Bernard Lardeux (UMR 913, Nantes, Neuropathie du système nerveux entérique et 

pathologies digestives). 

Nous avons transposé ce modèle sur des cellules épithéliales bronchiques (CEB) issues de 

donneur sain, afin d’étudier l’influence du contexte allogénique sur le profil de ces cellules et plus 

spécifiquement son rôle dans l’induction de la transition épithélio-mésenchymateuse. 

 

Pour terminer la partie conclusion de ce travail présente une discussion des résultats obtenus ainsi 

que les perspectives de ces travaux. 

 



 Introduction   

	
  

 Page 1 
	
  

I- Introduction 
  

I.1- Immunologie de la transplantation pulmonaire 
 

I.1.1 Généralités de la transplantation pulmonaire 

 

La transplantation pulmonaire est la seule option thérapeutique pour les patients en phase 

terminale d’insuffisance respiratoire, souffrant de pathologies pulmonaires telles les fibroses 

pulmonaires, la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO), l’hypertension artérielle 

pulmonaire (HTAP), les dilatations des bronches diffuses et la mucoviscidose. 

La première greffe expérimentale de poumon chez l’humain a été réalisée en 1963, par l’équipe 

du Pr James Hardy (Mississipi, Etats Unis) (HARDY et al., 1963). Même si cette tentative se solda par 

un échec, elle démontre la faisabilité chirurgicale de la transplantation pulmonaire. La découverte de la 

ciclosporine dans les années soixante-dix et l’ amélioration des techniques chirurgicales ont contribué 

au premier succès à long terme de la transplantation cardio-pulmonaire réalisée en 1981 par le Dr 

Bruce Reitz (Reitz et al., 1981). Suite à cette avancée, d’autres transplantations ont été réalisées avec 

succès par l’équipe de Joel Cooper (Toronto) : la première greffe monopulmonaire (1983) et quelques 

années plus tard, la greffe bipulmonaire (Cooper et al., 1987). Grâce au progrès des techniques 

chirurgicales, la préservation des organes ainsi que l’amélioration du régime immunosuppresseur, plus 

de 32 000 procédures ont pu être réalisées dans le monde (Christie et al., 2010a).  

En France, l’activité de greffe pulmonaire est en augmentation (664 greffes en 2012 contre 389 

en 2005) (Agence de Biomédecine, 2014). Cependant, le nombre de nouveaux inscrits sur la liste 

d’attente pour une greffe cardio-pulmonaire augmente lui aussi (23 en 2012 contre 20 en 2011) 

comme celui des nouveaux inscrits pour une greffe pulmonaire (335 en 2012 contre 323 en 2011).  

La médiane d’attente avant une greffe cardio-pulmonaire est de 7,7 mois en 2012 contre 10,8 

mois en 2006 (Agence de Biomédecine, 2014). Le taux d’incidence de décès sur liste d’attente avant 

greffe cardio-pulmonaire (14,2%) et pulmonaire (12,1%) est en constante diminution. Ces diminutions 

sont probablement liées à la mise en place de liste de super-urgences et à l’amélioration des 

traitements médicaux avant greffe. La diminution de la pénurie d’organes contribue à ce phénomène 

principalement due à l’élargissement des critères d’acceptabilité du greffon, à l’efficacité des 

techniques de prélèvements cardio-pulmonaires, et maintenant au développement de la réhabilitation 

des greffons ex-vivo (Agence de Biomédecine, 2014). 
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Le taux de survie à court et moyen terme après une greffe pulmonaire se rapproche aujourd’hui 

de 80 %. Par contre, la survie à long terme reste inférieure à celle observée dans les autres 

transplantations d’organes solides. En effet, la médiane de survie des transplantés pulmonaires est de 5 

ans (Figure 1) (Christie et al., 2010a), principalement en raison de la dysfonction chronique du greffon 

encore appelée CLAD (chronic lung allograft dysfunction). Malgré les améliorations des techniques 

chirurgicales et de prise en charge des patients, il n’existe aucun traitement curatif du CLAD (Todd 

and Palmer, 2011). L’unique solution pour ces patients est une nouvelle transplantation. Ceci justifie 

la nécessité de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le développement du CLAD afin 

d’identifier des marqueurs précoces de la pathologie et de développer des traitements préventifs et 

curatifs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1: Courbes de survie après transplantation pulmonaire.  
Courbe de Kaplan-Meier selon le type de transplantation pulmonaire chez l'adulte effectuée de Janvier 
1994 à Juin 2008. Les transplantations monopulmonaires, bipulmonaires et l’ensemble de ces deux 
types de greffe sont présentées séparément. La demi-vie de la greffe et la demi-vie conditionnelle 
(temps de survie de 50% pour les receveurs vivants 1 an post-transplantation) sont présentées pour 
chaque type de greffe (Christie et al., 2010a). 
 

Afin de mieux comprendre les mécanismes du CLAD, il est important que rappeler que 

l’implantation d’un poumon provenant d’un individu à un autre individu d’une même espèce provoque 

une réponse immunitaire allogènique rapide et intense de rejet. Dans un premier temps, je décrirai le 

système immunitaire et ses différentes composantes afin de mieux comprendre son implication au 

cours de la transplantation pulmonaire. 
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I.1.2- Rappel sur le système immunitaire 

 

L’immunité désigne les mécanismes de défense utilisés par un organisme vivant contre les 

agents étrangers, notamment infectieux, susceptibles de menacer son bon fonctionnement ou sa survie. 

La reconnaissance d’une structure, moléculaire ou cellulaire, comme étrangère conduit à sa 

neutralisation et à son élimination par le déclenchement d’une réponse immunitaire. Le système 

immunitaire est constitué d’un ensemble complexe d’organes individualisés et de tissus entre lesquels 

circulent, de façon constante, des cellules immunocompétentes. L’organisme dispose de deux 

systèmes de défense : l’immunité innée et l’immunité adaptative. 

 

I.1.2.1- L’immunité innée 

 

L’immunité innée, encore appelée naturelle correspond à une réponse d’action immédiate, non 

spécifique de l’agent pathogène. Elle repose sur une distinction globale du soi et du non-soi par la 

reconnaissance via les « pattern recognition receptors » (PRR) de motifs moléculaires associés aux 

pathogènes (Pathogen associated molecular patterns ou PAMP) (Janeway, 1989). En fonction de leur 

mode d’action, l’activation des PRR déclenche une réponse inflammatoire par l’intermédiaire de 

mécanismes humoraux (voie du complément, cytokines, protéines de la phase aiguë de 

l’inflammation) et la neutralisation d’agents pathogènes. Ils peuvent faire intervenir des mécanismes 

cellulaires tels que la phagocytose par leur activation à la membrane des macrophages. Les PRR les 

plus décrits sont les « Toll like receptors » (TLR). Il existe les TLR extracellulaires (TLR1, 2, 4, 5 et 

6) qui reconnaissent les PAMP extracellulaires et les TLR endosomaux (TLR3, 7, 8 et 9) qui 

reconnaissent les PAMP intracellulaires. La reconnaissance d’un PAMP par les TLR, comme celle du 

lipopolysaccharide (LPS) par le TLR4, induit un signal aboutissant à une activité effectrice immédiate 

de la cellule.  

Toutefois, la capacité à identifier le « non-soi infectieux» n’explique pas tout. Matzinger et 

coll. ont proposé une hypothèse fondée sur la notion de danger (Matzinger, 2002). Lors d’un processus 

infectieux ou, plus largement pathologique, les cellules lésées engendrent des signaux de danger. Les 

PRR sont capables de détecter ces signaux de danger endogènes. En 2005, ces signaux sont nommés 

« alarmines » encore appelés DAMP (damage associated molecular pattern molecules) (Oppenheim 

and Yang, 2005). Leur classification n’est pas encore définie, mais certains considèrent les alarmines 

comme étant des signaux d’origine aseptique (contrairement aux PAMP, d’origine septique). Les 

alarmines permettent le recrutement de cellules immunitaires exprimant les PRR, notamment des 

cellules dendritiques (DC), et favorisent ainsi indirectement la réponse immunitaire adaptative. Elles 

participent au retour de l’homéostasie en promouvant la reconstruction du tissu lésé (Bianchi and 
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Manfredi, 2007). La protéine HMGB1 (High mobility group box-1) est l’alarmine la plus étudiée pour 

son rôle dans la signalisation immunitaire (Bianchi and Manfredi, 2007; Willingham et al., 2009) et 

plus particulièrement son interaction avec TLR2 et TLR4 (Park et al., 2004, 2006). D’autres alarmines 

sont décrites, comme la famille des protéines S100 (D’Ambrosio et al., 2003) et les protéines de choc 

thermique HSP (Heat shock protein) (Bianchi and Manfredi, 2007; Tsan and Gao, 2009). Certaines 

cytokines comme l’interleukine (IL)-1α et l’IL-33 sont également considérées comme des alarmines 

(Moussion et al., 2008; Werman et al., 2004). 

 

I.1.2.1.1 Les polynucléaires 

 

Les polynucléaires neutrophiles sont les plus abondants dans le sang. Ils ont pour rôle 

principal d’éliminer les agents pathogènes par phagocytose. Ces cellules sont recrutées sur le site de 

l’inflammation en réponse à des facteurs chimiotactiques et à la surexpression de molécules 

d’adhérence vasculaire. Les polynucléaires éosinophiles sont également recrutés sur le site 

inflammatoire. Ils sont efficaces pour l’inactivation des parasites extracellulaires en dégranulant les 

contenues des vésicules préformées sur le parasite. Enfin, les polynucléaires basophiles sont impliqués 

dans la sécrétion de l’histamine au cours de la réaction allergique. 

 

I.1.2.1.2 Les cellules NK 

	
  

Les cellules natural killer (NK) sont des cellules cytotoxiques présentes dans le sang circulant 

et infiltrant rapidement les sites inflammatoires. Elles sont capables de détruire directement certaines 

cellules tumorales ou infectées par des virus ou autres micro-organismes. Elles ont un rôle important 

dans la défense infectieuse, notamment anti-virale. Leur activité cytotoxique est basée sur leur 

capacité à décharger sur les cellules cibles le contenu de granules intracytoplasmiques préformées.  

 

I.1.2.1.3 Les cellules présentatrices d’antigènes 

 

Il existe trois types de cellules capables de présenter l’antigène : les monocytes/macrophages, 

les DC et les lymphocytes B (LB). Les macrophages exercent diverses fonctions au cours de la 

réponse immunitaire innée mais aussi au cours de la réponse adaptative. L’une de leurs fonctions est 

d’ingérer et tuer les micro-organismes. Ils peuvent également éliminer les pathogènes ainsi que les 

cellules qui ont servi de cibles à la réponse immunitaire adaptative. Ils contribuent à l’inflammation et 
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à l’élimination des cellules mortes et autres débris cellulaires. Les DC sont des cellules présentatrices 

d’antigènes (CPA) professionnelles, spécialisées dans la présentation des antigènes aux lymphocytes 

et dans le déclenchement de la réponse immunitaire adaptative. Elles forment un lien crucial entre les 

deux réponses du système immunitaire. Outre la production d’anticorps, les LB sont également 

capables de présenter les antigènes et seront détaillés dans un paragraphe ultérieur. 

 

I.1.2.2 L’immunité adaptative 

 

L’immunité adaptative ou acquise est une réponse spécifique de l’antigène identifié comme 

étranger à notre organisme, encore appelé antigène du « non-soi ». La réponse adaptative est limitée 

dans le temps, jusqu’à éradication de l’agresseur. Sa principale caractéristique est de créer la mémoire 

immunitaire lorsque l’organisme développe une réponse primaire au cours d’un premier contact 

antigénique. Ceci permettra lors d’un nouveau contact avec cet antigène de développer une réponse 

secondaire, plus rapide, plus intense et plus efficace que la réponse primaire.  

 

I.1.2.2.1 Les lymphocytes T 

 

Les lymphocytes T (LT) expriment le TCR (T cell receptor), appartenant à la super-famille 

des immunoglobulines (Ig). Le TCR des LT matures est associé à des co-récepteurs tels que le cluster 

de différenciation (CD) 4 ou le CD8, permettant de distinguer deux populations : les LT CD4+ et les 

LT CD8+. Les LT reconnaissent les épitopes sous forme de peptides présentés par des molécules du 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). 

 

a) Présentation antigénique et activation des LT 

 

L’histocompatibilité est une notion introduite par Snell et Gorer en 1930. Ces derniers ont 

proposé l’existence de molécules provoquant un rejet de greffe par un organisme receveur de même 

espèce génétiquement distincte (allogreffe). La reconnaissance allogénique correspond à la réaction 

des cellules immunitaires du receveur avec les antigènes du donneur. Les principales cibles des 

cellules immunitaires du receveur contre le greffon sont les molécules de CMH encore appelées 

système HLA (Human Leucocyte Antigen) chez l’homme. Il désigne un ensemble de gènes, pour 

certains très polymorphes, qui ont une place centrale dans le système immunitaire adaptatif (Germain, 
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1994). Leur polymorphisme est tel qu’il est extrêmement rare que deux individus non apparentés 

possèdent les mêmes formes alléliques de ces molécules HLA. L’incompatibilité HLA représente donc 

une barrière significative pour le succès d’une transplantation. La reconnaissance de ces molécules de 

CMH du donneur est le premier événement à l’origine du rejet de greffe dont les LT du receveur sont 

les principaux effecteurs (Game and Lechler, 2002; Hernandez-Fuentes et al., 1999; Sherman and 

Chattopadhyay, 1993).  

Les molécules de CMH peuvent être de classe I ou II et permettent la présentation d’antigène 

de sources différentes. Les molécules de CMH de classe I sont des glycoprotéines composées d’une 

chaîne α polymorphe à trois domaines, associée de façon non covalente à la β2-microglobuline. Les 

molécules de CMH de classe I sont exprimées de manière constitutive à la surface de toutes cellules 

nucléées et sont conçues pour présenter les protéines endogènes cytosoliques et les protéines 

étrangères provenant d’agents infectieux d’origine virale ou bactérienne. Les cellules exprimant le 

plus de molécules de CMH I sont les LT, les DC, les macrophages, les cellules épithéliales et 

endothéliales. Leur niveau d’expression peut être augmenté par l’interféron γ (IFN). Les molécules de 

CMH I sont reconnues par le TCR des LT CD8+ assurant un mécanisme de surveillance dans le but de 

cibler les cellules infectées en vue de leur destruction (Figure 2). 

Cependant, il existe un autre processus qui permet naturellement aux CPA de présenter des 

antigènes d’origine extracellulaire sur les molécules de CMH I (Carbone and Bevan, 1990). Ce 

processus est appelé présentation croisée (Figure 2). La présentation croisée concerne non seulement 

les antigènes de cellules ou de tissus greffés, mais aussi les antigènes bactériens, viraux ou tumoraux. 

Il a été démontré in vitro que les monocytes et les DC sont capables de présenter les peptides dérivés 

d’antigènes exogènes sur les molécules de CMH I (Norbury et al., 1997), et récemment il a été 

démontré que les LB peuvent également réaliser ce type de présentation (Heit et al., 2004; Tobian et 

al., 2005). Cependant des études in vivo démontrent que les DC sont les plus efficaces dans ce 

processus (Jung et al., 2002). 

Les molécules CMH de classe II permettent la présentation d’antigènes exogènes, 

membranaires et endogènes. Ces molécules de classe II sont formées par l’assemblage de deux chaines 

polymorphes α et β, ayant chacune un domaine transmembranaire. Elles sont exprimées 

principalement par les CPA professionnelles (DC, macrophages, LB) et les cellules épithéliales 

thymiques. Dans les autres cellules, leur expression peut être induite par l’IFNα, β ou γ. Ces molécules 

de classe II sont reconnues par les LT CD4+ et permettent de déclencher une réponse immune (Figure 

2). 
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Figure 2: Les différentes présentations antigéniques.  
Les CPA présentent des peptides aux LT CD4+ par les molécules du CMH de classe II. Elles 
présentent également des peptides aux LT CD8+ par les molécules de CMH de classe I. Les CPA ont 
la possibilité de présenter les peptides exogènes aux LT CD8+ par des molécules de CMH I lors de la 
présentation croisée. 
 

 Même si le rôle des antigènes du CMH est primordial, le rejet peut survenir après une 

transplantation entre deux individus avec des CMH identiques. Son origine provient alors du 

polymorphisme propre à chaque individu et se traduit par des peptides différents présentés aux LT par 

les molécules de CMH (Rötzschke et al., 1990; Wallny and Rammensee, 1990). Des molécules du 

CMH de classe I et II lient et présentent une sélection de peptides dérivés de protéines produites dans 

la cellule, et si les polymorphismes de ces protéines signifient que des peptides différents sont produits 

chez différents membres d’une espèce, ceux-ci peuvent être reconnus comme antigènes mineurs 

d’histocompatibilité. Le plus souvent de nature peptidique, ces complexes mineurs 

d’histocompatibilité peuvent également provenir de glycoprotéines membranaires, mais aussi de 

protéines intracellulaires, telles que des facteurs de transcription ou la myosine. Les réponses à ces 

antigènes sont bien moins fortes que les réponses à des différences de CMH, car la fréquence des LT 

qui les reconnaissent est beaucoup plus faible, toutefois elle est analogue à une réponse contre les 

infections virales. Cependant, si la réponse antivirale élimine les cellules infectées, dans le cas des 

cellules d’un greffon exprimant des antigènes mineurs d’histocompatibilité, c’est le greffon entier qui 

est détruit par cette réaction. Lors d’une transplantation, il y a une quasi-certitude d’incompatibilité 

entre deux individus en raison de ces antigènes mineurs d’histocompatibilité.  

 Une autre contrainte liée au système immunitaire est le système ABO qui est composé par des 

oligosaccharides présents à la surface de différents types cellulaires et notamment par les érythrocytes 
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et par l’endothélium vasculaire. Lors de la greffe d’organe solide d’un donneur de groupe A et/ou B 

chez un receveur O, l’endothélium du greffon sera la cible des anticorps entrainant un rejet hyperaigu 

(Chopek et al., 1987). La contrainte ABO-rhésus étant toujours respectée (identité ou compatibilité 

donneur-receveur) dans le cas de la transplantation pulmonaire, elle ne participe pas à l’alloréactivité. 

 

c) Initiation de la réponse alloimmune 

 

Les LT naïfs peuvent être activés dans les organes lymphoïdes secondaires (amygdales, rate, 

ganglions lymphatiques, plaque de Peyer de l’intestin) suite à la rencontre avec une CPA. En 1970, 

Bretscher et Cohn proposent un modèle d’activation des LT par plusieurs signaux (Bretscher and 

Cohn, 1970). Lors de la transplantation d’organe, l’activation des LT requiert la reconnaissance de 

l’antigène par liaison du CMH avec le TCR des LT (Figure 3). Cette liaison permet de générer le 

signal 1. Ensuite d’autres molécules complémentaires exprimées sur les CPA et les LT s’associent. En 

effet, le signal 2 plus communément appelé « co-stimulation » traduit l’interaction entre le CD28 des 

LT et les CD80/CD86 situés à la surface membranaire des CPA (Sayegh and Turka, 1998). Enfin, un 

troisième signal est induit pour terminer l’activation des LT. Ce signal 3 provient de l’induction de 

cytokines stimulatrices (principalement de l’IL-2) de façon paracrine et autocrine. L’IL-2 se fixe avec 

une forte affinité sur les sous-unités de son récepteur localisé à la surface cellulaire des LT, telles que 

la sous unité α (CD25), β (CD122) et γ (CD132). Une des premières étapes de l’activation des LT est 

l’augmentation de l’expression du de l’IL-2 récepteur (CD25), rendant les LT répondeurs à l’IL-2. 
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Figure 3: Les différents signaux d’activation du lymphocyte T. 
Inspiré de Kahan et al, Nature reviews immunology, 2003 (3) :831-838). L’activation des LT 
s’effectue par trois signaux. Le premier signal correspond à la liaison de la molécule de CMH des 
CPA avec le TCR du LT. Le second signal, appelé signal de co-stimulation est réalisé par l’interaction 
du CD28 du LT avec les molécules CD80/CD86 situées à la membrane des CPA. Enfin, le troisième 
signal se traduit par la sécrétion paracrine et autocrine de l’IL-2 associée à une augmentation de 
l’expression du récepteur à l’IL-2 (IL-2R). 
	
  

d) La polarisation des LT 

 

L’activation des LT est caractérisée par une expansion clonale et une différenciation des LT 

spécifiques des alloantigènes rencontrés en LT effecteurs (Kaech et al., 2002; Lanzavecchia and 

Sallusto, 2002). Après leur activation, ils reçoivent d’autres signaux et sous certaines conditions 

environnementales, se différencient, avec une signature cytokinique et des fonctions spécifiques. Ces 

LT activés peuvent se différencier en cellules mémoires, qui sont responsables de l’immunité de 

longue durée. Ces cellules pourront se différencier facilement en cellules effectrices lors d’une 

seconde rencontre avec l’antigène spécifique. 
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Les LT CD8+  

 

Les LT CD8+ sont dits cytotoxiques et peuvent être divisés en sous types en fonction de leur 

production de cytokines, dont Tc1 et Tc2 sont les plus décrits. Les LT CD8+ ont une activité 

cytolytique et éliminent les cellules étrangères ainsi que les cellules infectées par un virus ou un 

parasite intracellulaire. La lyse cellulaire médiée par ces cellules est produite par le relâchement de 

substances cytotoxiques contenues dans des granules. Ces substances incluent la perforine, qui perfore 

la membrane des cellules cibles, et le granzyme B, qui induit l’apoptose de la cellule cible. Les LT 

CD8+ peuvent aussi détruire les cellules cibles par l’interaction spécifique FAS/FAS ligand en 

induisant l’apoptose. 

 

Les LT CD4+ 

 

Les LT CD4+ jouent un rôle primordial dans l’organisation de la réponse immunitaire. Ils 

agissent sur la prolifération et la régulation de nombreuses autres cellules du système immunitaire par 

l’intermédiaire de facteurs solubles qu’ils libèrent. Les LT CD4+ se différencient en LT auxiliaires 

(helper) : Th1, Th2 et Th17 ou en LT régulateurs distingués par leur profil cytokinique, et leurs 

différents marqueurs de surface. 

 

Les LT Th1 

 

Les LT Th1 sont impliqués dans la réponse immunitaire contre les cellules infectées par les 

pathogènes intracellulaires, d’origine virale ou bactérienne. Ils sont caractérisés par la sécrétion 

d’IFNγ, de l’IL-2, de l’IL-3, des lymphotoxines, du « tumor necrosis factor » (TNF) β ainsi que par 

l’expression du facteur de transcription T-bet. L’IFNγ peut induire la sécrétion d’IL-2 et inhiber la 

sécrétion d’IL-10 (Farrar and Schreiber, 1993; Fiorentino et al., 1991; Thierfelder et al., 1996). La 

présence d’IL-2 induit la différenciation des LT CD4+ en LT Th1. Ils interagissent préférentiellement 

avec les macrophages et les cellules NK (Figure 4). 

 

Les LT Th2 

 

Les  LT CD4+ Th2 sont principalement dirigées vers l’élimination des pathogènes 

extracellulaires et des parasites. Ils vont principalement sécréter IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 (chez la 
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souris), IL-13 ainsi que le TGF-β, et sont caractérisés par l’expression du facteur de transcription 

GATA3. Cette voie induit, également, l’expansion clonale des LB activés et la production d’anticorps 

dirigés contre les alloantigènes.  

 

Les LT Th17 

 

Une nouvelle population de LT CD4+ auxiliaires sécrétant les cytokines IL-17A et IL-17F, 

caractérisée par l’expression spécifique du factor de transcription ROR gamma t (RORγt), a été définie 

comme une sous population distincte des Th1 et Th2, appelées Th17. Cette population est caractérisée 

par la sécrétion d’IL-17, puissante cytokine pro-inflammatoire agissant sur les cellules épithéliales, 

endothéliales, stromales et monocytaires en induisant la sécrétion de médiateurs inflammatoires 

comme CXCL8 (IL-8), CXCL1, TNF-α et des facteurs de croissance (Kolls and Lindén, 2004). Ces 

effets contribuent à l'amplification des réponses inflammatoires par l'attraction des cellules 

immunitaires notamment des granulocytes (éosinophiles, neutrophiles) sur le site de l'inflammation. 

Les Th17 ont un rôle physiologique dans la protection des muqueuses, et ont été 

principalement identifiés dans les intestins, la peau et les poumons. Les Th17 ont un rôle prépondérant 

au niveau pulmonaire, en assurant un rôle anti-bactérien et anti-fongique mais peuvent aussi être 

pathogènes dans certaines maladies bronchiques comme la BPCO, ou l'asthme allergique (Doe et al., 

2010). Les LT CD4+ naïves peuvent se différencier en population Th17 sous l’instruction de signaux 

spécifiques. Chez l’homme l'action conjointe d'IL-1β, IL-6/IL-23 ou d'IL-23 seule permet la 

différenciation de LT naïfs en Th17. Néanmoins, certaines études montrent que le TGF-β aide à la 

différenciation en Th17 de manière indirecte en inhibant la différenciation Th1 au profit des Th17 

(Bettelli et al., 2006; Maddur et al., 2012; Mangan et al., 2006; Veldhoen et al., 2006) (Figure 4). 

 

Les LT régulateurs 

 

Les LT régulateurs sont spécialisés dans la suppression de l’activation du système immunitaire 

aboutissant à l’homéostasie et à la tolérance (Bluestone and Abbas, 2003; Sakaguchi, 2004). Des 

études démontrent que l’inhibition de la prolifération des LT s’effectue par un contact physique entre 

les cellules (Bluestone and Abbas, 2003; Shevach, 2002; Toda and Piccirillo, 2006). D’autres études 

suggèrent que la régulation s’effectue par la sécrétion d’IL-10 et/ou de TGF-β (Annacker et al., 2001; 

Bickerstaff et al., 2000; Bluestone and Abbas, 2003; Hara et al., 2001; Kingsley et al., 2002; Kitani et 

al., 2003; Maloy et al., 2003). Il est fortement suggéré que ces deux modes d’actions agissent de façon 

concomitante durant la réponse immune (Annacker et al., 2001; Bickerstaff et al., 2000; Bluestone and 

Abbas, 2003; Hara et al., 2001; Kingsley et al., 2002; Kitani et al., 2003; Maloy et al., 2003). 



 Introduction   

	
  

 Page 12 
	
  

L’identification des LT régulateurs est basée sur l’expression d’antigènes de surface (CD4+, CD25+, 

CD127+) ainsi que sur l’expression du facteur de transcription Foxp3.  

On distingue les LT régulateurs naturels, issus du thymus qui expriment très fortement le 

marqueur CD45RA et le CCR7 (Valmori et al., 2005) et les LT régulateurs mémoires Tr1 issus de 

cellules naïves qui sont induites en périphérie par une stimulation CMH/Peptide. Ces derniers 

produisent de l’IL-10, de l’IL-5 et de l’IFNγ. Les LT régulateurs ont été largement étudiés en 

transplantation d’organes et représentent à eux seuls une voie thérapeutique majeure (Figure 4). 

 

I.1.2.2.2 Les lymphocytes B 

 

 Les LB constituent une population hétérogène de cellules dérivées de la moelle osseuse. Ils 

peuvent reconnaître des épitopes dans leur forme native par la liaison d’un antigène au récepteur 

présent à sa surface appelé BCR (B cell receptor). L’internalisation du complexe BCR/antigène aboutit 

à la dégradation de l’antigène. Les fragments peptidiques obtenus seront associés à des molécules du 

CMH II, conférant au LB le statut de CPA. Des signaux de co-stimulation sont indispensables à une 

activation totale du LB (CD19, CD21 et CD81) contribuant à l’amplification du signal. D'autres types 

d'antigènes, comme le LPS, induisent l'activation des LB en liant plusieurs récepteurs sur la même 

cellule.  

Une fois activés, les LB reçoivent des signaux de prolifération via l’interaction entre le 

CD40L présent à la surface des LT Th2 et le CD40 présent à la surface des LB. Ces derniers sont 

activés et se divisent rapidement pour se différencier en plasmocytes, cellules productrices d'anticorps. 

Ces plasmocytes sont la forme effectrice du LB, produisant la forme sécrétée du BCR et qui a une 

spécificité antigénique identique. Les anticorps sont des immunoglobulines (Ig), pouvant être de 

surface ou membranaire et jouant le rôle de médiateur de l’immunité humorale. Ils ont la propriété de 

se lier spécifiquement à l’antigène, entraînant ainsi trois effets complémentaires : la neutralisation, 

l’opsonisation et l’activation du complément. Il existe plusieurs classes d’Ig. Les IgM sont les 

premières Ig présentes à la surface des LB lors de l’expression du BCR et sont les premiers anticorps 

circulants exprimés par les plasmocytes suite à une primo-infection par un agent pathogène. Ils jouent 

un rôle efficace dans l’agglutination des antigènes, ainsi que dans l’activation du complément. Co-

exprimés à la surface des LB, les IgD participent à la différenciation des LB en plasmocytes et cellules 

mémoires. Les IgG sont les plus abondantes des anticorps circulants et sont importants dans la 

détection d’infection via l’activation du complément. Il existe quatre sous-classes d’IgG (IgG1, IgG2, 

IgG3 et IgG4). Les IgA interviennent au niveau des muqueuses (digestives, respiratoires, génito-

urinaires), empêchant ainsi la fixation des agents pathogènes aux surfaces des cellules épithéliales. On 

distingue deux sous classes d’IgA (IgA1 et IgA2). Enfin, les IgE sont impliquées dans les mécanismes 

allergiques (Figure 4). 
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Figure 4: Schéma de l’organisation du système immunitaire et ses différents acteurs. 

Présentation des deux composantes du système immunitaire (innée et adaptative) associées aux deux 
types de réponses (cellulaire et humorale) impliquant différents acteurs (Plasmocytes, LT 
polynucléaires, cellules NK et CPA). 

 

I.1.3 La réaction immunitaire lors de la transplantation pulmonaire 

 
La transplantation d’un organe d’un individu à un autre individu d’une même espèce provoque 

une réponse immune rapide et intense. La reconnaissance des antigènes dits « étrangers », encore 

appelés alloantigènes, présents dans le greffon correspond à la phase initiale du rejet ou 

reconnaissance allogénique. Ces alloantigènes peuvent varier selon leur distribution tissulaire, leur 

structure ou leurs fonctions physiologiques. La réaction des cellules immunitaires à l’encontre des 

alloantigènes se traduit par le rejet de transplantation.  
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I.1.3.1 Les différentes modalités de la reconnaissance allogénique 
 

La réponse alloimmune correspond à la reconnaissance des antigènes du donneur, considérés 

comme « non-soi » par les cellules immunitaires du receveur. L’activation du système immunitaire du 

receveur a lieu au niveau des ganglions drainants l’organe greffé. Les LT ainsi activés prolifèrent puis 

migrent vers le greffon où ils sont attirés par les molécules d’adhérence exprimées par l’endothélium 

devenu inflammatoire. L’activation des LT alloréactifs peut s’effectuer selon deux voies principales, 

mais non mutuellement exclusives: la voie directe et indirecte (Jiang et al., 2004). Ces voies sont 

définies par l’origine des CPA du donneur ou receveur.  

 

I.1.3.1.1 La reconnaissance directe 

 

La reconnaissance allogénique dite « directe » correspond à une interaction entre les 

molécules du CMH intactes présentes à la surface des CPA du donneur et le TCR des LT du receveur 

(Warrens et al., 1994). Classiquement, la voie directe est prédominante dans le rejet aigu (RA). En 

effet, la sensibilisation des LT alloréactifs ne survient probablement qu’en début de greffe, tant que les 

CPA du donneur persistent (Figure 5). 

Normalement, les LT sont éduqués dans le thymus pour reconnaître spécifiquement les 

molécules du CMH du soi. Pourtant dans la présentation directe, ces LT sont capables de reconnaître 

les molécules du CMH allogéniques, suggérant une analogie structurale entre les molécules du soi et 

du non soi. Plusieurs modèles ont été proposés afin d’expliquer cette reconnaissance. Le premier 

modèle dit de déterminant de haute densité, suggère que l’énergie nécessaire pour l’activation des 

LT provient essentiellement de l’interaction directe entre le TCR et la molécule du CMH allogénique, 

et ce indépendamment du peptide présenté (Bevan MJ et al, 1984). Le second modèle, appelé modèle 

du complexe binaire simplifié, propose que le peptide joue un rôle central dans la reconnaissance du 

complexe CMH-peptide par le TCR (Matzinger and Bevan, 1977). Au sein de ce dernier modèle, on 

peut distinguer la reconnaissance restreinte au peptide. La surface de reconnaissance de la molécule du 

CMH allogénique possède des différences mineures comparables à la molécule du CMH du soi et 

n’ayant aucun impact sur l’affinité entre le TCR et la molécule de CMH. Cette reconnaissance 

s’effectue avec des molécules de CMH allogéniques, qui ont une conservation des acides aminés 

impliqués dans la surface de présentation. Un autre modèle de reconnaissance, dit dépendant du 

peptide, suggère que celui-ci joue un rôle dans le maintien de la conformation des molécules du CMH.  
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I.1.3.1.2 La reconnaissance indirecte 

 

L’existence de l’implication d’une autre voie de reconnaissance provient de l’observation d’un 

rejet qui s’établit plus lentement et ce, malgré la déplétion des cellules résidentes du greffon. Ainsi il a 

été suggéré que les molécules du CMH du donneur pouvaient être apprêtées en antigène, et présentées 

par les CPA du receveur, constituant ainsi la présentation indirecte. La reconnaissance allogénique dite 

« indirecte » correspond à l’apprêtement des antigènes du donneur par les CPA du receveur qui sont 

présentés au niveau des molécules du CMH de classe II et classe I (présentation croisée) du receveur 

et reconnus par les LT. Cette voie de reconnaissance serait plutôt impliquée dans le rejet chronique 

(Figure 5).  

 

I.1.3.1.3 La reconnaissance semi-directe 
 

Habituellement, les voies directes et indirectes sont considérées comme les seuls mécanismes 

de stimulation des LT allospécifiques du receveur. Cependant, ces présentations ne peuvent pas tout 

expliquer. Il a été montré que l’activation des LT CD8+ liée au CPA du donneur (présentation directe) 

pouvait être amplifiée par les LT CD4+ activés par les CPA du receveur (présentation indirecte). Pour 

expliquer le lien entre les deux voies de présentation, une troisième voie a été́ récemment proposée par 

le groupe de R. Lechler, appelée voie semi-directe (Herrera et al., 2004; Jiang et al., 2004). Les CPA 

du receveur seraient capables de capturer les fragments membranaires de cellules allogéniques, 

notamment des cellules endothéliales du greffon (Kreisel et al., 2002), et d’acquérir les molécules du 

CMH du donneur et de les présenter pour activer les LT (Figure 5). Le transfert de ces molécules peut 

s’effectuer par contact cellulaire mais aussi par la libération ou la capture de petites vésicules appelées 

exosomes (Herrera et al., 2004). Dans le contexte d’une transplantation allogénique, les CPA du 

receveur pourraient ainsi acquérir et présenter des molécules HLA de classe I autologues intactes aux 

LT CD8+ tout en conservant la possibilité́ de présenter les mêmes peptides allogéniques par la 

présentation indirecte au LT CD4+ (Herrera et al., 2004).  
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Figure 5: Les différentes voies de la reconnaissance allogénique.  
La présentation directe est effectuée entre les CPA du donneur et les LT du receveur. Lors de la 
présentation indirecte, les CPA du receveur présentent des peptides antigéniques aux LT autologues. 
La présentation semi-directe permet aux CPA du donneur de présenter des molécules de CMH 
allogéniques aux LT autologues. 

 

I.1.3.2 Les différents types de rejet 

 

La principale complication de la transplantation est le phénomène de rejet. Ce dernier va 

dépendre essentiellement de la réaction immunologique du receveur contre le greffon. Cette réaction 

immunologique est très proche de celle générée au cours de la défense contre les infections, mettant en 

jeu les différents acteurs du système immunitaire vus précédemment. Il existe plusieurs formes de 

rejets qui se distinguent par leur cinétique d’apparition, plus ou moins précoce après la transplantation. 

Les traitements immunosuppresseurs sont indispensables pour diminuer l’intensité de la réponse 

immune et permettre la survie du greffon. Ils agissent principalement en bloquant les voies de 

signalisation impliquées dans l’expansion clonale des LT. 

 

I.1.3.2.1 Le rejet hyper aigu 
 

Le rejet hyper aigu survient dans les heures qui suivent la re-perfusion de l’organe. Il 

correspond à une réponse massive d’allo-anticorps préformés dans le sérum du donneur à l’encontre 

des antigènes du receveur exprimés par les cellules vasculaires du greffon. Le rejet hyper aigu 

s’observe quand le donneur a déjà été exposé à des alloantigènes par des produits sanguins 

(transfusion), après une grossesse ou une première transplantation. Ces anticorps pré-formés sont 
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classés en deux catégories : les Ig de faibles affintiés (IgM) qui sont spécifiques du système ABO des 

groupes sanguins, et les anticorps de fortes affinités (IgG) dirigés contre les molécules HLA. Cette 

reconnaissance entraine l’activation de la cascade du complément contribuant à la destruction des 

cellules cibles avec la libération de médiateurs inflammatoires tels que l’IL-8, CCL2 (encore appelé 

monocyte chemoattractant protein, MCP-1) ou le facteur de von Willebrand (Nakashima et al., 2002). 

En réponse, les cellules de l’endothélium vont se rétracter ce qui aboutit à une perte de l’intégrité 

vasculaire provoquant des hémorragies ainsi que la perte de l’expression de molécules anti-

coagulantes ce qui contribuera à la thrombose et à terme à la nécrose de l’organe (Rocha et al., 2003). 

Afin de prévenir ce type de rejet, l’approche clinique consiste à vérifier la compatibilité donneur-

receveur, par la recherche systématique d’allo-anticorps présents chez le receveur. Enfin dans 

certaines circonstances, il peut être réalisé un renouvellement de plasma, un traitement au rituximab 

(anti-CD20) ou une splénectomie dans le but d’épurer les anticorps et/ou les plasmocytes. 

 

I.1.3.2.2 Le rejet aigu 

 

Le RA apparaît durant le premier trimestre suivant la transplantation, mais il peut aussi 

survenir à distance de la transplantation. En l’absence d’immunosuppression, le greffon succombe au 

RA dans les jours et les semaines suivants. Il est caractérisé histologiquement par une infiltration 

perivasculaire et/ou peribronchique du greffon par des LT CD4+ et CD8+, plus particulièrement des 

LT CD8+ avec un phénotype activé ou mémoire (Ibrahim et al., 1995). Le diagnostic de RA est posé 

formellement sur l’analyse anatomopathologique de biopsies transbronchiques (Chakinala et al., 2005; 

Colombat et al., 2005). 

Le RA peut être le résultat de deux mécanismes immunologiques qui peuvent agir seuls ou de 

façon combinée (Marks and Finke, 2006). Tout d’abord, le rejet aigu cellulaire est dû à la 

reconnaissance par les LT du receveur des allo-antigènes du donneur. Le second mécanisme est 

dépendant des LB, associé à des anticorps spécifiques du HLA du donneur induisant le rejet aigu 

humoral. La présence d’allo-anticorps donneur-spécifique préexistant à la greffe expose le patient au 

risque de rejet humoral aigu et augmente vraisemblablement l’incidence du rejet cellulaire. 

Les épisodes de RA suspectés ou confirmés se traitent par l’intensification du régime 

d’immunosuppression. Plusieurs études dans les années 1990s ont montré l’efficacité des bolus de 

corticoïdes face à ces RA cellulaires. Cependant, il n’existe pas de consensus sur la dose de ces bolus. 

Les patients réfractaires à ces traitements peuvent avoir recours à des traitements d’induction comme 

des anticorps anti-récepteur à l’IL-2/CD25 (basiliximam, daclizumab), des anticorps monoclonaux 

dirigés contre les cellules exprimant le marqueur CD3 (OKT3), ou des anticorps monoclonaux anti 



 Introduction   

	
  

 Page 18 
	
  

CD52 (alemtuzumab) (Reams et al., 2007). De façon moins courante, certains traitements du rejet aigu 

peuvent inclure une irradiation lymphoïde ou une photophorèse.  

Un autre type de rejet appelé « dysfonction chronique du greffon » apparaît plus tardivement 

après la transplantation et est aujourd’hui la principale cause de perte du greffon en transplantation 

d’organes solides. Mes travaux de thèse portent sur les mécanismes associés à ce rejet, c’est la raison 

pour laquelle une présentation détaillée de ce dernier est effectuée dans la partie suivante de mon 

introduction.  

 

I.2 La dysfonction chronique du greffon 
 

Le CLAD est l’obstacle majeur de la réussite à long terme de la transplantation pulmonaire. Le 

taux de survie à 5 ans des patients transplantés pulmonaires est seulement de 50% (Christie et al., 

2009), ce qui est significativement inférieur aux autres transplantations d’organes solides (Sumpter 

and Wilkes, 2004). Cette dysfonction se traduit par une détérioration lente, progressive et irréversible 

de la fonction pulmonaire causée par une atteinte vasculaire ou une atteinte au niveau des bronchioles 

(Boehler et al., 1998). Son mécanisme physiopathologique est principalement dû à l’inflammation, 

aux attaques à répétition du greffon d’origine immune ou non-immune ainsi qu’une réparation 

tissulaire qui se réalise de façon excessive. Le CLAD a été initialement associée au syndrome de 

bronchiolite oblitérante (BOS). 

 

I.2.1 Manifestations cliniques et fonctionnelles du CLAD 
 

I.2.1.1 La bronchiolite oblitérante  

  

Le syndrome ventilatoire obstructif survient plusieurs années après la transplantation et est la 

conséquence de l’oblitération des petites voies aériennes ou BO (Nicod, 2006). Cette dernière fut 

décrite pour la première fois en 1984 (université de Standford), chez un patient transplanté cœur-

poumon qui avait une diminution progressive du volume maximal expiré en une seconde (VEMS) 

(Burke et al., 1984) (Figure 6). La biopsie transbronchique a révélé un dépôt fibromyxoïde 

intraluminal et un infiltrat d’eosinophiles dans la sous-muqueuse bronchique. Ces lésions anatomiques 

contribuent à l’apparition de la BO. Cette dernière se définit par une obstruction progressive des voies 

aériennes associée à une détérioration de la fonction respiratoire. Il existe également une atteinte 
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vasculaire, qui est la forme la moins fréquente et la moins morbide, caractérisée par une athérosclérose 

de la vascularisation pulmonaire (Saggar et al., 2008; Stewart et al., 2007).  

La BO aboutit à la perte du greffon, à une insuffisance respiratoire terminale et à terme à une 

indication de re-transplantation (Trulock et al., 2007). Si certains facteurs de risques sont suspectés ou 

confirmés, les mécanismes de la BO sont encore mal connus. Il n’existe aucun marqueur précoce 

prouvé qui permettrait un diagnostic et une prise en charge précoce. 

 

 

Figure 6 : Mesure de volumes pulmonaires et radiographie de patients atteints de bronchiolite 
oblitérante. 

(A) Mesures du VEMS, de la capacité vitale forée (CVF) et de la capacité pulmonaire totale (CPT) 
chez un patient atteint de BO. (B) Radiographie pulmonaire et (C) Scanner thoracique d’un patient 
atteint de BO. D’après M. Sato, JHLT 2011, Vol13 issue 7, pages 735-742. 
 

I.2.1.2 Le syndrome restrictif  

 

 De récentes publications ont identifié un syndrome restrictif, appelé RAS (Restritive allograft 

syndrome) qui correspond à un autre groupe de dysfonction chronique du greffon (Sato et al., 2011). 

Du à un processus fibrosant intra-parenchymateux, il se traduit par une diminution des volumes 

expirés maximaux et une diminution de la CPT (Figure 7). Le diagnostic est établi par l’existence d’un 

syndrome restrictif associé à des lésions parenchymateuses se traduisant par un syndrome interstitiel 

radiologique (Sato et al., 2011) (Figure 7). Ce syndrome restrictif semblerait corrélé avec 

l’inflammation et le processus fibrotique, pouvant à terme contribuer à la dysfonction chronique du 

greffon. Le diagnostic d’un RAS chez un patient est associé à un plus mauvais pronostique. 
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Figure 7 : Mesures de volumes pulmonaires et radiographie d’un patient atteint d’un syndrome 
restrictif.  

(A) Mesures du VEMS, de la CVF et de la CPT chez un patient atteint de RAS. (B) Radiographie 
pulmonaire et (C) Scanner thoracique d’un patient atteint de RAS. D’après M. Sato, JHLT 2011, 
Vol13 issue 7, pages 735-742. 

Récemment, différents phénotypes de CLAD ont été identifiés. Certains patients classifiés BO 

démontrent une amélioration de leur VEMS après un traitement à l’azithromycine. Ces patients sont 

caractérisés par la présence de neutrophiles dans les LBA (≥ 15%) en l’absence de toute infection. Ce 

nouveau phénotype est appelé « neutrophilic reversible allograft dysfunction » (NRAD). Ces patients 

ont généralement un meilleur pronostic (Vanaudenaerde et al., 2008a). Les auteurs suggèrent de 

considérer les patients qui ne répondent pas à l’azithromycine comme des patients atteints de BO 

fibreuse (Federica et al., 2011). 

 

I.2.1.3 La prise en charge du CLAD 

 

Le maintien de l’immunosuppression chez la plupart des patients transplantés pulmonaires est 

basé sur une triple médication comprenant des inhibiteurs de la calcineurine (Ciclosporine A ou 

Tacrolimus), des anti-métabolites comme l’azathioprime, le mycophenolate mofetil (MMF) et des 

stéroïdes. Le groupe des inhibiteurs mTOR (mammalian target of rapamycin) composé de 

l’everolimus ou du sirolimus, peut être utilisé en substitution des inhibiteurs à la calcineurine ou des 

anti-métabolites.  

L’intensification ou la modification du traitement immunosuppresseur est l’attitude habituelle 

de prise en charge du CLAD (Corris, 2003). Par exemple des patients sous azathioprine et ciclosporine 

A, peuvent changer pour Tacrolimus et/ou MMF. Des études ont démontré que ces changements 

permettent de stabiliser des patients en rejet chronique (Groetzner et al., 2006; Whyte et al., 1997) 
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mais ne sont pas contrôlées. D’une manière générale, la stabilisation de la fonction pulmonaire 

pourrait être attribuée à l’intensification du suivi médical plutôt qu’à l’augmentation de thérapeutique.  

Le CLAD regroupe deux phénotypes : la BO et le RAS. Cependant, la description récente du 

RAS associée à sa faible fréquence d’apparition sont les raisons pour lesquelles mes travaux de thèse 

portent sur les mécanismes associés au développement de la BO. Une présentation détaillée de la BO 

est effectuée dans la partie suivante de mon introduction. 

 

I.2.2 Physiopathologie de la BO 

 

I.2.2.1 Mise en évidence et classifications de la BO 

 

Selon la société internationale de transplantation cardio-pulmonaire (ISHLT), le diagnostic de 

BO repose sur l’évaluation de critères spirométriques et histologiques (Tableau 1). Les mesures de 

fonction respiratoire sont fréquemment réalisées dans le cadre du suivi du transplanté pulmonaire. La 

BO se définie par une diminution du VEMS (témoignant de l’obstruction) sans cause évidente de 

dysfonction pulmonaire (complications anastomosiques, infections, rejets aigus, réapparition de la 

maladie d’origine) (Estenne et al., 2002). La référence du VEMS est définie par la moyenne des deux 

plus grandes valeurs obtenues sans l’utilisation de bronchodilatateurs, au plus tard trois semaines après 

la transplantation pulmonaire. Les patients sans obstruction bronchique sont classés BOS 0 (VEMS > 

90% de la valeur de référence). Les autres grades de classification reflètent le degré d’obstruction 

(Estenne et al., 2002). En 2003, la nouvelle classification introduit un stade BOS 0-p, identifiant les 

patients potentiellement BO.  

 

 

 

 

 

 

Tableau 1: Classification des stades de la bronchiolite oblitérante.  
Classification revue en 2003 selon l’ISHLT pour y inclure le stade BOS 0p et le VEMS 25-75 
(correspondant au débit expiratoire maximum médian) comme critère fonctionnel. 
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Dans le cadre du diagnostic de la BO, les biopsies transbronchiques servent essentiellement à 

exclure d’autres diagnostics, comme les infections et les RA (Aboyoun et al., 2001; Chakinala et al., 

2004; Hopkins et al., 2002). Leur utilisation peut être bénéfique pour découpler l’association entre le 

RA et la BO (Swanson et al., 2000). Des lavages broncho-alvéolaires (LBA) peuvent être réalisés en 

complément de la spirométrie et des biopsies, permettant d’obtenir une information sur la composition 

cellulaire pulmonaire et éliminer le diagnostic d’infection. Cependant, la pratique de LBA et de 

biopsies est invasive et elle n’est pas réalisée de façon systématique dans le suivi de patients 

transplantés pulmonaires.  

 

I.2.2.2 Les facteurs de risques associés au développement de la BO 

 

Plusieurs facteurs de risques sont identifiés ou suspectés (Sharples et al., 2002), pouvant agir 

seuls ou de façon combinée (Belperio et al., 2003a; Knoop and Estenne, 2006a). Ces derniers peuvent 

être classés en deux groupes : des facteurs allo-dépendants et allo-indépendants. 

 

I.2.2.2.1 Les facteurs de risques dits « allo-dépendants » 
 

Certains facteurs de risque dits allo-dépendants provoquent des lésions épithéliales et 

endothéliales sévères et contribuent à l’environnement inflammatoire pouvant déclencher une réponse 

allogénique (Figure 8). 

 

a) Le rejet aigu 

 

De nombreuses études rétrospectives ont montré que les épisodes de RA constituaient un 

facteur de risque très significatif de BO, d’autant qu’ils sont sévères répétés et précoces (Estenne et al., 

2002; Heng et al., 1998a; Husain et al., 1999; Sharples et al., 1996, 2002). En effet, le RA correspond 

à une réponse immune dirigée contre les cellules épithéliales et endothéliales, capable d’initier le 

processus de BO. Cependant, certains patients ayant eu des épisodes de RA ne développent jamais de 

BO, tout comme certains patients développent une BO sans avoir eu de RA (Jackson et al., 2002).  
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b) La bronchite lymphocytaire 

 

De la même façon, la bronchite ou bronchiolite lymphocytaire, qui se manifeste au niveau des 

voies respiratoires en absence de rejets ou d’infections, est associée au développement de la BO 

(Husain et al., 1999; Ross et al., 1997). Dans une étude rétrospective de 341 transplantés pulmonaires, 

la sévérité de la bronchiolite lymphocytaire semble être un facteur de risque important dans le 

développement de la BO (Glanville et al., 2008). Ce processus pourrait correspondre à une forme de 

rejet aigu. 

 

c) L’incompatibilité HLA 

 

En lien avec les épisodes de rejets ou indépendamment de ceux-ci, l’incompatibilité HLA 

pourrait être en soi un facteur de risque de BO. La production d’anticorps anti-HLA de classe I et II 

après la transplantation pulmonaire est associée à la BO (Knoop and Estenne, 2006; Palmer et al., 

2002). La présence de tels anticorps augmente le risque de persistance/récurrence de rejet aigu 

cellulaire, de bronchite lymphocytaire et de BO (Girnita et al., 2004, 2005). En effet, les patients avec 

des anticorps anti-HLA avant la transplantation augmentent leurs risques de développer un RA et une 

BO (Lau et al., 2000). Toutefois, l’influence de l’incompatibilité HLA est encore discutée. Les 

résultats du registre de l’ISHLT démontrent qu’au moins 4 incompatibilités HLA sont associées à un 

mauvais pronostic de survie (Trulock et al., 2007). Les cellules épithéliales, capables d’exprimer des 

molécules de CMH de classe I, deviennent une cible pour le système immunitaire du receveur 

(Rabinowich et al., 1990). L’expression de ces molécules de CMH par ces cellules épithéliales est 

augmentée durant le rejet chronique (Iacono et al., 1997; Räisänen-Sokolowski et al., 1998).  

 

II-2.2.2 Les facteurs de risques dits « allo-indépendants » 

 

Au cours de toute transplantation pulmonaire, le greffon subit des dommages liés à 

l’intervention chirurgicale, plus particulièrement à l’explantation, l’ischémie froide, aux lésions 

mécaniques liées à sa manipulation et à la reperfusion. Ces lésions augmentent le risque de 

dysfonction primaire du greffon, pouvant être de gravité très variable, les plus sévères interférant avec 

la survie à long terme des patients et augmentant le risque de BO (Christie et al., 2005). De plus, le 

poumon est un organe exposé à des agents inhalés comme des micro-organismes, des toxines ou des 

agents irritants. Ces derniers peuvent interagir directement avec les cellules épithéliales ou les cellules 

phagocytaires des voies aériennes et déclencher une réaction inflammatoire (Toews GB et al., 2005 ; 
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Johnston SL et al., 2005) (Figure 8). Ces agressions sont autant de facteurs à même de déclencher ou 

de renforcer la réaction allogénique en stimulant l’immunité innée, et ainsi de multiplier le risque de 

CLAD.  

 

a) Les infections 

 

Les infections bactériennes et fongiques sont connues pour directement contribuer au 

développement de la BO et à l’augmentation de fréquence des RA (Girgis et al., 1996). L’infection au 

cytomégalovirus (CMV) constitue un facteur de risque de la BO (Borchers et al., 1999; Smith et al., 

1998). Cette infection pourrait agir par le biais d’une régulation positive de l’expression des antigènes 

CMH sur les cellules endothéliales et épithéliales, sous l’influence de cytokines produites au cours de 

l’infection virale (Borchers et al., 1999) et de l’immunosuppression. Le CMV partage des homologies 

de séquences d’acides nucléiques avec les molécules de CMH de classe I et l’antigène HLA-DR 

(Luckraz et al., 2003). Dans certaines études, l’infection au CMV constitue un facteur de risque 

indépendant du développement de la BO (Heng et al., 1998a; Kroshus et al., 1997; Smith et al., 1998), 

mais son rôle reste encore discuté (Bando et al., 1995; Husain et al., 1999; Luckraz et al., 2003; Tamm 

et al., 2004; Valentine et al., 1996).  

Les infections par des virus respiratoires syncytial, parainfluenza, adenovirus, influenza A et B, 

sont fréquentes chez les patients transplantés pulmonaires (Billings et al., 2001; Vilchez et al., 2001). 

Cependant, le lien de causalité avec l’apparition de la BO n’a pu être clairement établi. Certaines 

infections virales, telles que la pneumonie à chlamydia (Kotsimbos et al., 2005) ou au virus humain de 

l’herpès 6 (virus de la roséole) (Neurohr et al., 2005) peuvent augmenter le risque de RA cellulaire et 

de BO. D’autres exemples de pathogènes, comme la colonisation au Pseudomonas aeruginosa 

peuvent possiblement augmenter le risque de développer une BO (Botha et al., 2008; Vos et al., 2008). 

Récemment, il a été démontré que les infections à Aspergillus sp. augmentent le risque de BO et de 

décès (Weigt et al., 2013a). Billings et coll. ont prouvé que les patients présentant des infections 

virales sont prédisposés au développement de la BO de haut grade (Billings et al., 2002). 

 

b) La dysfonction primaire du greffon 

 

La dysfonction primaire du greffon résulte principalement des lésions créées par l’ischémie du 

greffon. L’ischémie est la résultante de deux mécanismes. Premièrement, l’ischémie chronique est 

provoquée par l’interruption de la vascularisation de l’artère bronchique lors de la réimplantation. Le 

second mécanisme, appelé ischémie froide, provient du temps entre le prélèvement de l’organe sur le 
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donneur et la transplantation chez le receveur. Cette dysfonction primaire est associée à un mauvais 

pronostic de survie (Daud et al., 2007; Prekker et al., 2006). La survie à long terme post-greffe 

pulmonaire, prenant en compte toutes les causes de décès, dont la BO, est plus courte lorsque le temps 

d’ischémie/re-perfusion est plus long (Thabut et al., 2005). Dans une étude rétrospective 

monocentrique, les auteurs ont montré que les patients avec une dysfonction primaire du greffon 

avaient un haut risque de développer une BO, et ce indépendamment des épisodes de rejet aigu, de 

bronchite lymphocytaire ou d’autres infections (Daud et al., 2007).  

 

c) Le reflux gastro-oesophagien 

 

Le reflux gastro-oesophagien (RGO) intervient de façon fréquente après la transplantation 

pulmonaire (D’Ovidio et al., 2005). Le RGO est principalement dû aux lésions du nerf vague lors de 

l’acte chirurgical et aux traitements immunosuppresseurs. Le mécanisme par lequel le RGO est 

impliqué dans la BO est mal connu, mais il peut participer aux agressions répétées sur le greffon 

(Knoop and Estenne, 2006) constituant ainsi un facteur de risque de la BO.  

La présence d’acide biliaire et de pepsine dans les LBA de patients transplantés pulmonaires 

suggère que leur aspiration peut provoquer des lésions épithéliales (D’Ovidio et al., 2005; Young et al., 

2003). De plus, le traitement du RGO avec des inhibiteurs de la pompe à proton réduit le RGO mais 

n’affecte pas le reflux médié par la bile ou les pepsines (Young et al., 2003). La présence de bile ou de 

pepsine dans les LBA pourrait constituer un facteur de risque de la BO (Young et al., 2003). Une 

étude rétrospective a démontré que le recours à la technique chirurgicale de fundoplicature précoce (3 

mois après la transplantation) était associé au non-développement de la BO (Blondeau et al., 2008; 

Cantu et al., 2004) et à l’amélioration de la fonction respiratoire chez des patients transplantés 

pulmonaires avec un RGO (Davis et al., 2003). 
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Figure 8: Les différents facteurs de risques de la bronchiolite oblitérante. 

Représentation schématique des différents facteurs de risques, d’origine allo-dépendant et allo-
indépendant, impliqués dans le développement de la BO. 

 

I.2.2.3 Les mécanismes physiopathologiques de la BO 

 

Les mécanismes physiopathologiques de la BO sont encore mal connus. La BO serait la 

résultante d’agressions, principalement dues au contexte inflammatoire auquel contribue la réponse 

immune, qui initie une réparation tissulaire anormale et aboutit à l’obstruction bronchique.  

 

I.2.2.3.1 Le processus inflammatoire 

 

Le processus inflammatoire associé au développement de la BO provient tout d’abord des 

différentes réponses allogéniques entre les cellules du greffon et les LT du receveur. L’activation des 

voies directes et indirectes de l’allo-reconnaissance est capable d’induire une réponse inflammatoire 

dirigée contre le greffon en dépit du traitement immunosuppresseur. Indépendamment du contexte 

allogénique, l’ischémie du greffon, l’acidité du RGO et les divers pathogènes, décrits précédemment 

dans les facteurs de risques, peuvent contribuer à ce processus inflammatoire soit directement soit en 

réactivant l’alloréactivité par la surexpression des molécules du CMH.  
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La réponse inflammatoire se traduit par l’afflux de cellules inflammatoires dans les 

bronchioles (Elssner et al., 2000a; Reynaud-Gaubert et al., 2002a; Scholma et al., 2000), attirées par 

des chimiokines (IL-8, RANTES, MCP-1) produites pas les cellules épithéliales, les LT activés, les 

macrophages et les cellules musculaires lisses (CML). En réponse à cette agression, diverses 

sécrétions de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-17, IL-13) vont permettre une boucle 

d’amplification maintenant le contexte inflammatoire (Keane et al., 2007; Reynaud-Gaubert et al., 

2002a; Scholma et al., 2000). 

 

a) Implication des polynucléaires neutrophiles 

 

Les neutrophiles ont largement été étudiés et sembleraient contribuer au développement de la 

BO. En effet, une augmentation du nombre de neutrophiles (et d’éosinophiles) est retrouvée dans les 

LBA de patients atteints de BO (Reynaud-Gaubert et al., 2000, 2002a; Scholma et al., 2000; Zheng et 

al., 2000) comparés aux patients stables (Slebos et al., 2002; Snell et al., 1997; Ward et al., 2001; 

Zheng et al., 2000).  

La neutrophilie dans les LBA a été proposée comme marqueur prédictif de la BO (DiGiovine 

et al., 1996; Reynaud-Gaubert et al., 2000). Certaines études démontrent que la présence de 

neutrophiles dans les LBA pourrait prédire le stade BOS 1 (DiGiovine et al., 1996; Reynaud-Gaubert 

et al., 2000, 2002a). Cette neutrophilie est également retrouvée dans les expectorations induites (Beeh 

et al., 2001; Mamessier et al., 2006, 2007) et dans les biopsies pulmonaires (Devouassoux et al., 2001). 

Un des médiateurs les plus importants de l’inflammation pulmonaire lié à la BO est l’IL-8, qui attire et 

active les neutrophiles. Cette cytokine est sécrétée par les CEB (Elssner et al., 2000a) et les CML 

(DiGiovine et al., 1996) et sa concentration dans les LBA de patients atteints de BO est hautement 

corrélée avec la neutrophilie (DiGiovine et al., 1996; Elssner et al., 2000a; Reynaud-Gaubert et al., 

2002a; Riise et al., 1999; Scholma et al., 2000). Cependant, la présence de ces neutrophiles dans les 

LBA est encore discutée : est-ce une caractéristique spécifique de la BO ou bien le reflet 

d’infections concomitantes au développement de la BO ?  

L’activation des neutrophiles peut contribuer à la destruction du greffon par la production de 

ROS (reactive oxygen species) et de protéases (Elssner and Vogelmeier, 2001). Des marqueurs de 

l’activation des granulocytes, comme les enzymes oxydatives myéloperoxidase et protéines 

cationiques éosinophiles, sont détectées dans les LBA plusieurs mois avant le diagnostic clinique de la 

BO (Behr et al., 2000; Hirsch et al., 1999; Meyer et al., 2001; Riise et al., 1999). Bien que le stress 

oxydatif chez des patients transplantés pulmonaires indemnes de BO reste encore discuté (Williams et 

al., 1999), il se retrouve augmenté lors du développement de la BO (Behr et al., 2000; Hirsch et al., 
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1999). L’augmentation de ce stress reflète l’influx des neutrophiles. Cependant, l’augmentation de fer, 

causée par des lésions microvasculaires peut amplifier ce stress oxydatif (Dai et al., 2002; Reid et al., 

2001). 

La BO est associée à un défaut d’activité d’anti-protéase, qui a été mise en évidence  par une 

diminution de sécrétion de protéases inhibitrices des leucocytes dans les LBA de patients atteints de 

BO (Hirsch et al., 1999). L’activité de la neutrophile élastase est fréquemment retrouvée dans les LBA 

des patients transplantés pulmonaires, et est associée à une infection bactérienne dans le contexte de la 

BO (Heng et al., 1998a). Actuellement, il n’y a pas de lien clairement établi entre le stress oxydatif et 

la diminution d’activité des protéases/antiprotéases. 

 

b) Implication des autres acteurs de la réponse innée 
 

Dans le cadre de la transplantation pulmonaire, des études génétiques soulignent l’importance 

de la réponse innée et des TLRs dans le développement de la BO. Des polymorphismes sur le gène 

codant le TLR4 et le CD14, liant le LPS ont été démontrés comme ayant un impact dans le 

développement de la BO. Les transplantés pulmonaires avec un polymorphisme de type perte de 

fonction du TLR4, développent moins de rejet aigu et ont tendance à développer une BO de grade 

réduit (Palmer et al., 2005). Au contraire, les patients avec un polymorphisme de type gain de fonction 

sur le gène codant pour le CD14, développent une BO de façon précoce, associée à une survie moindre 

(Palmer et al., 2007).  

Les biopsies bronchiques de patients atteints de BO mettent en évidence une augmentation du 

nombre de DC et de macrophages (Leonard et al., 2000; Yousem et al., 1990). Ces DC expriment des 

molécules de co-stimulation appartenant à la famille B7 (plus particulièrement B7-2) capables 

d’induire une stimulation optimale des LT (Leonard et al., 2000). De plus, ces cellules peuvent 

probablement initier localement la réponse immune, contribuant au processus de rejet chronique. Les 

travaux de notre groupe sur l’interaction entre les LT et les monocytes sanguins dérivés en DC 

(moDC) ont démontré que ces moDC produisaient significativement plus d’Indoléamine 2-3 

dioxygènase (IDO) chez les receveurs tolérants par rapport à ceux atteints de BO (Botturi et al., 2008). 

IDO est une enzyme impliquée dans le métabolisme du tryptophane, et est impliquée dans l’induction 

des LT régulateurs par les DC (Hwu et al., 2000). Dans cette même étude, nous avons observé une 

surexpression de CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4), co-récepteur impliqué dans 

l’induction de la tolérance (Eagar et al., 2002), sur les LT de patients indemnes de rejet chronique, et 

de façon indépendante de traitement immunosuppresseur. Inversement chez les patients atteints de BO, 
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cette interaction induisait un phénotype pro-inflammatoire des LT avec expression du co-récepteur 

ICOS (Inductible Co-Stimulary molecule). 

 

c) Implication de la réponse immune adaptative 

 

Chez l’homme, l’infiltrat lymphocytaire a également été associé à la BO, mais de façon moins 

évidente. En effet, des études ont comparé les populations lymphocytaires de patients transplantés 

stables et de sujets atteints de BO. Certains groupes ont démontré une augmentation des LT CD4+ et 

CD8+ (Milne et al., 1994), d’autres une expansion oligoclonale de LT CD4+ et d’autres encore une 

augmentation de la sous-population CD8+ seulement (Hodge et al., 2005; Zheng et al., 2005). Une 

étude prospective récente démontre une corrélation entre les LT CD8+ mémoire et le risque de RA 

(San Segundo et al., 2013). 

Concernant l’étude des différentes sous-populations de LT, notre groupe a pu mettre en 

évidence une activation des LT Th1, mais aussi Th2 (Mamessier et al., 2006) et Th17 (Magnan et al., 

1994, 1996) chez des patients atteints de BO. Le rôle exact de ces différentes sous populations de 

lymphocytes dans la BO reste à être déterminé. Les LT régulateurs ont été largement étudiés en 

transplantation d’organes représentant à eux-seuls une voie thérapeutique majeure (Joffre et al., 2008). 

Dans une étude de 21 transplantés pulmonaires, une diminution de la quantité de cellules CD4+ 

CD25+ circulantes chez les patients atteints de BO a été observée par rapport aux sujets transplantés 

sans complication et à un groupe de volontaires sains, (Meloni et al., 2004). Dans notre expérience, 

des résultats plus contrastés ont été obtenus (Mamessier et al., 2007), avec une augmentation des LT 

régulateurs chez des patients atteints de BO stabilisée. Cependant, ces résultats ont été obtenus sur un 

petit nombre de malades et de façon transversale. Il est évidemment important de savoir si ces résultats 

seraient obtenus chez les mêmes patients avant la survenue de la BO, permettant un diagnostic précoce 

de la complication. 

 

I.2.2.3.2 Le processus fibrotique 

 

En réponse aux agressions répétées, une réparation tissulaire se met en place. L’activation des 

fibroblastes et le dépôt de matrice extracellulaire (MEC) contribuent à un mécanisme physiologique 

lors du processus de cicatrisation. Toutefois, ce processus de réparation se réalise de façon excessive 

et aberrante dans la BO. L’augmentation de l’activité de prolifération des fibroblastes dans les LBA 

précèderait l’altération de la fonction respiratoire (Jonosono et al., 1999). Cependant, le dosage de ces 
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marqueurs n’est pas réalisé systématiquement dans le suivi de patients transplantés pulmonaires, il est 

donc difficile de déterminer si ces marqueurs pourraient prévenir ou protéger de la BO. 

Lors de leur activation, les fibroblastes se différencient en myofibroblastes, caractérisés par 

l’expression de l’actine α du muscle lisse (α-SMA), un phénotype intermédiaire entre les fibroblastes 

et les CML. Les myofibroblastes sont les cellules effectrices de la fibrose par leur capacité augmentée 

à produire du collagène interstitiel. Le TGF-β1 joue un rôle clé dans l’augmentation de la 

différenciation des myofibroblastes (Tomasek et al., 2002). Ces myofibroblastes sont observés dans 

les lésions de BO (Bröcker et al., 2006; Lama et al., 2006) et participent au dépôt excessif de MEC 

(Tomasek et al., 2002). 

D’autres cytokines pro-fibrotiques contribuent à ce processus telles que MCP-1 (Scholma et 

al., 2000), RANTES (Reynaud-Gaubert et al., 2002a), le PDGF (Patelet growth factor) (Hertz et al., 

1992), l’IGF (insuline growth factor)-1 (Charpin et al., 2001), le TGF-β1 (El-Gamel et al., 1999; 

Elssner et al., 2000a; Magnan et al., 1996) et sont augmentées chez les patients atteints de BO. Ces 

cytokines pro-fibrotiques sont responsables de l’augmentation de l’activité de prolifération des 

fibroblastes dans les surnageants de LBA (Jonosono et al., 1999). Récemment, il a été démontré que 

l’augmentation de la concentration de l’hyaluronane dans les LBA et plasma de patients transplantés 

pulmonaires, pourrait contribuer au développement de la BO par l’activation de l’immunité innée 

(Todd et al., 2014). L’IL-13, cytokine pro-Th2, associée à une surexpression de pro-collagène I et III 

contribue au phénomène fibroprolifératif de la BO (Keane et al., 2007; Lama et al., 2006). Le 

récepteur de cette cytokine est exprimé par les myofibroblastes, les cellules épithéliales et les CML 

chez les patients atteints de BO (Lama et al., 2006). L’attraction des neutrophiles et éosinophiles peut 

également être induite par l’endothéline-1. Cette dernière possède des propriétés pro-fibrotiques et est 

impliquée dans le remodelage bronchique ainsi que plusieurs maladies inflammatoires. Sa production 

est augmentée lors d’infections bactériennes chez les patients transplantés pulmonaires (Charpin et al., 

2001). 

 

a) Implication de l’épithélium  

 

L’épithélium joue un rôle important dans le développement de la BO, en étant un des 

principaux acteurs du remodelage bronchique. La présentation d’antigènes épithéliaux par la voie 

indirecte contribue à la sensibilisation des LT chez les patients atteints de BO (SivaSai et al., 1999) et 

la production d’anticorps anti-HLA classe I (Jaramillo et al., 1999). Des anticorps circulants dirigés 

contre l’épithélium respiratoire sont retrouvés chez des patients atteints de BO et la fixation de ces 

anticorps augmente la sécrétion de facteurs de croissance tels que le TGF-β1 (Jaramillo et al., 2001). 
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Chez des patients porteurs de BO, une sur-expression de l’antigène Ki-67 (Devouassoux et al., 2001) 

marqueur de la prolifération, et des molécules de co-stimulation de la famille B7 (Elssner et al., 2002) 

a été identifiée. Ces antigènes contribuent à la destruction de l’épithélium bronchique, notamment par 

une réduction des fonctions des cellules de Clara, identifiable par la diminution de production 

protéique de CC16 (Clara cell protein) dans les LBA (Nord et al., 2002). Récemment, un 

polymorphisme génétique sur les cellules de Clara du donneur a été identifié et serait associé à la 

diminution de sécrétion CC16 (Bourdin et al., 2012). 

L’épithélium bronchique participe au phénomène de fibroprolifération en contribuant au dépôt 

excessif de MEC. Ainsi, Hübner démontre que la BO est associée à une dérégulation de la balance 

métalloprotéinase-9 (MMP-9) et son inhibiteur naturel TIMP-1 (Tissu inhibitor of metalloproteinase), 

mis en évidence dans les LBA de patients atteints de BO (Hübner et al., 2005). Banarjee et coll. ont 

démontré que les cellules épithéliales étaient la source directe de MMP-9, par sa sur-production dans 

les LBA de patients atteints de BO (Banerjee et al., 2011). 

 

b) Implication de l’auto-immunité 

 

Sumpter et Wikes ont développé le concept de rejet en deux phases : l’agression du tissu et 

l’implication de l’auto-immunité (Sumpter and Wilkes, 2004). En effet, l’agression du tissu (d’origine 

immune ou non allo-immune) permet d’exposer des antigènes séquestrés. Leurs fragments sont 

relargués et agissent comme des déclencheurs de la prolifération de LT autoréactifs et la production 

d’anticorps. Le collagène de type V, localisé dans la membrane basale des tissus peribronchique et 

périvasculaire du poumon (Madri and Furthmayr, 1980) a été le premier de ces fragments décrit. 

Burlingham et coll. ont suivi de façon prospective la réponse au collagène V pendant 7 ans, chez des 

patients transplantés pulmonaires. Les résultats démontrent que les patients ayant des réactions auto-

immunes au collagène V ont 5 à 10 fois plus de risques de développer une BO (Burlingham et al., 

2007). Dans cette même étude, ils déterminent un lien entre l’IL-17 et la réponse immune contre le 

collagène V chez les patients atteints de BO (Burlingham et al., 2007). Verleden et coll. ont pu 

identifier la présence d’IL-17 dans les LBA de patients développant une bronchite lymphocytaire, 

mais pas chez les patients en rejet aigu ou chronique (Verleden et al., 2013). Vittal et coll., ont mis en 

évidence la présence d’IL-17 en lien avec le collagène V dans les biopsies de patients atteints BO 

(Vittal et al., 2013). Un variant génétique du récepteur à l’IL-17 (rs879574A) a été associé au 

développement de la BO ainsi qu’à la neutrophilie (Ruttens et al., 2013). Le rôle de l’IL-17 dans ces 

réactions est encore discuté. 
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Une autre cible de la réaction auto-immune a été identifiée, la Kα1-tubuline, qui lorsqu’elle se 

lie aux anticorps contribue à la fibroprolifération in vitro (Goers et al., 2008). Dans une étude récente, 

Tiriveedhi et coll. ont démontré une corrélation entre la présence d’anticorps spécifiques à Kα1-

tubuline et au collagène V avant la transplantation, et le risque de développement d’une dysfonction 

primaire du greffon (Tiriveedhi et al., 2013). 

 

I.3 La transition épithélio-mésenchymateuse et la BO 

 

I.3.1 L’épithélium bronchique 

 

I.3.1.1 Définition et anatomie 

 

Un épithélium est composé de cellules jointives, juxtaposées, solidaires les unes des autres par 

un système de jonctions séparées du tissu conjonctif sous-jacent par une lame basale. Au sein de 

l’appareil respiratoire, on retrouve deux types d’ épithélia. Tout d’abord, les épithélia de revêtement 

tapissent les différentes cavités de l’organisme ainsi que la surface du corps. Dans le poumon, il est 

contact direct avec l’air inspiré. Les épithélia glandulaires, situés dans la sous-muqueuse, sont 

composés de glandes séro-muqueuses, responsables de la sécrétion des facteurs de défense ou des 

composants du mucus. La structure de l’épithélium respiratoire varie en fonction du diamètre des 

voies aériennes en trois types différents : 

 

-­‐ l’épithélium trachéo-bronchique (Figure 9) : C’est un épithélium de revêtement pseudo 

stratifié, prismatique/cylindrique cilié contenant des cellules à mucus. Il est composé de 4 

types cellulaires : cellules ciliées, cellules caliciformes, cellules intermédiaires et basales.  

-­‐ L’épithélium bronchiolaire : Cette pseudo-stratification disparaît au niveau des bronchioles 

où l’épithélium est alors monostratifié prismatique, cylindrique et composé de trois types 

cellulaires : cellules ciliées, neuro-épithéliales et de clara. 

-­‐ L’épithélium alvéolaire : de type monostratifié et composé de deux types cellulaires, les 

pneumocytes de type I et de type II. 

 

L’épithélium pulmonaire est composé d’au moins 8 types de cellules épithéliales, distinctes 

d’un point de vue morphologique. L’épithélium bronchique est composé de 3 types cellulaires 
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majoritaires pouvant être classés en fonction de leurs propriétés structurales, fonctionnelles et 

biochimiques. 

 

- Les cellules basales représentent approximativement 30 % de la population cellulaire de 

l’épithélium bronchique (Rock et al., 2009) et sont localisées dans la partie basale de ce dernier. Elles 

sont en contact direct avec la lame basale, qu’elles recouvrent à 90 % (Mercer et al., 1994). Elles ont 

un rôle majeur dans la plasticité cellulaire en particulier lors des processus de régénération et de 

réparation tissulaire (Davreux et al., 1993; Hajj et al., 2007; Maouche et al., 2009). 

- Les cellules ciliées constituent plus de 56 % de la population cellulaire au sein de l’épithélium 

bronchique et assurent une fonction essentielle dans la clairance mucociliaire par le battement 

coordonné des cils. Elles participent au maintien des caractéristiques physico-chimiques du mucus 

(hydratation, pH, ...) par la régulation des échanges d’ions. 

- Les cellules sécrétrices assurent une partie de la sécrétion du mucus. Elles sont également 

responsables de la sécrétion de protéines anti-bactériennes (Christensen and Hayes, 1982; Christensen 

et al., 1981; Goodman et al., 1981). On distingue les cellules caliciformes dans la partie proximale de 

l’appareil respiratoire et les cellules de Clara dans les bronchioles. 

Il existe un autre type de cellules, appelées cellules intermédiaires ou parabasales. Elles sont 

localisées entre les cellules basales et cylindriques (Boers et al., 1998) et constituent 7 % de la 

population totale des cellules de l’épithélium bronchique. Ces cellules ont pour caractéristiques d’être 

en cours de différenciation et contribueraient au renouvellement des cellules cylindriques (Donnelly et 

al., 1982). 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Représentation schématique des épithélia de la surface trachéo-bronchique et 
glandulaire.  
L’épithélium trachéo-bronchique de surface est un épithélium pseudostratifié composé de cellules 
basales, intermédiaires, calciformes et ciliées. Cet épithélium repose sur un épithélium glandulaire. 
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I.3.1.2 Fonctions 

 

L’épithélium respiratoire constitue une barrière physique qui protège le poumon contre les 

corps étrangers contenus dans l’air. Son rôle principal est de former une barrière étanche entre le 

compartiment sanguin et le compartiment aérien. Cette propriété essentielle est assurée par plusieurs 

moyens de défense, d’une part par la propriété même d’un épithélium qui est défini comme un 

ensemble cellulaire très cohésif qui va donc constituer une barrière physique. D’autre part, 

l’épithélium est capable d’éliminer les particules inhalées par la clairance mucociliaire. Également, il 

participe à de nombreuses fonctions, parmi lesquelles la participation à l’inflammation et à terme à la 

réaction immunitaire adaptative, via la production de mucines, défensines et cytokines. Enfin, il 

permet la formation de mucus en vue de réaliser l’épuration mucociliaire. 

 

I.3.1.3 Les différentes jonctions cellulaires 

 

L’épithélium respiratoire constitue une barrière physique vis à vis des particules inhalées et 

pathogènes, du fait de son architecture pseudostratifiée et de son ancrage à la lame basale. Les 

différents types de jonctions assurent la cohésion et régulent l’imperméabilité de cet épithélium.  

 

I.3.1.3.1 Les jonctions serrées  

 

Les jonctions serrées forment un réseau à la partie apicale de la membrane basolatérale des 

cellules ciliées (Figure 10). Une jonction serrée est constituée par l’association de complexes 

multiprotéiques formés par la zonula occludens-1 (ZO-1), ZO-2 et ZO-3 (Gumbiner et al., 1991; 

Haskins et al., 1998; Jesaitis and Goodenough, 1994) liées aux protéines membranaires d’occludine, 

de claudines et de JAM (Junctional Adhesion molecule). Ces jonctions serrées assurent 

l’imperméabilité de l’épithélium grâce à un cloisonnement étanche des espaces intercellulaires, mais 

permettent aussi le passage sélectif de certaines petites molécules par transport paracellulaire et 

transcellulaire. Ces jonctions constituent une barrière physique de diffusion évitant ainsi la pénétration 

des bactéries dans la muqueuse respiratoire (Godfrey et al., 1992). 
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I.3.1.3.2 Les jonctions intermédiaires 

 

Situées en dessous des jonctions serrées, les jonctions intermédiaires (ou zonula adherens) 

forment une ceinture cellulaire et sont impliquées dans l’adhérence intercellulaire (Figure 10). Les 

protéines centrales de ce type de jonction sont les cadhérines. Ces protéines transmembranaires 

s’associent à des filaments d’actine par un complexe protéique composé de différentes protéines, telles 

que les caténines, la vinculine et l’α-actinine. Ces jonctions intermédiaires ont pour rôle de renforcer 

l’intégrité de l’épithélium lors des modifications de formes induites par une réorganisation des 

filaments d’actine (Perez-Moreno et al., 2003). 

 

I.3.1.3.3 Les jonctions communicantes 

 

Les jonctions communicantes, encore appelées jonctions gap, sont constituées par 

l’association de connexions de cellules adjacentes, formant ainsi un pore constitué principalement 

d’héxamères de molécules de connexines (Figure 10). Ces protéines transmembranaires permettent 

l’échange de très petites molécules (inférieure à 1kDa) par diffusion passive. 

 

I.3.1.3.4 Les desmosomes 

 

Les desmosomes assurent de la cohésion épithéliale, en maintenant les cellules fermement 

fixées les unes aux autres. Les desmosomes sont situés le long des membranes au niveau des contacts 

intercelllaires, regroupés en macula adherens. Ils sont composés des desmoplakines, de la 

plakoglobuline et des plakophilines, reliant les cadhérines aux filaments intermédiaires de kératine du 

cytosquelette (Kottke et al., 2006). Des structures similaires aux desmosomes, les hémidesmosomes 

sont localisés au pôle basal des cellules basales (Figure 10). Les hémidesmosomes sont des structures 

dynamiques impliquées dans le maintien de la cohésion cellulaire lors de l’assemblage/désassemblage 

moléculaire intervenant au cours du remodelage tissulaire (Tsuruta et al., 2003). 
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Figure 10: Les différentes jonctions exprimées par les cellules épithéliales respiratoires. 

Représentation schématique d’une cellule épithéliale attachée à la membrane basale par les 
hémidesmosomes et établissant des jonctions serrées, adhérentes, communicantes et des desmosomes 
avec les cellules adjacentes. 

 

I.3.2 La transition épithélio-mésenchymateuse 

 

I.3.2.1 Les différents types de transition épithélio-mésenchymateuse 

 

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) décrit un phénomène biologique par lequel 

un épithélium polarisé, avec des contacts cellule-cellule et attaché à la membrane basale, se différencie 

en cellules mésenchymateuses de type fibroblastique (Figure 11) (Hay, 2005). Ce processus démontre 

la plasticité des cellules qui ont également la possibilité d’effectuer le phénomène inverse, c’est à dire 

une transition dite « mésenchymo-épithéliale » (TME) (Thiery and Sleeman, 2006). La TEM se 

caractérise par des modifications cellulaires comprenant d’une part une perte de polarité épithéliale 

due à un désassemblage des contacts cellules-cellules ou des jonctions adhérentes (E-cadhérine), et 

une perte de jonctions serrées (ZO-1), et d’autre part l’apparition de protéines mésenchymateuses 

comme l’α-SMA, la vimentine et/ou la fibronectine (Ikenouchi et al., 2003; Ozdamar et al., 2005). La 

perte de jonctions adhérentes des cellules épithéliales participe à la destruction de l’intégrité de 

l’épithélium et à la libération de la β-caténine, contribuant à une modification d’expression de 

cytokératines et à la réorganisation du cytosquelette. L’acquisition de la capacité de migration résulte 

de la modification de l’expression des composants de la MEC (fibronectine, collagènes) et de ses 
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régulateurs (MMP) qui conduit à une perte de l’adhérence des cellules à la MEC. Trois types de TEM 

ont été décrits et sont détaillés dans la partie suivante.  

 

 
Figure 11: Schéma du mécanisme de la transition épithélio-mésenchymateuse.  
La transition épithélio-mésenchymateuse est un processus par lequel les cellules épithéliales perdent 
progressivement l’expression de protéines épithéliales pour acquérir l’expression de protéines 
mésenchymateuses (Modifié d’après R. Kalluri and R. Weinberg, The journal of clinical investigation 
clin, 2009 ; vol 119 number 6). 
 

a) La TEM de type I 
 

La TEM de type I est associée à des phénomènes physiologiques tels que l’embryogenèse et le 

développement des organes (Kalluri, 2009). Plus précisément, au cours de l’embryogenèse, la TEM de 

type I est associée à l’étape de gastrulation, produisant le mésoderme, l’endoderme et les cellules de la 

crête neurale. Elle permet à partir de l’épiblaste (épithélium primitif) de générer le mésenchyme 

primaire. Cependant, cette transition est réversible car une transition des cellules mésenchymateuses 

en cellules épithéliales (TME) est nécessaire afin de finaliser la différenciation des cellules et de 

permettre la structure tridimensionnelle des organes. Ainsi, le mésenchyme primaire peut subir une re-

transformation en épithélium secondaire. Ces cycles de TEM et TME permettent le développement du 

foie (Tanimizu and Miyajima, 2007), des îlots de Langerhans (Johansson and Grapin-Botton, 2002) 

ainsi que la formation du cœur (Nakajima et al., 2000; Nawshad et al., 2005).  

 

b) La TEM de type II 
 

La TEM peut également intervenir lors de processus de cicatrisation contribuant à l’apport des 

cellules mésenchymateuses nécessaires à la régénération tissulaire. Toutefois, en réponse à des 

conditions inflammatoires maintenues, la TEM dite de type 2 est associée à la fibrose du tissu, due à 

une réparation tissulaire excessive (Figure 12). Dans ce processus de fibrose, les fibroblastes 
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s’accumulent en sécrétant du collagène déposé en fibres, aboutissant à la dysfonction de l’organe. 

Iwano et al. ont démontré dans un modèle transgénique murin que les cellules épithéliales rénales 

pouvaient subir la TEM contribuant ainsi au phénomène de fibrose (Iwano et al., 2002). D’autres 

études démontrent que la TEM est associée à la fibrose du rein, du foie, du poumon et de l’intestin 

(Guarino et al., 2009; Kim et al., 2006). C’est vraisemblablement ce type de TEM qui est impliqué 

dans la BO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Schéma de la transition épithélio-mésenchymateuse de type 2.  
Cette transition intervient lors de processus de cicatrisation, régénération tissulaire. Sous l’influence 
du contexte inflammatoire, cette transition participe à la fibrose de tissu par l’accumulation de 
fibroblastes et le dépôt de MEC (Pain et al., 2014)  

 

c) La TEM de type III 

 

La TEM dite de type 3, fait référence à l’acquisition par les cellules épithéliales d’un 

phénotype migratoire comparable à celui acquis par les cellules cancéreuses (Thiery, 2002) ainsi que 

d’une résistance aux agents apoptotiques (Maestro et al., 1999; Vega et al., 2004) (Figure 13). Durant 

le processus métastasique, les cellules épithéliales perdent leur polarité et se détachent de la membrane 

basale. Ces cellules peuvent ainsi migrer via la circulation sanguine et former de nouveaux foyers 

métastatiques. Plusieurs études ont mis en évidence l’acquisition de marqueurs mésenchymateux par 

ces cellules métastatiques, comme l’α-SMA, FSP-1 (fibroblast specific protein 1 connue sous le nom 

S100A4), la vimentine ou encore la desmine (Yang and Weinberg, 2008). Ces marqueurs sont plus 

particulièrement exprimés par les cellules situées au niveau du front de migration de la tumeur, ce qui 



 Introduction   

	
  

 Page 39 
	
  

permet aux cellules de se détacher de la MEC et de coloniser d’autres organes (Brabletz et al., 2005; 

Thiery, 2002). 

 

Figure 13 : Schéma de la transition épithélio-mésenchymateuse de type 3.  
Cette transition est impliquée dans le développement de cancéreuse. 1) En effet, lorsque la cellule 
devient cancéreuse, elle perd toutes ses caractéristiques propres à son tissu d’origine. 2) Ces cellules 
acquièrent des capacités de dégradation de la MEC et de migration. 3) Enfin, les cellules cancéreuses 
sont capables de migrer vers d’autres organes par la circulation sanguine (Pain et al., 2014). 
 

I.3.2.2 Les voies de signalisations impliquées 

 

I.3.2.2.1  Mécanisme de la TEM 

 

La complexité du mécanisme de la TEM réside principalement dans la diversité des acteurs mis 

en jeu lors de cette transition, mais aussi sur leurs différents modes d’action. La structure du 

cytosquelette peut induire directement la TEM, en rompant les interactions cellules-cellules et 

cellules-MEC (Janda et al., 2002; Ozdamar et al., 2005) mais aussi par l’activation de facteurs de 

transcription nécessaires pour la synthèse de protéines impliquées dans la TEM (Huber et al., 2004; 

Peinado et al., 2003). L’environnement dans lequel s’effectue la TEM est très important car des 

signaux pléiotropiques comme ceux émis par les ROS produits lors de l’exposition aux MMPs 
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(Radisky, 2005) peuvent agir sur différentes voies de signalisations impliquées dans la TEM (Finkel, 

2003; Hussain et al., 2003). De plus, la TEM peut être induite par de multiples facteurs de croissance 

incluant le TGF-β, le FGF-2 (fibroblast growth factor), l’EGF (epidermal growth factor), le CTGF 

(connective tissue growth factor), l’IGF 2, IL-1, le HGF (hepatocyte growth factor). Ces facteurs de 

croissance ont des actions variables selon le contexte dans lequel ils sont sécrétés. Les β-caténines, 

protéines de liaison du cytosquelette avec les jonctions adhérentes, sont redistribuées de la surface 

cellulaire vers le noyau, sous l’influence de l’IGF II, facilitant la dissociation de cette protéine de l’E-

cadhérine (Morali et al., 2001). Le FGF2 est, quant à lui, considéré comme un inducteur partiel de la 

TEM dans les cellules rénales, induisant la sécrétion de MMP2 et MMP9 qui participent à la 

dégradation de la membrane basale (Strutz et al., 2002). Le HGF est un facteur de croissance impliqué 

dans la prolifération, la migration, la différenciation et la survie cellulaire. Son action est associée à 

celle du facteur de transcription Snail, qui participe à la répression de l’expression d’E-cadhérine et à 

la synthèse de protéines mésenchymateuses. L’HGF semble plutôt impliqué dans la TEM de type I, 

durant la formation des somites et des bourgeons cardiaques (Mizuno et al., 1998). Parmi les facteurs 

de croissance impliqués dans la TEM, le TGF-β1 est le facteur de croissance qui reste à ce jour le plus 

étudié.  

 

a) Rôle central du TGFβ 

 

Le TGF-β est une cytokine qui a de multiples rôles physiologiques dans le développement, 

l’inflammation, la réparation, la prolifération et la différenciation cellulaire. Cette cytokine a été déjà 

largement décrite comme inducteur de la TEM de type I, notamment lors de la formation des valves 

cardiaques et dans la fusion palatine (Nawshad et al., 2005, 2007; Sridurongrit et al., 2008). Dans une 

condition pathologique telle que le cancer du poumon, le TGF-β joue un double rôle. Dans les stades 

précoces de la pathologie, il agit comme un suppresseur de tumeur, alors que dans des stades plus 

avancés, le TGF-β favorise la TEM de type III en contribuant à la dissémination de métastases. 

Plusieurs études menées in vitro sur différents types de cellules épithéliales pulmonaires isolées de 

sujets sains ont démontré que l’exposition au TGF-β1 induit l’acquisition d’un phénotype 

mésenchymateux (Borthwick et al., 2009; Câmara and Jarai, 2010; Doerner and Zuraw, 2009; Gardner 

et al., 2012; Hackett et al., 2009; Heijink et al., 2010). 

Le TGF-β est une cytokine ubiquitaire qui présente plusieurs isoformes (TGFβ1, TGFβ2 

TGFβ3). La liaison du ligand induit la dimérisation des récepteurs de type I et II. Le récepteur de type 

II, qui possède une activité kinase constitutive, phosphoryle le récepteur de type I permettant 

l’activation d’une cascade de signalisation qui implique la voie canonique des protéines 

intracellulaires Smad associée à la régulation transcriptionnelle de gènes cibles. L’interaction du TGF-
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β avec ses récepteurs phosphoryle la partie C terminale de ces derniers et permet l’activation par 

phosphorylation des protéines Smad2 et Smad3 (Massagué, 2000). Smad4 s’associe en dimère avec 

Smad2/3 constituant un complexe protéique appelé Smad. Ce complexe est ensuite transloqué dans le 

noyau participant à la régulation transcriptionnelle de gènes cibles (Derynck and Zhang, 2003; Fuxe et 

al., 2010). Dans le cadre de la TEM, le TGF-β induit l’expression de HMGA2 (high motility group 

A2) par l’activation du complexe Smad. Ce dernier réprime l’expression du gène de l’E-cadhérine via 

la transcription des gènes Snail 1 et Snail 2, (respectivement Snail et Slug) (Cano et al., 2000; Thuault 

et al., 2006). Snail induit l’expression de protéines mésenchymateuses telles que la N-cadhérine, la 

fibronectine et la vitronectine, alors que Slug intervient dans le contrôle de l’expression de MMP2 et 

MMP9, participant à la dégradation du collagène de type IV (Xu et al., 2009) (Figure 14). Dans la 

TEM, les rôles des protéines Smad 2 et Smad 3 sont encore très discutés, mais de récentes études 

démontrent que la majorité des gènes cibles de la TEM induits par le TGF-β dépendent de Smad 3 

(Yang and Weinberg, 2008). Dans un modèle murin knockout de Smad 3, Zavadil et al ont démontré 

l’impossibilité d’induire la TEM sur des cellules épithéliales rénales traitées au TGF-β (Zavadil et al., 

2004). 

 

L’inhibition de la voie du TGF-β apparait donc comme une cible thérapeutique prometteuse 

afin d’empêcher le déclenchement de la TEM. De nombreuses études ont démontré que l’utilisation 

d’inhibiteurs du TGF-β ou de ses récepteurs réduisait le caractère métastasique et/ou affectait les 

propriétés d’invasion des cellules in vivo (Dumont and Arteaga, 2003; Subramanian et al., 2004; 

Yingling et al., 2004). Par exemple Smad 7 s’associe au récepteur TGF-β activé, empêchant la 

phosphorylation de Smad 2/3 (Miyazono, 2000). Le BMP-7 (bone morphogenetic protein-7), membre 

de la super famille du TGFβ, se fixe sur ses récepteurs, induisant la formation et la translocation 

nucléaire du complexe « Smad ». Ce complexe réprime la transcription de Zeb1 et Snail 1, facteurs de 

transcription réprimant le gène de l’E-cadhérine. La démonstration de l’inhibition de la TEM induite 

in vitro par le TGF-β a déjà été réalisée dans un modèle murin de fibrose rénale (Willis and Borok, 

2009; Zeisberg et al., 2003a, 2003b). Cependant, l’utilisation de ces inhibiteurs sur des CEB ne semble 

pas être capable d’inverser le processus de TEM (Hackett et al., 2009). Ceci suggère que l’induction 

de la TEM dépend du type cellulaire et tissulaire (Thiery, 2003). Plus récemment, Gardner et al. ont 

identifié une nouvelle cible thérapeutique, TAK1, qui semblerait impliquée dans l’induction de la 

TEM dans l’épithélium bronchique via le TGF-β1 et le TNFα (Gardner et al., 2012). 

L’induction de la TEM par le TGF-β s’effectue le plus souvent de façon dépendante de Smad 

mais peut aussi impliquer d’autres voies de signalisation, agissant de façon synergique avec la voie 

Smad (Zeisberg et al., 2003b). En effet, le TGF-β est capable d’activer les voies p38MAPK, PI3K et la 

voie ERK, dont l’implication a déjà été démontrée dans la TEM de type 3 (Bates and Mercurio, 2003; 

Ellenrieder et al., 2001). La voie RhoA peut être inhibée par le TGF-β, aboutissant à une 

déstabilisation du réseau des jonctions serrées. La voie des MAP Kinases (Ras/Raf) contribue à la 
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sécrétion autocrine du TGF-β (Xie et al., 2004). Dans certains cas, l’activation de ces protéines est 

nécessaire, mais pas suffisante pour induire la TEM (Zavadil and Böttinger, 2005). 

 

b) Autres voies de signalisation impliquées dans la TEM 

 

La voie β-caténine, induite par les ligands Wnt, a déjà été clairement identifiée dans les 

mécanismes de remodelage et de destruction tissulaire (Eger et al., 2004; Pongracz and Stockley, 

2006; Shin et al., 2010; Zavadil et al., 2001). Brièvement, le ligand Wnt se lie à son récepteur frizzled 

(fzd) aboutissant à la phosphorylation et l’inactivation de la kinase GSK-3β. Ceci contribue à 

l’accumulation cytosolique de β-caténine et à son transfert dans le noyau induisant la régulation 

transcriptionnelle de gènes contrôlés par exemple par le facteur lymphoïde LEF-1 et le facteur de 

transcription TCF1 (Pongracz and Stockley, 2006; Willis and Borok, 2007) (Figure 14). Cette voie a 

déjà été identifiée comme un médiateur de l’effet du TGF-β sur des cellules alvéolaires ATII 

(Königshoff and Eickelberg, 2010) et dans la fibrose pulmonaire (Königshoff et al., 2008). Les ligands 

de la voie notch ou NFκB ont également été mis en évidence dans la TEM  (Timmerman et al., 2004; 

Zavadil and Böttinger, 2005). 

 

L’importance des protéines de la voie de signalisation Sonic Hedgehog (SHh) a déjà été démontrée 

dans l’induction de la TEM (Karhadkar et al., 2004). La présence de SHh, libère l´inhibition que le 

récepteur Ptch maintient sur Smoothened (SMO), une protéine G associée au récepteur qui transduit le 

signal Hedgehogh (Hh) dans la cellule. L´activation de la voie SHh résulte de la translocation 

nucléaire des facteurs de transcriptions Gli, qui régulent la transcription de gènes impliqués dans la 

prolifération tels que les cyclines D et E et des gènes de la même voie Hh (Gli et Ptch) (Figure 14). 

Cette voie de signalisation est impliquée dans le processus de réparation de l’épithélium respiratoire 

(Watkins et al., 2003). La voie « canonique » Hh se trouve également impliquée dans la migration et 

invasion cellulaire, par la régulation de l´expression des gènes associés à la TEM (Wang et al., 2010). 

L´impact de la voie Hh dans la migration cellulaire et la TEM peut avoir des répercussions 

importantes dans les processus pathologiques comme la fibrose. Dans le poumon, des études sur des 

tissus humains ont mis en évidence une expression accrue du ligand Shh chez les patients porteurs de 

fibrose pulmonaire idiopathique (Cigna et al., 2012). Par ailleurs, la voie Hh se trouve également 

impliquée dans la transition mésenchymateuse des cellules tumorales associées à la formation de 

métastases (Varnat et al., 2009). L´impact que SHh peut avoir dans la migration cellulaire peut 

également résulter des interactions de cette voie avec d´autres facteurs ou voies de signalisation, tels 

que le TGF-β, un des facteurs principaux impliqués dans la TEM. De multiples évidences ont montré 

une interaction entre la voie Hh et la voie TGF-β/Smad au cours du développement animal mais aussi 
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dans les tissus adultes humains (Cigna et al., 2012; Dennler et al., 2009; Javelaud et al., 2012; Nolan-

Stevaux et al., 2009). 

 

 

 

 

Figure 14: Schéma des voies de signalisation impliquées dans la transition épithélio-
mésenchymateuse. 

 

I.3.3 La transition épithélio-mésenchymateuse dans la BO 

 

De nombreuses investigations ont été menées afin de démontrer l’implication de la TEM dans 

le remodelage bronchique au cours de pathologies chroniques telles que l’asthme, la BPCO et la BO. 

En effet, l’épithélium bronchique a été étudié comme une source potentielle de fibroblastes et 

myofibroblastes lors du remodelage chronique des voies aériennes. Au cours de ces pathologies, 

l’agression chronique de l’épithélium respiratoire (allergènes, allogénicité, infections répétées, fumée 

de cigarettes, polluants atmosphériques) aboutit au développement d’un contexte inflammatoire. En 
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réponse à l’inflammation, la réparation tissulaire se réalise de façon aberrante (ou non contrôlée), 

conduisant à une réponse fibroblastique excessive qui contribue à la production de MEC, au 

remodelage, et à terme à l’obstruction bronchique fixée. L’origine des fibroblastes responsables de 

l’accumulation de MEC est encore indéterminée. Ils pourraient provenir de la prolifération de 

fibroblastes résidents ou du recrutement de cellules progénitrices circulantes. La TEM enfin, a été 

identifiée comme une nouvelle source potentielle de fibroblastes dans les maladies bronchiques 

inflammatoires (Borthwick et al., 2009; Flanders, 2004; Holgate et al., 2000; Ward et al., 2005). Le 

rôle de la TEM dans ces pathologies est encore mal décrit, mais ce phénomène contribuerait à l’apport 

de nouvelles cellules mésenchymateuses, permettant l’activation et la prolifération des fibroblastes et 

myofibroblastes résidents, responsables de l’accumulation de la MEC. Cependant, la mise en évidence 

de ce processus reste complexe, du fait de la diversité des marqueurs utilisés pour l’identifier, et de la 

diversité de modèles d’études existant dans chaque pathologie.  

 

I.3.3.1 Les études menées chez l’homme 

 

L’implication de la TEM a été démontrée dans le rejet chronique rénal (Bedi et al., 2008; 

Hertig, 2008; Rastaldi et al., 2002; Robertson et al., 2004). De récentes études suggèrent l’implication 

de la TEM également dans le développement de la BO (Borthwick et al., 2009, 2010; Hodge et al., 

2009a; Ward et al., 2005). L’agression épithéliale, d’origine allo-immune ou non, aboutirait à un 

défaut de réparation de l’épithélium et contribuerait au processus fibrotique (Boehler and Estenne, 

2003; Estenne et al., 2002; Yousem, 1996). Cependant, les mécanismes cellulaires mis en jeux dans le 

remodelage bronchique de la BO ne sont pas encore élucidés. L’origine des fibroblastes pulmonaires 

est diverse, pouvant provenir de la prolifération de fibroblastes in situ ou du recrutement d’éventuels 

précurseurs circulants sur le site de l’inflammation.  

A partir de biopsies transbronchiques, Hodge et al. ont étudié le phenotype des CEB par une 

approche de cytométrie en flux. Ils ont montré une augmentation de l’α-SMA et de ED-fibronectine 

sur des CEB de patients atteints de BO, comparée à des patients transplantés pulmonaires sans BO. 

Ces auteurs ont réalisé un suivi longitudinal et ont mis en évidence une augmentation de S100A4, α-

SMA et ED-fibronectine sur un patient atteints de BO (Hodge et al., 2009a). Cependant, ces résultats 

doivent être confirmés sur un nombre plus important de patients permettant de déterminer s’il y a un 

lien entre les marqueurs myofibroblastiques et la BO. Le recrutement de précurseurs circulants peut 

également contribuer au remodelage. Des cellules souches mésenchymateuses peuvent être isolées 

dans les LBA de patients transplantés pulmonaires (Walker N et al, 2011). Ces cellules sont capables 

de se différencier en fibroblastes/myofibroblastes, sous des conditions inflammatoires, et 

contribueraient au processus de fibro-oblitération. 
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Le contexte inflammatoire chez les patients transplantés pulmonaires a été étudié. Plusieurs 

études ont montré que le taux de TGF-β1 était plus élevé dans les LBA de patients atteints de BO 

(Bergmann et al., 1998; El-Gamel et al., 1998; Magnan et al., 1996; Riise et al., 1998; Vanaudenaerde 

et al., 2008a). D’autres cytokines pro-inflammatoires, comme l’IL-8, le TNF-α et l’IL-1-β sont 

également retrouvées augmentées chez ces patients (Magnan et al., 1994; Riise et al., 1998; 

Vanaudenaerde et al., 2008b). Cet environnement inflammatoire pourrait contribuer à la TEM dans la 

BO. Le HGF est également retrouvé dans le LBA de patients atteints de BO (Hodge et al., 2009a). Ce 

facteur de croissance joue un rôle dans la réparation de l’épithélium après l’agression et peut 

également être partiellement inducteur de la TEM (Kalluri and Neilson, 2003; Myerburg et al., 2007). 

Son rôle double ne permet pas de déterminer dans cette étude s’il intervient dans la TEM 

physiologique, au cours de la réparation tissulaire, ou dans la TEM pathologique participant à la 

fibrose du tissu. 

  

Ces investigations menées sur des LBA et des biopsies bronchiques issues de patients 

transplantés pulmonaires ne permettent pas de déterminer l’origine des fibroblastes contribuant à 

l’obstruction bronchique. Ceci souligne la difficulté de conclure sur l’influence de la TEM dans le 

remodelage bronchique à partir de ce type de prélèvement. Cependant, si la TEM est impliquée dans le 

remodelage, il est nécessaire d’en comprendre les mécanismes afin de développer de nouvelles 

thérapeutiques qui contribueraient à limiter voir abroger le remodelage (Borthwick et al., 2009; Forrest 

et al., 2005; Gardner et al., 2012; Hodge et al., 2009). 

 

I.3.3.2 La TEM dans les modèles animaux de bronchiolite oblitérante 

 

Plusieurs modèles animaux ont été développés afin d’étudier la BO. Ces modèles sont des 

outils utiles pour détailler les mécanismes impliqués dans la BO et tester les différents traitements 

potentiels. 

I.3.3.2.1 La transplantation trachéale hétérotopique 

 

La transplantation hétérotopique consiste à remplacer un organe à distance de sa position 

anatomique d’origine. Les premiers modèles furent développés en 1993 et consistaient à transplanter 

des anneaux trachéaux sous la peau et dans la cavité abdominale de rats (Davreux et al., 1993) ou 

souris (Hertz et al., 1993). Ces modèles permettaient d’obtenir des lésions histologiques de BO, 

reproductibles et assez simples techniquement (Hele et al., 2001). L’utilisation de ces modèles a 

permis de distinguer trois phases dans le développement de la pathologie.  
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La première phase est ischémique, marquée par une desquamation de l’épithélium respiratoire 

au niveau de l’allogreffe (Boehler et al., 1997). La même phase est observée chez les isogreffes, mais 

ces dernières régénèrent au bout de 7 jours. S’en suit une seconde phase caractérisée par une 

infiltration lymphocytaire et enfin une dernière phase durant laquelle il y a une perte de l’épithélium et 

une oblitération fibreuse progressive de l’allogreffe (Boehler et al., 1997). Suite à cette perte 

d’épithélium, il peut être observé un amincissement et une fragmentation de la membrane basale 

(Rumbley et al., 2001). La perte d’intégrité de la membrane basale permet l’infiltration lymphocytaire 

dans la muqueuse trachéale, reproduisant histologiquement la bronchite lymphocytaire retrouvée chez 

l’homme. Cet infiltrat concerne les LT CD4+ et CD8+ (Neuringer et al., 1998), les cellules NK et les 

macrophages (Belperio et al., 2002a) et plus tardivement les myofibroblastes (Neuringer et al., 1998). 

Rooponen et al. ont démontré que les cytokines sécrétées par les LT Th17 sont impliquées dans le 

phénomène inflammatoire, associé à une réponse Th1 (Ropponen et al., 2011). Dans ce modèle 

d’allogreffe trachéale, l’agression de l’épithélium est principalement d’origine alloimmune. 

L’utilisation de ces modèles a contribué à détailler l’importance de la réponse immune, plus 

particulièrement le rôle des molécules de CMH, des LT et LB. Egalement, ces modèles ont été utiles 

pour décrire le phénomène fibroprolifératif. Des expériences sur des souris knock down pour Smad 3 

(Ramirez et al., 2006) ont démontré le rôle du TGF-β dans la différenciation myofibroblastique et la 

fibrose pulmonaire. La contribution de l’angiogenèse dans la fibroprolifération a pu être mise en 

évidence par l’utilisation d’un modèle de transplantation trachéale hétérotopique, notamment l’axe 

CXCL2/CXCR2 impliqué dans le remodelage vasculaire (Belperio et al., 2005). Des mécanismes non 

alloimmuns comme la production de protéases digestives contribuent au phénomène fibro-oblitératif 

(Adams et al., 2000). En effet, une fibrose oblitérative comparable à celle des allogreffes est observée 

lorsque l’épithélium des isogreffes est dénudé par ces protéases (Adams et al., 2000). 

Toutefois, ce modèle hétérotopique diffère par rapport à la BO humaine (Sato et al., 2009). 

Tout d’abord, la vascularisation du greffon dépend de la néo-vascularisation et de ce fait il est sujet à 

l’ischémie, même si, dans ce modèle, l’ischémie ne contribue pas au phénomène fibro-oblitératif 

(Boehler et al., 1997). De plus, la BO retrouvée chez l’humain est un processus chronique qui 

s’effectue plusieurs mois après la transplantation. L’oblitération des voies aériennes est ici observée 

quelques semaines après la transplantation, et ce dans des conditions idéales de rejets, c’est à dire en 

absence d’immunosuppression et incompatibilité complète.  
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I.3.3.2.2 La transplantation pulmonaire orthotopique 

 

La transplantation orthotopique se définit par le remplacement d’un organe à son emplacement 

anatomique d’origine. Ce modèle permet d’effectuer une intervention analogue à celle réalisée chez 

l’homme, ce qui requiert une certaine technicité.  

Les premiers modèles expérimentaux consistaient à effectuer une transplantation mono-

pulmonaire chez le rat qui en l’absence d’immunosuppression développait un rejet aigu aboutissant à 

la destruction et la nécrose du greffon (Marck KW et al., 1979), (Romaniuk et al., 1987). Ce modèle a 

également été utile pour la mise en évidence de la réponse alloimmune à l’encontre du collagène V, 

suggérant l’implication d’un processus auto-immun dans la BO (Burlingham et al., 2007). Ce modèle 

orthotopique a permis d’étudier l’influence du RGO (Li et al., 2008) ainsi que la mort cérébrale du 

donneur dans le développement de la BO. Cependant, des études démontrent que les lésions observées 

avec ce modèle de rat ne sont pas typiques de la BO retrouvée chez l’homme (Matsumura et al., 1995) 

et remettent en cause la reproductibilité du modèle (Hirschburger et al., 2007).  

Un modèle de transplantation pulmonaire orthotopique a été développé chez la souris 

(Jungraithmayr et al., 2009; Okazaki et al., 2007a). Ce modèle permet l’utilisation de souris 

transgéniques pour étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans la BO. Des similarités entre 

ce modèle et le modèle hétérotopique sont retrouvées, plus particulièrement dans l’augmentation de 

facteurs de croissance critiques dans le développement de la BO, mais aussi dans le dépôt interstitiel 

de collagène (Okazaki et al., 2007b). Comparé aux modèles hétérotopiques, l’épithélium pulmonaire 

est intact suggérant que la réponse allogénique n’agit pas seule dans la destruction des cellules 

épithéliales pulmonaires. 

Ce modèle de transplantation orthotopique a été développé sur des plus grands animaux 

comme le porc (al-Dossari et al., 1994), du fait de ses similitudes avec l’homme, d’un point de vue 

anatomique et immunologique (Sato et al., 2009). Ce type de modèle permet également de réaliser des 

biopsies transbronchiques, des LBA et des scanners couramment effectués dans le suivi de patients 

transplantés pulmonaires. Toutefois, la transplantation orthotopique chez le porc ne permet pas 

d’observer le phénomène de fibro-oblitération (Schmid et al., 1997). Il semblerait que le modèle 

réalisé chez le porc stimulerait la réponse immunitaire par l’expression constitutive de molécule de 

CMH II issue des cellules endothéliales et épithéliales (Kallio et al., 1997; Salminen et al., 2002). Ce 

modèle est actuellement utilisé pour la phase pré-clinique afin de déterminer l’efficacité et les effets 

secondaires de nouvelles thérapies. 

Ces modèles animaux sont des outils intéressants pour étudier l’implication de la TEM dans la 

BO. En effet, le recours à des souris transgéniques permettrait de déterminer l’origine des fibroblastes 
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et ainsi évaluer la participation de la TEM dans le remodelage bronchique. Pour exemple, Jonhson et 

al ont développé un modèle transgénique murin pour la protéine du surfactant C, exprimée par les 

cellules épithéliales pulmonaires (Johnson et al., 2011). Après 5 jours d’exposition à un allergène 

d’acarien, les cellules épithéliales sont capables de subir une TEM en co-exprimant la protéine 

S100A4 et en s’accumulant dans le muscle lisse. D’autres cellules épithéliales co-exprimant la 

vimentine sont localisées de façon sous-épithéliale. Ces résultats suggèrent l’implication de la TEM 

dans le remodelage bronchique associé à l’asthme. Même si le modèle animal comporte des limites 

dans l’étude des pathologies bronchiques, il reste un outil puissant permettant d’identifier l’origine des 

cellules participant au remodelage.  

Cependant, ces modèles animaux sont parfois éloignés de la pathologie étudiée. Leur 

utilisation implique des compétences techniques mais aussi génère un coût financier notamment pour 

le suivi et l’entretien de ces animaux. Enfin sur le plan éthique, des alternatives à l’expérimentation 

animale doivent systématiquement être recherchées. 

 

I.3.3.3 Etude de la TEM dans les modèles cellulaires 
 

L’utilisation de culture cellulaire est une nouvelle approche qui permet d’étudier les 

mécanismes cellulaires impliqués dans la TEM. Ces cultures cellulaires ont contribué à l’identification 

de facteurs clés de la TEM. Des modèles de co-culture permettent de tester l’influence de facteurs 

environnementaux, le contexte inflammatoire ou d’autres acteurs cellulaires dans l’induction de la 

TEM.  

I.3.3.3.1 Les lignées cellulaires 

 

De nombreuses études ont été menées sur des lignées cellulaires épithéliales afin de démontrer 

l’implication de la TEM dans les pathologies bronchiques. L’utilisation de ces lignées permet 

d’obtenir des cellules de façon régulière et en grand nombre. 

La lignée cellulaire beas-2b (B2b) est composée de CEB provenant d’un donneur lors d’une 

autopsie puis infectées par le virus hybride SV40. Cette lignée a été utilisée pour des études 

structurales et fonctionnelles de l’épithélium, incluant la régulation de cytokines (Atsuta et al., 1997; 

Mullol et al., 1996), et la réponse suite à l’exposition au tabac (Sun et al., 1995), à des particules 

(Steerenberg et al., 1998) et à l’hyperoxie (Pietarinen-Runtti et al., 1998; Wright et al., 1996). Des co-

cultures avec des LT ont contribué à démontrer l’implication des LT CD8+ dans l’agression 

épithéliale (Smith et al., 2000a) et des molécules CMH I du donneur (Nakajima et al., 1999) au cours 
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de la transplantation pulmonaire. La lignée cellulaire 16HBE14O- est issue d'un isolement de CEB 

humaines chez un individu sain. Cette lignée cellulaire a été développée pour étudier le gène CFTR. 

Des modèles polarisés ont été utilisés pour l’étude du transport de molécules (Forbes and Ehrhardt, 

2005; Forbes et al., 2003) et le transfert de gènes (Pouton et al., 1998; Stern et al., 1998). Des co-

cultures en présence d’un extrait d’acarien combiné au TGF-β1 démontrent l’action protéolytique de 

cet allergène sur les contacts intercellulaires en libérant les β-caténines des jonctions adhérentes et en 

accentuant la diminution d’expression d’E-cadhérine et l’augmentation de la vimentine (Heijink et al., 

2010). D’autres cultures à partir de 16HBE14O- ont démontré l’influence de la fumée de cigarette 

(Schamberger et al., 2013). Enfin, la lignée cellulaire pulmonaire A549 provient des cellules 

épithéliales basales d’un adénocarcinome alvéolaire humain. Elles sont largement utilisées pour 

l’étude in vitro de la TEM de type III (impliquée dans les cancers). Egalement, cette lignée est utilisée 

en complément des études réalisées avec des CEB primaires (Borthwick et al., 2010) ou d’autres 

lignées cellulaires (Reznik et al., 2001; Smith et al., 2000b). 

Cependant, ces lignées posent certaines limites. Tout d’abord, même si elles sont issues de 

tissus pulmonaires humains, ce sont des cellules immortalisées et donc perdent l’inhibition de contact. 

De plus elles subissent des modifications génétiques qui les éloignent du profil cellulaire retrouvé en 

contexte physiologique.  

 

I.3.3.3.2 Les cellules bronchiques primaires 
 

De plus en plus d’études sont maintenant réalisées à partir de cultures primaires de CEB, 

issues de donneur sain. Ces cultures ex vivo peuvent se réaliser en interface air-liquide (ALI) 

permettant de se rapprocher des conditions physiologiques. Même si la différenciation cellulaire 

s’effectue artificiellement, elle permet d’obtenir un épithélium différencié, organisé avec des jonctions 

serrées et des cils vibratiles. Les résultats obtenus avec ces cultures peuvent fluctuer, en raison 

principalement des caractéristiques des différents donneurs. Cependant, ces cultures cellulaires sont 

intéressantes pour étudier l’effet d’une co-culture avec un autre type cellulaire, des cytokines, un agent 

pharmacologique ou un antigène. 

Certaines études décrivent l’implication des CEB comme la cible majeure de la réponse 

immune. Ces cellules joueraient un rôle central dans le développement de la BO (Fernández et al., 

2004a; Jaramillo et al., 2003; Mauck and Hosenpud, 1996). Mauck et al. ont exploré ce concept ex 

vivo en démontrant que les CEB n’induisent pas uniquement une réponse alloimmune mais expriment 

différents facteurs de croissance qui peuvent jouer un rôle dans le développement de la BO (Mauck 

and Hosenpud, 1996). Ces résultats ont été confirmés par Jaramillio et al, qui ont démontré que les 
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anticorps anti-HLA de classe I sont capables d’activer les CEB, aboutissant à l’apoptose de ces 

cellules par la production de facteurs fibrotiques (Jaramillo et al., 2003). Une étude menée sur des 

biopsies et des cultures ex vivo de CEB de patients transplantés pulmonaires, démontre que les CEB 

sont capables d’exprimer la S100A4 (Ward et al., 2005). De la même façon, les auteurs démontrent 

une augmentation de la sécrétion de pro-MMP9 après stimulation avec du TGF-β1 et confirment que 

ces cellules sont capables d’envahir un gel de collagène. Cette étude constitue la première 

démonstration de l’effet du TGF-β1 sur des CEB issues de patients transplantés pulmonaires en 

culture primaire. Il serait intéressant de réaliser une cinétique de ces cultures dans le but de déterminer 

si la modification du phénotype cellulaire observée correspond à la réparation tissulaire ou à un 

processus fibrotique pathologique. En ce sens, ces investigations permettraient éventuellement 

d’identifier des marqueurs prédictifs du remodelage lié à la BO. Toutefois ces expériences ne prouvent 

pas le lien direct entre la TEM et la BO, mais soulignent plus la plasticité des CEB de patients 

transplantés pulmonaires que le rôle du TGF-β1 dans la TEM (Borthwick et al., 2009). Des études 

menées sur l’environnement inflammatoire de cette pathologie montrent que le TGFβ reste un des 

meilleurs candidats impliqués dans ce processus de fibrogenèse. A partir de biopsies issues de patients 

atteints de BO stimulées par du TGF-β1, Borthwick et al. a démontré que les CEB étaient capables de 

subir une TEM caractérisée par une diminution d’expression d’E-cadhérine et une augmentation de 

l’expression de vimentine et de α-SMA. Le phénotype mésenchymateux se retrouve accentué en co-

traitement par le TGF-β1 et le TNFα. Borthwick et al ont démontré que le co-traitement par le TGF-β1 

avec soit le TNFα soit l’IL1-β, mais pas l’IL-8, accentuait le processus de TEM (Borthwick et al., 

2009). D’autres éléments environnementaux liés à la transplantation pulmonaire ont déjà été testés 

comme inducteurs potentiels de la TEM. En effet, les infections bactériennes, comme celles dues à P. 

Aeruginosa, ont déjà été associées à une augmentation significative de l’inflammation chez des 

patients transplantés pulmonaires (Vos et al., 2008). Ainsi, Borthwick et al a testé l’influence de cette 

infection dans le processus de TEM sur des CEB provenant de patients transplantés pulmonaires. Les 

résultats montrent que P. Aeruginosa seul n’est pas capable d’induire la TEM, mais qu’en présence de 

TGF-β1, il accentue la TEM et ce indirectement via l’activation de cellules immunitaires (Borthwick 

et al., 2011). Ces données soulignent la potentielle implication des cellules immunitaires dans la TEM 

chez le patient transplanté pulmonaire. Par ailleurs, les traitements immunosuppresseurs ont déjà été 

décrits comme de potentiels acteurs de la TEM dans le rejet chronique de rein (Strutz, 2009), mais 

actuellement aucune étude n’a été réalisée dans la BO. D’autres investigations sur des cultures ex vivo 

sont nécessaires afin de tester d’autres facteurs de risques comme l’influence de l’infection au CMV 

sur l’induction de la TEM. Des fibroblastes ont été identifiés dans les LBA de patients atteints de BO 

(Pollock et al., 2013). Une étude menée sur leur phénotype et leur activité démontre que ces derniers 

acquièrent un phénotype non proliferatif et sécréteur de MEC (Andersson-Sjöland et al., 2011). 
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II- RATIONNEL 
	
  

L’agression épithéliale, d’origine allo-immune ou non allo-immune, aboutit à la dysfonction de 

réparation de l’épithélium et contribue au processus fibrotique. L’épithélium respiratoire contribue très 

largement au phénomène fibrotique par la sécrétion de facteurs de croissance et de médiateurs de 

l’inflammation. Certaines études décrivent l’implication des CEB comme la cible majeure de la 

réponse immune et ces cellules joueraient un rôle central dans le développement de la BO. Cependant 

les mécanismes cellulaires lors de ce remodelage restent encore à déterminer. De récentes études 

suggèrent l’implication de la TEM dans la BO (Borthwick et al., 2009; Flanders, 2004), mais ces 

travaux n’ont pas permis de prendre en compte le rôle des cellules immunitaires dans un contexte 

allogénique tel que celui de la transplantation pulmonaire. 

 

II.1 Hypothèse testée 
	
  

L’hypothèse est de déterminer si le contexte allogénique crée par l’interaction des CEB et des 

cellules immunitaires au cours de la transplantation pulmonaire contribue au remodelage bronchique 

via un processus de TEM (Figure 15). 

 

Figure 15: Hypothèse de l’influence du contexte allogénique sur la transition épithélio- 
mésenchymateuse au cours de la dysfonction chronique du greffon. 
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II.2 Les objectifs 
	
  

 L’objectif de mon travail de thèse a été de mettre en place un nouveau modèle in vitro de co-

culture entre les CEB du donneur et les cellules immunitaires allogéniques, dans le but de tester 

l’influence du système immunitaire du receveur sur la TEM des CEB au cours de la transplantation 

pulmonaire. 

Dans une première partie, l’objectif a été de tester la faisabilité du modèle sur des lignées 

cellulaires de CEB afin de déterminer les conditions de cultures optimales pour la réalisation de ce 

modèle et mettre au point les techniques d’investigation nécessaires à l’étude de ce modèle. 

 

Dans une deuxième partie, nous avons appliqué ce modèle sur des CEB en culture primaire 

issues de donneur sain au cours de la transplantation pulmonaire afin de tester l’influence du contexte 

allogénique sur la TEM dans le développement du CLAD. Egalement ce modèle a pour but 

d’identifier et de valider de potentiels biomarqueurs prédictifs du CLAD. 
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III- RESULTATS 
 

III-1 Partie I : Mise en place d’un modèle de co-culture en contexte 

allogénique 

 

III.1.1 Introduction 

 

La dysfonction chronique du greffon est la principale complication à long terme de la 

transplantation pulmonaire (Christie et al., 2010a). Cette dysfonction se manifeste par des lésions de 

bronchiolite oblitérante (BO). Ces lésions sont caractérisées par une réparation épithéliale excessive et 

un remodelage bronchique aboutissant à l’obstruction due au dépôt de matrice extracellulaire (MEC). 

Cependant les mécanismes cellulaires, mis en jeux dans le remodelage bronchique de la BO, ne sont 

pas encore élucidés. L’origine des cellules responsable de l’accumulation de MEC est encore inconnue. 

Il pourrait s’agir de la prolifération de fibroblastes résidents ou du recrutement de cellules 

progénitrices circulantes. 

 

Bien que la réponse alloimmune joue un rôle dans le développement de la BO, l’épithélium 

respiratoire contribue très largement au phénomène fibrotique par la sécrétion de facteurs de 

croissance et de médiateurs de l’inflammation. Certains auteurs décrivent les cellules épithéliales 

bronchiques (CEB) comme la cible majeure de la réponse immune. Elles joueraient un rôle central 

dans le développement de la BO (Fernández et al., 2004a; Jaramillo et al., 2003; Mauck and Hosenpud, 

1996) par la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) dans le processus de remodelage 

bronchique (Borthwick et al., 2009, 2010; Hodge et al., 2009a; Ward et al., 2005). 

 

La TEM correspond à la perte du phénotype épithélial des CEB, caractérisée par la perte de 

l’expression des protéines de jonction telles que l’E-cadhérine et la Zonula Occludens (ZO). Au cours 

de la TEM, ces CEB acquièrent un phénotype mésenchymateux mis en évidence par l’expression de 

vimentine, de S100A4, et de fibronectine. Ces cellules deviennent alors capables de migrer et de 

sécréter des molécules de la MEC (MMP et collagènes). 

 

De précédentes études se sont focalisées sur le contexte inflammatoire et plus particulièrement 

le rôle du TGF-β1, considéré comme le principal inducteur de la TEM au cours du remodelage 

bronchique (Borthwick et al., 2010; Hackett et al., 2009; Ward et al., 2005). Cependant, il n’existe 
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aucunes données démontrant l’influence des cellules immunitaires sur la TEM dans un contexte de 

remodelage bronchique. Le but de ce travail est de mettre en place un modèle in vitro de co-culture 

entre des CEB et des cellules immunitaires allogéniques. Le modèle cellulaire le plus physiologique 

est l’utilisation de CEB primaires. Cependant ce type de matériel n’était pas encore disponible au 

début de ce projet, nous avons donc réalisé ce modèle à partir de deux lignées cellulaires bronchiques : 

les beas-2b (B-2b) et les 16HBE14O-. Cette étape de mise au point nous a permis de démontrer la 

faisabilité du modèle et de déterminer les meilleures conditions de culture. Enfin, ce modèle a été testé 

en utilisant les 16HBE14O- permettant d’étudier l’influence des cellules immunitaires allogéniques 

sur le profil des CEB.  

 

III.1.2 Matériels et méthodes 

 

III.1.2.1 Modèle de co-culture cellules épithéliales pulmonaires, 

lymphocytes et monocytes 

	
  

III.1.2.1.1 Préparation des cellules immunitaires 

 

Les cellules immunitaires proviennent de sang de donneurs sains issus de l’établissement 

français du sang. Le sang est élutrié permettant de séparer les monocytes des lymphocytes 

périphériques (Plateforme DTC, Nantes). Un tri magnétique est effectué séparément sur chaque 

population cellulaire afin, d’une part d’augmenter la pureté de l’élutriation des monocytes et, d’autre 

part, d’isoler spécifiquement les LT. Brièvement, chaque population cellulaire est comptée et incubée 

avec des billes magnétiques, couplées à des anticorps anti-CD-3 pour les LT et anti-CD14, pour les 

monocytes (Mylteni biotech) pendant 15 minutes à 4°C. Les cellules sont ensuite lavées et triées à 

l’aide de l’automacs (Mylteni biotech). Les cellules sont ensuite comptées en cellule de Malassez 

après une dilution au ½ avec du bleu trypan. Les monocytes sont ensemencés (1x106 cellules/mL) en 

plaque 24 puits dans du milieu RPMI-1640 (Gibco) avec 1% de sodium pyruvate (Gibco), 5% de 

sérum de veau fœtal (Eurobio) et 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine (Gibco). 

Les LT sont repris dans du milieu complet supplémenté avec 100UI/mL d’IL-2 (Immunotools) et 

stimulés pendant 4 jours dans une plaque 96 puits préalablement coatée avec un anti-CD3 (18h) 

(OKT3, ebioscience).   

Pour l’étude de la cinétique d’activation, les cellules sont mises en présence d’anti-CD3 

(stimulées) et comparées par rapport à un contrôle non stimulé. La vérification de l’activation des LT 

se réalise par cytométrie en flux. Brièvement, les cellules sont centrifugées puis le culot cellulaire est 
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repris avec un anticorps dirigé contre la partie extracellulaire du récepteur à l’IL-2 (CD25-FITC, 

Beckman) et un marqueur de viabilité (Amcyan, life technologies) tous deux préalablement dilués 

dans du PBS/SVF 5%. Les cellules sont incubées à 4°C à l’obscurité pendant 20 minutes. Après une 

étape de lavage et de centrifugation, les culots cellulaires sont resuspendus dans du PBS/SVF 5% puis 

analysés au cytomètre de flux (LSRII, BD Bioscience – palteforme cytocell SFR François Bonamy). 

Les analyses sont effectuées sur le logiciel FACS DIVA (BD, bioscience). 

 

III.1.2.1.2 Culture des lignées cellulaires bronchiques 

	
  

La lignée cellulaire B-2b est issue de cellules bronchiques provenant d’un donneur lors d’une 

autopsie qui ont été immortalisées par l’infection avec le virus hybride SV40 (ATCC). La lignée 

16HBE14O- a été obtenue auprès du Dr Dieter Gruenert (California Pacific Medical Center, San 

Francisco, CA, USA). Les cellules de cette lignée transformée proviennent d'un isolement de cellules 

épithéliales bronchiques humaines. 

Chacune de ces lignées est cultivée dans des flasques de 75 cm2, préalablement revêtues d’une 

solution à base de collagène de queue de rat I (Gibco), afin de créer un support biologique ayant des 

caractéristiques proches d’une lame basale. Toutes les lignées sont maintenues à 37°C dans un 

incubateur humidifié, en présence de 5% de CO2. Les cellules sont cultivées dans un milieu MEMα 

auquel est rajouté du sérum de veau fœtal (SVF 5%), 1% de L-Glutamine et un cocktail 

d’antibiotiques (100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine). Lorsqu’elles sont à 90% de 

confluence, elles sont repiquées à l’aide d’une enzyme la trypsine (Gibco). Son activité est 

interrompue par l’addition de 5 mL de milieu de culture. Les flasques sont rincées plusieurs fois avec 

du milieu de culture et les cellules agglomérées sont séparées par des allers-retours successifs avec la 

pipette. La concentration cellulaire est déterminée après un comptage sur lame de Malassez avec une 

dilution au ½ avec du bleu trypan. Les cellules sont ensuite ensemencées soit dans une nouvelle 

flasque (pour l’entretien de la lignée cellulaire) soit ensemencées sur des transwells (pour expérience). 

Ces transwells sont des membranes de polyester de porosité 0,4µm et permettent de séparer un 

compartiment basal et un compartiment apical (Transwell clear, Corning). Tous les supports utilisés en 

culture sont préalablement coatés avec du collagène de queue de rat I pendant 2 heures (Gibco, 

France) facilitant l’adhérence cellulaire.  
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III.1.2.1.3 Mise en co-culture 

 

 Après 4 jours de stimulation avec un anti-CD3 et de l’IL-2, les LT sont lavés puis comptés. 

Les monocytes sont récupérés, lavés et comptés. À confluence des CEB, les transwells sont donc 

inversés et une goutte de cellules immunitaires, contenant 300 000 LT et/ou 150 000 monocytes par 

puits est déposée sur la face inférieure du filtre. Les transwells coatés sont placés à 37°C pendant 2 

heures. Au terme de l’incubation, les transwells sont remis dans leur sens conventionnel avec du 

milieu au pôle basolatéral. Les co-cultures sont réalisées pendant 5 jours (Figure 16). 

 

 

 

Figure 16 : Schéma de la co-culture cellules épithéliales et cellules immunitaires.  
(A) : Les cellules épithéliales sont cultivées sur un transwell en condition liquide-liquide, jusqu’à la 
confluence cellulaire. (B) : Les cellules immunitaires sont coatées en face inférieure du transwell dans 
une goutte de milieu pendant 2 heures à 37°C. (C) A la fin de l’incubation, le transwell est retourné, 
dans sa position initiale. Le milieu au pôle apical est retiré créant une interface air-liquide (ALI). 
 

III.1.2.2 Investigation sur les cellules épithéliales 

	
  

III.1.2.2.1 Mesure de la résistance trans-épithéliale 

L’intégrité des jonctions étanches est évaluée par la mesure de la résistance trans-épithéliale 

(RTE) en utilisant un Volt Ohm-mètre (EVOM2, World Precision Instruments). Avant toute mesure, la 

sonde est désinfectée à l’éthanol 70% puis rincée avec de l’eau stérile. La sonde est ensuite étalonnée 

dans du milieu de culture préalablement conditionné à 37°C. Les mesures sont effectuées en triplicat 

par puits. Chaque valeur expérimentale obtenue est exprimée en ohms/cm2. 
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III.1.2.2.2 Mesure de la perméabilité 

	
  

Cette expérience permet de déterminer si le réseau de jonction est fonctionnel en évaluant le 

transport paracellulaire. Une solution de Dextran-FITC 4kDa (Sigma) à 1 mg/mL est appliquée au 

pôle apical de la culture. Un prélèvement de milieu est effectué au pôle basolatéral. La fluorescence 

est mesurée au cours du temps (pendant 8 heures) au spectrophotomètre (VICTOR X Multilabel Plate 

Reader, Perkin Elmer). 

 

III.1.2.2.3 Extraction de l’ARN et des protéines 
 

L’extraction des protéines et de l’ARN des CEB en culture est réalisée avec le kit 

NucleoSpin® Macherey Nagel Acid Nucleic and Protein Extraction. Les CEB sur le transwell sont 

lysées avec un agent chaotropique (RP1). Le lysat est ensuite filtré sur colonne et la partie éluée est 

reprise avec de l’éthanol 70%. Après centrifugation l’ARN est adsorbé sur une membrane de silice et 

la fraction protéique se retrouve dans l’éluat. Un traitement à la DNAse est effectué afin d’éviter toute 

contamination par de l’ADN génomique. Les ARN sont élués, dosés au nanodrop (Nanodrop 2000, 

spectrophotometers, Thermo Scientific) et conservés à -80°C.  La fraction protéique est précipitée puis 

purifiée, et reprise dans du PSB-TCEP (agent dénaturant). Les protéines sont dénaturées 3 minutes à 

98°C. Après centrifugation, les surnageants sont conservés puis congelés à -20°C. 

 

III.1.2.2.4 Analyse de l’expression protéique 

 

 La concentration protéique des échantillons est déterminée par une réaction colorimétrique 

(Macherey Nagel). 50µg de protéines sont déposés sur un gel à gradient (Biorad) et séparés selon leur 

poids moléculaire. Le transfert des protéines sur une membrane de nitrocellulose est réalisé à l’aide 

d’un transblot® (Biorad). Après vérification du transfert protéique par une coloration au rouge 

Ponceau, la membrane est saturée dans du TBS (tris buffer saline) – Tween 0,1% Lait 5%. Les 

anticorps primaires et les dilutions utilisées sont indiqués dans le tableau 2. Les anticorps primaires 

sont dilués dans du TBS-Tween 0.1%-Lait 5% et incubés toute la nuit à 4°C. La membrane est ensuite 

rincée dans du TBS-Tween 0.1%, puis incubée avec les anticorps secondaires (Goat anti mouse IgG-

HRP, Goat anti rabbit IgG-HRP, Santa Cruz) couplés à la péroxydase (HRP). 3 lavages avec du TBS-

Tween 0.1% sont réalisés. Les membranes sont révélées grâce à un kit de détection de 

chemiluminescence (Clarity BioRad) et le signal émis est quantifié par caméra (imageLab Biorad). La 

normalisation du western blot est réalisée par rapport à la GAPDH. 
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Anticorps Fournisseur Dilution 

ZO-1 (Rabbit) Life technologies 1/500 

E-cadhérine (Mouse) Life technologies 1/500 

Claudine-1 (Rabbit) Life technologies 1/500 

GAPDH Santa Cruz 1/7500 

Goat anti mouse IgG-HRP Santa Cruz 1/10 000 

Goat anti rabbit IgG-HRP Santa Cruz 1/10 000 

 

Tableau 2: Tableau des anticorps utilisés en western blot et en Immunofluorescence 
 

III.1.2.2.5 Immunofluorescence 

 

Après avoir rincé les transwells avec du PBS, l’épithélium est fixé avec du paraformaldéhyde 4% 

pendant 10 minutes. Après 3 rinçages avec du PBS/BSA 1% (Bovine sérum albumine), l’épithélium 

est perméabilisé avec une solution de PBS/Triton 0,1%. Après 3 rinçages, l’épithélium est incubé avec 

une solution d’anticorps primaires dilués dans du PBS/BSA 1% (Tableau 3). Après une série de 

lavages, les cellules sont incubées avec des anticorps secondaires couplés à un fluorochrome (Tableau 

n°X). Les noyaux sont marqués avec un agent intercalant de l’ADN (DAPI). Après 3 lavages,  le 

montage en lame-lamelle est réalisé dans du prolong gold (Lifetec®). Les lames sont observées sous 

microscope à épifluorescence (Axiovert 200M Carl  Zeiss). Les images sont traitées par le logiciel 

Axiovision 4.5, (Carl Zeiss).  

 

Anticorps Fournisseur Dilution 

ZO-1 (Rabbit) Life technologies 1/250 

E-cadhérine (Mouse) Life technologies 1/250 

Alexa fluor 488 chicken anti mouse IgG Life technologies 1/1000 

Alexa fluor 568 goat anti rabbit IgG Life technologies 1/1000 

Dapi Life technologies 1/2000 

Prolong-Gold Life technologies 1/1000 

 

Tableau 3 : Tableau des anticorps utilisés en immunofluorescence. 
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III.1.2.2.6 Dosage des cytokines par multiplex 

 

Les cytokines présentes dans les surnageants de culture sont dosées par technique multiplex, à 

l’aide d’un kit 27-plex  (Bio-Plex ProTM, BIO-RAD). Cette technique présente l’avantage de 

quantifier simultanément à l’aide de billes magnétiques, 27 cytokines (IL-1β, IL-1rα, IL-2, IL-4, IL-5, 

IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17, basic FGF, eotaxin, G-CSF, GM-CSF, 

IFN-γ, CXCL10, CCL2, CCL3, CCL4, PDGF-B, RANTES, TNF-α, VEGF) dans un même 

échantillon.  

Lors de l’analyse, le lecteur de plaque (Système BIO-PLEX) identifie chaque bille via son 

code couleur (premier laser 635nm) et y associe une intensité de fluorescence de la phycoérythrine 

(PE) (deuxième laser 532nm) (Figure 17). Les dosages ont été réalisés sur plaque magnétique où 

chaque échantillon a été analysé en duplicat. 

Succinctement, des billes magnétiques sont déposées à raison de 25µL/puits. Après deux 

lavages automatisés (100µL de Wash buffer), les standards et les échantillons (surnageants de culture 

purs) sont rajoutés (60µL/puits) et incubés 30 minutes sous agitation. Les puits sont ensuite lavés 3 

fois puis les anticorps de capture, dilués au 10ème dans du PBS-SVF 5%, sont déposés (25µL/puits) 

suivi d’une incubation de 30 minutes sous agitation. Dans chaque puits préalablement lavé, 50µL de 

streptavidine couplée à de la PE diluée au 100ème ont été rajoutés et incubés 10 minutes sous agitation. 

La plaque est ensuite lavée avec du tampon d’essai pendant 5 minutes sous agitation. La plaque est 

alors passée au lecteur de plaques (Système BIO-PLEX). La conversion des intensités de fluorescence 

en concentration s’effectue via la gamme étalon. Toutes les concentrations inférieures au seuil de 

détection se voient assignées la plus basse valeur de la gamme. 

 

 
 

Figure 17: Principe du dosage et de la détection des cytokines par la technologie Luminex® 
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III.1.2.2.7 Les analyses statistiques 
 

Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel Graph Prism®. Un test non 

paramétrique de Mann-Whitney, adapté aux petits échantillons, a été utilisé pour la comparaison des 

moyennes d’expression des marqueurs dans les différentes conditions de culture. Par convention, le 

seuil de significativité α a été fixé à 0,05. 
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III.1.3 Résultats 

 

III.1.3.1 Analyse moléculaire des deux lignées cellulaires 

 

Dans un premier temps, nous avons réalisé la caractérisation moléculaire et structurale de 

l’épithélium réalisé à partir des deux lignées cellulaires. 

 

Les investigations en western blot montrent une expression protéique différentielle entre les 

deux lignées cellulaires. En effet, les expressions de l’E-cadhérine et de la claudine-1 sont plus élevées 

dans les cultures 16HBE14O- que dans les cultures B-2b. L’expression de la jonction serrée ZO-1 

n’est pas différente entre les deux lignées cellulaires (Figure 18A et B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18: Expression protéique des différentes jonctions épithéliales dans des cultures de 
lignées cellulaires bronchiques.  
(A) Western blot le plus représentatif de l’expression de la Zonula-Occludens (ZO-1), E-cadhérine et 
claudine-1, dans des cultures B-2b et des cultures 16HBE14O-. (B) Ratio de l’expression protéique sur 
l’expression de la protéine de référence GAPDH. 
 

L’identification de l’E-cadhérine dans les cultures de 16HBE14O- met en évidence une 

monocouche cellulaire organisée en « nid d’abeille » (Figure 19A). Cette jonction est également 

présente dans les cultures de B-2b. Cependant, ce marquage ne permet pas d’identifier une 

monocouche cellulaire avec des délimitations caractéristiques d’un épithélium pulmonaire (Figure 

19B).  
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Figure 19 : Immunofluorescence de jonctions cellulaires dans les différentes lignées cellulaires 
bronchiques.  
Immunofluorescence identifiant l’E-cadhérine (vert) dans (A) des cultures de 16HBE14O- (B) des 
cultures de B-2b, barre blanche =10µm. 
 

III.1.3.2 Analyse fonctionnelle des deux lignées cellulaires en interface 

air-liquide (ALI) 

 

Afin de se rapprocher du contexte physiologique de l’épithélium bronchique, nous avons 

comparé la culture de deux lignées cellulaires, les B-2b et les 16HBE14O-, en ALI. Dans un premier 

temps, nous avons étudié les paramètres fonctionnels de l’épithélium. 

 

Le suivi de la mesure de RTE au cours du temps, permet d’étudier la constitution d’un réseau 

de jonctions épithéliales. Nous remarquons que la RTE est faible une journée (J1) après 

l’ensemencement des cultures B-2b (170 ohms/cm2). De plus, ce même paramètre augmente 

faiblement dans les cultures B-2b pour atteindre un plateau à J5 (200 ohms/cm2) (Figure 20A). Ce 

plateau signifie que les cellules sont à confluence. Nous remarquons que la mise en ALI modifie très 

peu ce paramètre (240 ohms/cm2). Concernant la culture de 16HBE14O-, la RTE à J1 est plus élevée 

(500ohms/cm2) et évolue rapidement vers la valeur de 1000 ohms/cm2 atteinte à J2. La mise en ALI de 

ces cultures provoque une forte diminution de la RTE (480 ohms/cm2), puis se stabilise au cours du 

temps (Figure 20B). 
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Figure 20 : Suivi de la résistance transépithéliale au cours du temps sur des cultures de lignées 
cellulaires bronchiques.  
(A) : La lignée cellulaire B-2b est cultivée jusqu’à confluence (J8), puis en ALI. (B) Les cellules 
épithéliales 16HBE14O- sont cultivées jusqu’à confluence (J2) puis en ALI. Pour ces deux lignées 
cellulaires, l’évolution de la RTE au cours du temps est étudiée. 
 

Ces deux cultures présentent une RTE qui se stabilise après la mise en ALI. Ce résultat 

démontre que l’ALI ne modifie pas la constitution d’un réseau jonctionnel. Cependant, la RTE ne 

donne pas d’informations sur la fonctionnalité de ce réseau. 

La perméabilité est le second paramètre mesuré sur ces cultures. Cette mesure permet 

d’évaluer la fonctionnalité des jonctions serrées. Ainsi un épithélium avec des jonctions serrées 

fonctionnelles possédera un passage moindre de molécules et sera considéré comme imperméable. 

Nous remarquons que la mise en ALI des cultures B-2b diminue ce paramètre (-25%) (Figure 21A). 

Alors que la perméabilité des 16HBE140- est très peu modifiée par la mise en ALI (-5,5%) (Figure 

21B). 

 

 

 

 

 

 

Figure 21: Evaluation de la perméabilité de culture de lignées cellulaires bronchiques.  
Mesure de la perméabilité au cours du temps (A) dans des cultures de B-2b et (B) dans des cultures de 
16HBE14O-. 
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Cette étude de perméabilité a permis de démontrer que l’ALI semble améliorer la fonctionnalité 

du réseau jonctionnel dans les cultures B-2b alors aucune modification n’est observée dans les cultures 

16HBE14O-. 

 

Ces analyses fonctionnelles et moléculaires permettent de démontrer que les cultures cellulaires 

réalisées à partir de 16HBE14O- sont plus adaptées pour notre modèle d’étude, liés à l’identification 

d’une monocouche de cellules et à l’expression des jonctions cellulaires. 

 

III.1.3.3 Validation des conditions de culture pour la réalisation du 

modèle in vitro d’interaction 

 

III.1.3.3.1 Viabilité des monocytes 

 

Les monocytes sont coatés en face inférieure du transwell. Les résultats préliminaires obtenus 

en microscopie de contraste de phase montrent que les monocytes adhèrent bien au filtre et sont 

viables (colorant Hoescht), même après 5 jours de culture (Figure 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 22: Etude de la viabilité des monocytes après une co-culture avec 16HBE14O-. 
Identification des monocytes en bleu (Colorant Hoecht), microscopie à contraste de phase (x20) après 
5 jours de co-culture. Barre blanche =20µm. 

 

III.1.3.3.2 Stimulation des LT 

 

L’activation des LT au cours du temps a été étudiée par un marquage du récepteur à l’IL-2 

(CD25). Les résultats montrent une augmentation de l’expression du CD25 maximale à J4 (32 %) 
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comparé au contrôle non stimulé (11 %) (Figure 23). A partir de J7, l’expression du CD25 ne diffère 

pas du contrôle non stimulé. 

 

 
 

Figure 23: Etude de la stimulation des Lymphocytes T au cours du temps.  
Suivi au cours du temps de l’expression du récepteur à l’IL-2 (CD25) par cytométrie en flux, à la 
surface cellulaire des LT après stimulation avec un anti-CD3. En rouge, les LT non stimulés et en bleu 
les LT stimulés. 
 

III.1.3.3.3 Suivi de la RTE au cours d’une co-culture 

 

Dans le but de déterminer la durée de co-culture, nous avons réalisé ce modèle avec des 

16HBE14O- et des monocytes et/ou LT allogéniques. La RTE a été mesurée quotidiennement 

permettant d’étudier l’influence des monocytes et/ou LT sur les jonctions des CEB. Les résultats de la 

figure 24, nous montrent que la RTE diminue au cours du temps de la co-culture (% de diminution). 

Au cours des 7 jours de co-culture, la valeur de la RTE diminue progressivement jusqu’à atteindre une 

valeur inférieure à 200 ohms/cm2. L’évolution de la RTE n’est pas différente selon la co-culture (avec 

monocytes et/ou LT) comparée à la culture de l’épithélium seul (Figure 24).  

 

 

 

 

 

 

Figure 24: Suivi de la résistance transépithéliale au cours d’une co-culture 16HBE14O- et 
cellules immunitaires.  
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III.1.3.4 Application du modèle in vitro à partir de la lignée de 

16HBE14O- 

 

 III.1.3.4.1 Analyse moléculaire de la co-culture 

 

L’expression relative de l’E-cadhérine ne diffère pas de la condition contrôle toutefois, nous 

observons une tendance à l’augmentation de l’expression de l’ARNm de la ZO-1 (p=0,057 ; figure 

25A). Ces résultats sont confirmés par western blot (Figure 25B). Concernant les gènes 

mésenchymateux comme l’α-SMA et la fibronectine, leur expression est inchangée par rapport au 

contrôle (Figure 25A). 

 

 

 

 

 

Figure 25: Analyse moléculaire des co-cultures 16HBE14O- et cellules immunitaires. 
 (A) Analyse de l’expression relative des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux (n=5). (B) 
Analyse de l’expression protéique des différentes jonctions cellulaires.  
 

III.1.3.4.2 Etude de l’environnement inflammatoire de la co-culture 

 

L’analyse de l’environnement cytokinique des surnageants de co-culture a été effectuée par la 

technique de bioplex. Cette dernière permet à partir d’un volume faible d’échantillon d’étudier plus de 

20 cytokines. Ainsi, les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence que les concentrations de  

cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1β et le TNF-α sont significativement augmentées dans 

les surnageants des triples co-cultures comparés à la sécrétion de l’épithélium seul (Figure 26). La 



 Résultats Partie I   

	
  

 Page 67 
	
  

sécrétion d’IL-13, molécule pro-Th2, est également significativement augmentée en triple co-culture 

par rapport à la sécrétion de l’épithélium seul (figure 26). La sécrétion d’IL-17, molécule pro-Th17 est 

augmentée dans les surnageants d’épithélium en co-culture avec les LT et monocytes. La sécrétion 

d’IL-4 n’est pas modifiée en triple co-culture (figure 26). Les dosages des autres cytokines n’ont pas 

pu être exploités car leur concentration était trop faible. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26: Analyse du contexte inflammatoire au cours de co-culture entre les 16HBE14O- et les 
cellules immunitaires. 
 Analyse de la sécrétion de molécules pro-inflammatoire (TNF-α), de molécules pro-Th2 (IL-4, IL-13) 
et molécule pro-Th17 (IL-17) (n=5 ; p<0,05). 
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III.1.4 Discussion 

 

Ces investigations menées à partir de lignées cellulaires épithéliales bronchiques ont contribué 

à la définition des conditions de culture du modèle in vitro d’interaction CEB et cellules immunitaires. 

Ces deux lignées cellulaires, les B-2b et les 16HBE14O-, ont été choisies pour leur origine non 

cancéreuse. Les expériences menées sur ces deux lignées cellulaires ont permis de mettre en évidence 

des différences fonctionnelles et moléculaires. 

Cette partie discute les critères de choix de la lignée 16HBE14O- pour la mise en place d’un 

modèle in vitro de co-culture. Ces critères ont porté sur l’identification d’un réseau jonctionnel, la 

quantification de l’expression et la fonctionnalité de ce dernier. Egalement, ces deux lignées 

cellulaires ont été testées dans le but de réaliser une culture en ALI.  

Dans un premier temps, nous avons démontré que l’expression protéique de la ZO-1 dans les 

cultures de B-2b est faible comparé à celle dans les 16HBE14O-. De plus, l’observation en 

microscopie à fluorescence de l’E-cadhérine dans ces cultures permet d’identifier un réseau 

jonctionnel qui se chevauche. Cette observation démontre que la culture des B-2b à confluence  

provoque la formation d’une multicouche de cellules. À l’inverse, les cultures de 16HBE14O- forme 

une monocouche cellulaire avec un réseau jonctionnel organisé. Ces résultats démontrent que les 

cultures avec les B-2b ne sont pas un modèle adapté pour étudier l’évolution de l’expression des 

jonctions. Dans la littérature, ces cellules sont utilisées pour l’étude de la régulation de cytokines 

(Atsuta et al., 1997; Mullol et al., 1996), des récepteurs aux glucocorticoïdes (Verheggen et al., 1996) 

ainsi que l’exposition aux particules et au tabac (Steerenberg et al., 1998; Sun et al., 1995). 

Dans un deuxième temps, nous avons évalué la constitution de ce réseau jonctionnel au cours 

du temps ainsi que sa fonctionnalité. Les mesures quotidiennes de RTE ont démontré que les B-2b 

avaient une faible valeur initiale de RTE comparée au 16HBE14O- (Figure 20). Ces résultats sont en 

accord avec la littérature qui décrit une valeur de RTE maximale moyenne entre 100 et 200 ohms/cm2 

(Noah et al., 1995). Ces faibles valeurs de RTE confirment la faible expression protéique des jonctions 

cellulaires par notre étude en western blot (Figure 18). Les expériences de perméabilité ont démontré 

que le réseau jonctionnel était fonctionnel dans les deux cultures. Ces résultats sont en accord avec 

ceux de la littérature, car ces deux lignées cellulaires sont utilisées pour l’étude du transport de 

drogues ou de particules (Forbes and Ehrhardt, 2005; Nakamura et al., 2010). 

Ces deux lignées cellulaires réagissent différemment au passage en interface ALI. 

L’exposition du pôle apical à l’air contribue à la différenciation de la culture cellulaire, caractérisée 

par l’apparition de cellules ciliées et sécrétrices. Dans la littérature, il est décrit que le passage en ALI 

se réalise lorsque la RTE atteint une valeur seuil de 1000 ohm/cm2 qui témoigne de la confluence des 

cellules et de la constitution d’un réseau jonctionnel. À l’inverse des 16HBE14O-, cette valeur seuil 

n’est pas atteinte par les cultures avec des B-2b au cours du temps et ce malgré la confluence cellulaire. 
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Une diminution de la RTE est observée dans les cultures de 16HBE14O- après la mise en ALI et 

n’évolue plus au cours du temps. Cette observation peut s’expliquer par l’influence du milieu présent 

au pôle apical avant la mise en ALI (Ehrhardt et al., 2002). En revanche la présence d’une multicouche 

cellulaire dans les cultures de B-2b peut expliquer cette stabilisation de la RTE après la mise en ALI. 

Nos investigations sur la perméabilité ont permis de démontrer que le passage en ALI n’affecte que 

très peu ce paramètre. La tendance à la diminution de la perméabilité retrouvée après la mise en ALI 

dans les cultures B-2b peut également être expliquée par la présence d’une multicouche de cellules. 

Ces résultats démontrent que la culture en ALI est possible avec les cultures 16HBE14O-. Toutefois, il 

serait intéressant de tester la différenciation de ces cultures. Des études démontrent la possibilité de 

mise en ALI de ces cultures, avec l’identification de cellules ciliées (Cozens et al., 1994) et proposent 

d’utiliser ce modèle pour l’étude de transports de molécules (Forbes and Ehrhardt, 2005; Forbes et al., 

2003). La mise en ALI d’une culture de CEB contribue à la différenciation cellulaire et permet à terme 

d’obtenir une culture étanche. Les différentes investigations menées montrent que les cultures de 

16HBE14O- sont plus adaptées pour l’étude des jonctions. En effet, les valeurs de RTE sont plus 

élevées dans ces cultures et atteignent la valeur seuil de 1000 ohms/cm2. Ce résultat est en accord avec 

l’expression protéique des jonctions, l’observation microscopique d’une monocouche cellulaire avec 

un réseau jonctionnel organisé et fonctionnel (figure 19). 

 

Ces mises au point démontrent que les mesures de différents paramètres de l’épithélium telles 

que la RTE, la perméabilité et l’observation microscopique sont complémentaires et nécessaires dans 

le choix de la lignée cellulaire pour notre modèle. Dans ces travaux, nous avons étudié l’expression et 

la fonctionnalité des réseaux jonctionnels de l’épithélium, paramètres nécessaires pour  étudier la TEM.  

En ce sens, Doerner et al, ont démontré la possibilité d’induire la TEM sur ces cellules, sans mise en 

ALI ni confluence, après une exposition de 72 heures au TGF-β1 (Doerner and Zuraw, 2009). 

Egalement, Hackett et al, ont réalisé l’induction de la TEM par le TGF-β1 sur des 16HBE14O- dans 

un système de transwell (Hackett et al., 2009). 

Les analyses fonctionnelles et moléculaires sur la lignée cellulaire 16HBE14O- ont contribué à 

déterminer les conditions de culture de ce modèle in vitro de co-culture CEB et cellules immunitaires. 

De nombreuses études ont testé l’influence des infections virales ou bactériennes (Gregson et al., 

2013; Hayes et al., 2012; Magnusson et al., 2013; Weigt et al., 2013b) ou d’autres particules (Heijink 

et al., 2010; Runswick et al., 2007; Wan et al., 1999) grâce à des modèles de co-culture avec des CEB. 

Le rôle des macrophages et des DC a également été testé grâce à ces modèles d’interaction (Rothen-

Rutishauser et al., 2008, 2005). Concernant l’épithélium respiratoire in vitro, aucune étude n’a testé 

l’influence des cellules immunitaires dans le rejet de transplantation pulmonaire. En effet, les LBA de 

patients porteurs de BO comportent un infiltrat de cellules inflammatoires parmi lesquelles figurent les 

monocytes et les LT activés (Greenland et al., 2014). Ces derniers contribuent à la sécrétion de 

médiateurs pro-inflammatoires ainsi qu’au recrutement d’autres populations cellulaires sur le site 
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inflammatoire (Hodge et al., 2012; Verleden et al., 2011). Ce nouveau modèle in vitro permet 

d’étudier leur rôle sur le profil des CEB dans le contexte allogénique de transplantation. L’analyse 

moléculaire démontre que la présence de cellules immunitaires au pôle basolatéral ne modifie pas 

l’expression de jonctions (figure 25). De la même façon, elles n’induisaient pas la production de 

protéines mésenchymateuses comme la fibronectine, la vimentine ou l’α-SMA. Dans la littérature, des 

modèles cellulaires ont déjà montré l’implication des lymphocytes comme facteur déclenchant 

l’apparition de la TEM dans d’autres organes. KA Rygiel et al, (Rygiel et al., 2010) reproduit le 

potentiel inducteur de TEM des LT en co-culture avec une lignée de cellules épithéliales biliaires. De 

la même façon, dans le cancer du sein (Santisteban et al., 2009) et dans le rejet chronique rénal 

(Robertson, 2004), l’implication des LT dans l’induction de la TEM est souligné, en mettant en avant 

leurs capacités à être activés et à induire la TEM via le TGF-β1. Cependant ces modèles de double 

culture ne prennent pas en compte le rôle des DC, qui jouent pourtant un rôle central dans le 

développement des rejets aigus et chroniques (Joffre et al., 2008).  

 

Les dosages effectués sur les surnageants de culture ont mis en évidence un contexte 

inflammatoire. Outre le TGF- β1, qui est décrit comme le principal inducteur de la TEM, d’autres 

cytokines peuvent contribuer à ce processus. Ainsi, le TNF-α, cytokine pro-inflammatoire est sécrétée 

dans les surnageants de triple co-culture. Cette cytokine a déjà été démontrée comme accentuant la 

TEM induite sur des CEB primaires par le TGF-β1(Willis et al., 2005; Borthwick et al., 2009; 2010b; 

Câmara and Jarai, 2010; Kamitani et al., 2011). Récemment, le TNF-α a même été identifié comme 

capable d’induire seul la TEM sur des cellules rénales carcinomateuses (Ho et al., 2012). Dans les 

surnageants de triple co-culture, nous retrouvons une augmentation significative de la sécrétion d‘IL-

1β. Cette cytokine a déjà été démontrée comme inducteur potentiel de la TEM (Borthwick et al., 

2010a). Dans cette étude, l’accentuation de la TEM est effectuée lors de la co-culture de macrophages 

activés et de CEB, préalablement conditionnées avec du TGF-β. L’IL-17, pro-inflammatoire, est 

également sécrétée en triple co-culture. Burlingham et al. ont aussi démontré l’importance de l’IL 17 

dans la BO (Burlingham et al., 2007), suggérant la neutralisation de l’IL-17 comme moyen 

thérapeutique potentiel du rejet chronique pulmonaire (Fan et al., 2011).  

L’analyse des surnageants de culture montre que notre modèle, associant des CEB avec une 

co-culture de monocytes-LT activés, comporte à la fois des éléments fortement potentialisateurs du 

phénomène fibrotique de TEM (TNF-α, IL-1β), et des facteurs pro-inflammatoire (IL-17, IL-13) 

pouvant altérer l’épithélium bronchique. Les travaux de Borthwick et Fisher (Borthwick et al., 2010a) 

ont souligné l’importance de l’inflammation dans la TEM sur un modèle de réparation épithéliale. De 

façon intéressante, notre modèle de triple co-culture reproduit l’environnement inflammatoire 

impliqué dans la BO. L’importance de l’IL-13 a déjà été démontrée dans un modèle murin de BO 

(Keane et al., 2007; Smith et al., 2007b) et cette cytokine contribuerait au phénomène de 
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fibroprolifération (Keane et al., 2007; Lama et al., 2006). La sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires comme le TNF-α et l’IL-1β est augmentée dans les LBA de patients porteurs de BO 

(Magnan et al., 1994; Riise et al., 1998; Vanaudenaerde et al., 2008b). 

 La réalisation de ce modèle de co-culture avec une lignée cellulaire 16HBE14O- nous a 

permis d’une part de démontrer la faisabilité technique du modèle et d’autre part, de tester l’influence 

du contexte allogénique dans l’induction de la TEM. Cependant, ce modèle comporte certaines limites.  

Tout d’abord, le temps de contact entre l’épithélium et les LT/monocytes n’est peut être pas suffisant 

pour induire une modification d’expression des ARNm de marqueurs tardifs de la TEM comme l’α-

SMA et la fibronectine. En effet, nous avons prouvé que les monocytes restent adhérents au filtre 

jusqu’à la fin de la culture (Figure 22). Ce n’est pas le cas des LT qui après quelques jours de culture 

n’adhérent plus au filtre. Le temps de co-culture de ce modèle est supérieur à celui utilisé pour la 

réaction leucoytaire mixte (RML) (de 48 heures à 72 heures) qui est plutôt associée au rejet aigu. Des 

expériences menées sur la viabilité des lymphocytes montrent un fort taux de mortalité cellulaire après 

8 jours de co-culture avec l’épithélium. 

D’autre part, l’utilisation d’une lignée cellulaire nous a permis de développer ce modèle avec 

des CEB, et non des cellules alvéolaires couramment utilisées pour les expériences d’induction de 

TEM. Cependant le profil d’expression des protéines de jonction ainsi que des protéines de type 

mésenchymateux peut différer de celui retrouvé dans une culture primaire. L’ensemble de ces résultats 

sera donc à confirmer, dans un modèle plus proche des conditions allogéniques avec l’utilisation de 

CEB primaires humaines.  

 

 En conclusion, ces résultats préliminaires nous ont permis de démontrer la faisabilité 

technique de ce modèle et de tester l’influence des cellules immunitaires sur le profil des CEB. Dans 

le but de réaliser un modèle au plus proche des conditions allogéniques, ce modèle doit être appliqué à 

la transplantation pulmonaire en mettant en contact les CEB du donneur avec les monocytes et LT du 

receveur. Ceci nous permettra de déterminer si la TEM observée in vitro pourrait être considérée 

comme un facteur de risque du développement du CLAD. 
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III.2 Partie II  
 

III.2.1 Hypothèses et objectifs 

 

De récentes études décrivent l’implication de la TEM dans le remodelage bronchique lié au 

développement de la BO. Nous avons formulé l’hypothèse que le contexte allogénique pourrait 

participer au remodelage bronchique par l’induction de la TEM des CEB. 

Nous nous sommes donc intéressés à l’influence du contexte allogénique dans l’induction de 

la TEM au cours de la transplantation pulmonaire. Nous avons évalué l’expression des protéines 

épithéliales (E-cadhérine, Zonula-Occludens 1) et mésenchymateuses (Fibronectine et MMP-9) au 

cours de cette co-culture en présence ou en absence de TGF-β1. La production de cytokines (IL-1β, 

IL-13, IL-4, TNFα, IFNγ, IL-17A et IL-6) et chemokines (MCP-1, CXCL-10, MIP-1α and MIP-1β) a 

été mesurée dans les surnageants de culture. L’influence du contexte pro-inflammatoire dans 

l’induction de marqueurs mésenchymateux a été testée, afin d’identifier le mécanisme d’action et de 

potentielles cibles thérapeutiques. Enfin, la sécrétion de MMP-9 a été étudiée dans les plasmas de 

patients porteurs de BO et de patients stables, dans le but d’identifier un marqueur prédictif de la BO. 

 

III.2.2 Résumé 

 

La principale complication à long terme de la transplantation pulmonaire est l’apparition d’un 

rejet chronique, appelé bronchiolite oblitérante (BO), caractérisée par la destruction de l’épithélium 

suivi d’un phénomène de fibrose, aboutissant à la perte du greffon. Certains facteurs de risques sont 

suspectés mais les mécanismes cellulaires impliqués dans le développement de la BO sont encore mal 

connus. Plusieurs études démontrent l’implication des CEB dans la TEM au cours de la BO. Nous 

supposons que la réaction allogénique dans un contexte de transplantation participe à la TEM et 

contribue au remodelage bronchique.  

 

Les CEB de donneurs sains sont cultivées avec les monocytes et/ou les LT activés en 

l’absence ou en présence de TGF-β1. Les marqueurs mésenchymateux et épithéliaux sont évalués par 

qPCR et western blot. Les médiateurs des surnageants de culture sont dosés par Luminex®. Une étude 

longitudinale est réalisée afin d’évaluer la sécrétion de MMP-9 plasmatique de patients porteurs de 

BO comparée à des patients stables 
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Le contexte allogénique en synergie du TGF- β1 accentue la production de fibronectine et de 

MMP9. Au contraire, l’expression des protéines épithéliales n’est pas modifiée. La sécrétion de 

chimiokines telles que CCL2 et CXCL-10 est augmentée dans les surnageants de culture. Nous avons 

démontré que CCL2 induisait la production de MMP-9 mais n’était pas responsable de l’augmentation 

de la fibronectine. Enfin, nous avons comparé la concentration de MMP-9 dans les plasmas de patients 

porteurs de BO à ceux de patients stables. Dans les plasmas de patients BO, nous observons une 

augmentation de sécrétion de MMP-9, 6 à 12 mois avant le développement de la BO.  

Ce nouveau modèle in vitro démontre l’implication des cellules immunitaires dans le 

remodelage de l’épithélium respiratoire, ainsi qu’un lien direct entre CCL2 et la production de MMP-9. 

La concentration de MMP-9 dans le plasma semble être un marqueur prédictif de la BO et l’inhibition 

de CCR2 une cible thérapeutique. Ce modèle est un outil intéressant pour l’identification de 

biomarqueurs et la description des mécanismes impliqués dans le rejet de transplantation.  

 

III.2.3 Abstract 

	
  
Background: Chronic lung allograft dysfunction (CLAD) is the major limitation to long term survival 

after lung transplantation, expressed as a bronchilolitis obliterans syndrome (BOS) or as a restricitive 

allograft syndrome (RAS). Cellular mechanisms leading to BOS remain poorly understood. 

Alloimmune-mediated reactions are seemingly involved and recent studies suggest the contribution of 

epithelial to mesenchymal transition (EMT). We hypothesized that immune reaction promotes EMT 

and contributes to the process of BOS. 

Methods: Primary human airway epithelial cells (AEC) were cultured with allogeneic T cells and 

monocytes. Expression of epithelial and mesenchymal markers was assessed by quantitative PCR, 

immunoblotting and immunostaining. Secretion of inflammatory cytokines and metalloproteases 

(MMP) was measured in culture supernatants. Besides, we performed a longitudinal analysis of 

plasma samples from transplanted patients either stable or displaying BOS or RAS. 

Results: We observed an increased expression of fibronectin and MMP9 by AEC exposed to T cells 

and monocytes. By contrast, E-cadherin and ZO-1 expression were slightly downregulated. CCL2 and 

CXCL-10 secretion was strongly increased in culture supernatants and we demonstrated that CCL2 

controlled MMP9 secretion but had no effect on fibronectin expression. Then, we investigated plasma 

levels of MMP-9 and we showed an increase in MMP-9 concentration 6 to 12 months before the 

diagnosis of BOS. In RAS, MMP9 levels did not differ from controls.  

Conclusions: Our in vitro model demonstrates the ability of immune cells to support the remodelling 

process in airway epithelium and shows a direct link between CCL2 and MMP-9 production through 

CCR2. Plasma MMP-9 appears as a predictive biomarker of BOS.  
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III.2.4 Introduction 

	
  
Lung transplantation is the only therapeutic option for patients with terminal respiratory 

failure. Despite the improvement of immunosuppressive treatments and surgical techniques, the 

apparition of chronic lung allograft dysfunction (CLAD), with a prevalence of 50% at 5 years is a 

critical limitation for long term survival after lung transplantation (Christie et al., 2010b). Bronchiolitis 

obliterans syndrome (BOS) is the most common phenotype of CLAD and is defined as a progressive 

and irreversible airway obstruction. BOS is histologically characterized by an early bronchiolar wall 

infiltration with lymphocytes, monocytes and histiocytes, followed by a fibrosis process leading to 

small airways obliteration. The cellular processes involved in BOS remain unclear. It is hypothesized 

that repeated epithelial injuries from both alloimmune and non-alloimmune mechanisms, followed by 

a failure to repair an epithelium ad integrum, contribute to fibrotic repair and airway obstruction 

(Boehler and Estenne, 2003; Estenne and Hertz, 2002; Yousem, 1996). Another rare phenotype of 

CLAD, named restrictive allograft syndrome (RAS) (Sato et al., 2011) has been described recently but 

its mechanisms remain largely unexplored.  

 

The pathological lesions of BOS are characterized by tissue remodelling and extracellular 

matrix (ECM) deposition as a result of an excessive fibroblastic response. The origin of the fibroblasts 

responsible for the deposition of ECM remains unclear: they can derive from in situ fibroblasts or 

from the recruitment of circulating precursors into the site of inflammation. Recently, the contribution 

of bronchial epithelial cells in the fibrotic process has also been suggested and could play a central 

role in the development of BOS (Fernández et al., 2004; Jaramillo et al., 2003; Mauck and Hosenpud, 

1996) through epithelial to mesenchymal transition (EMT) (Borthwick et al., 2009, 2010; Hodge et al., 

2009; Ward et al., 2005). EMT is a process in which a polarized epithelium with cell-cell contacts and 

attachement to the basal membrane differentiates into fibroblast-type mesenchymal cells (Hay, 2005). 

EMT involves the down regulation of epithelial markers including cytokeratin and E-cadherin and the 

up regulation of mesenchymal markers such as vimentin. Additionally, cells committed to an 

mesenchymal differentiation gain migratory potential, produce matrix metalloproteinase (MMPs) and 

deposit ECM proteins including type I collagen and fibronectin in the interstitium (Borthwick et al., 

2009; Hodge et al., 2009). 

Transforming growth factor β1 (TGF-β1) is the foremost inducer of EMT. Previous studies 

have shown that an increase in TGF-β1 expression in BOS patients (Elssner et al., 2000b; Magnan et 

al., 1996). Moreover, in a rat model of airway obliteration, interrupting TGF-β1 binding to its receptor 

reduced intraluminal airway matrix deposition (Liu et al., 2002). Others growth factors such as PDGF 

have been described (Hertz et al., 1992). Moreover, cytokines like TNFα or IL-1β may promote TGF-



 Résultats Partie II   

	
  

 Page 75 
	
  

β1-induced EMT (Borthwick et al., 2009). The ability of TGF-β1 to drive EMT is therefore largely 

dependent on the inflammatory microenvironment. 

 

Allogeneic/immune response probably has a great impact of BOS. Acute rejection (AR) is the 

main risk factor for BOS (Estenne and Hertz, 2002; Heng et al., 1998b; Sharples et al., 2002). 

Perivascular infiltration and recruitment of lymphocytes and macrophages into the subepithelial layer 

of the airway appears to be harbinger of BOS (Kelly and Hertz, 1997; Yousem, 1996). Furthermore, 

animal models demonstrated the implication of CD4+ and CD8+ T cells in the development of BOS 

(DeBruyne et al., 1996; Higuchi et al., 2002). In the context of allogeneic stem cells transplantation, 

BO is closely related of graft versus host disease (Clark et al., 1987; Crawford and Clark, 1993), 

suggesting that allogeneic context could play a role in the development of BO. Studies have shown 

AEC as the major target of the immune response (Fernández et al., 2004; Jaramillo et al., 2003; Mauck 

and Hosenpud, 1996). Yet, although alloimmune reaction plays a major role in airway epithelial 

damage (Smith et al., 2000b), the mechanisms by which alloimmunity promotes the development of 

BOS remain unclear.  

We hypothesized that alloimmune reaction may promote bronchial epithelial cells to undergo 

EMT in response to TGF-β1. We established an in vitro model of allogeneic coculture between 

primary AEC cells and immune cells. We demonstrated the ability of immune cells to sustain EMT 

progression and in particular the production of MMP-9 through a CCL2/CCR2 pathway. We showed 

an increase of plasma MMP-9 in BOS patients 6 to 12 months before diagnosis of rejection. Thus, we 

suggest MMP-9 as an early biomarker of BOS and CCL2/CCR2 as a therapeutic target. 

	
  

III.2.5 Methods 

	
  
The study protocol was approved by the Comité de Protection des Personnes Ouest 1-Tours  

(reference number: 2009-A00036-51). 

 

Airway Epithelial cell isolation and culture: 

Human surface AEC were dissociated from trachea or/and bronchi from transplant donors. 

Surgical pieces were rinsed with HEPES-buffered (RPMI)-1640 culture medium (Gibco BRL) 

supplemented with penicillin (100 UI/mL) and streptomycin (100 ng/mL). Airway tissues were 

incubated at 4°C overnight with 1mg/mL type XIV collagenase (Pronase E, Sigma-Aldrich) in RPMI 

1640-HEPES. AECs were then dissociated by agitation washed and cultured in cnT17 (Cell n’Tec) 

containing 100U/mL penicillin and 100ug/mL streptomycin (Gibco) on human Collagen IV (Sigma) 

coated 24-well tissue culture plates. 

In some experiments, AEC were cultured at the air-liquid interface (ALI). After isolation, cells 

were grown at confluence on 0,4µm human Collagen IV (Sigma) coated transwell (Costar corning). A 



 Résultats Partie II   

	
  

 Page 76 
	
  

1:1 mix of Dublecco’s modified Eagle medium (Gibco) and BEBM supplemented with bullet kit 

containing hydrocortisone, insulin, transferrin, epinephrine, triiodothyronine epidermal growth factor 

(Lonza), retinoic acid (0.1 ng/mL) bovine serum albumin (1,5µg/mL) with 100U/mL penicillin and 

100ug/mL streptomycin (Gibco) was added to the basal compartment. 

 

Co-culture experiments: 

 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from healthy donors were elutriated (Plateforme 

DTC). T cells and monocytes were subsequently separated by magnetics beads (Milteny Biotec) 

following manufacturer's instructions. T cells were stimulated with plastic coated anti-CD3 

(Affymetrix ebioscience) during 4 days in complete medium containing RMPI-1640 (Gibco) with 5% 

SVF (Eurobio), 1% pyruvate (Gibco), 100U/mL penicillin and 100ug/mL streptomycin (Gibco) and 

100U/mL IL-2 (Immunotools). T cells and monocytes were cultured with confluent AEC for 5 days. 

All experiments were performed with or without TGF-β (10ng/mL). At the end of the co-culture, 

supernatants were collected centrifuged at 13.000 g for 5 minutes to remove cell debris and frozen for 

subsequent analysis. AECs were rinsed twice with Phosphate buffer saline (PBS), for removing 

immune cells and debris, before extraction.  

In some conditions, AECs were cultured in media alone or media supplemented with 

recombinant CXCL-10 (20 ng/mL, R&D system), CCL2 (20ng/mL, Immunotools), CCL3 (20ng/mL, 

Immunotools) or CCL4 (20ng/mL, Immunotools) supplemented with TGF-β1 (10ng/mL). Treatments 

were performed at J0 and J3. Primary AECs were co-cultured with activated T cells and monocyte 

supplemented and/or TGF-β1 (10ng/mL) for 5 days. RS504393, an antagonist of CCR2 (ABCAM) 

was added at J0 and J3 in some co-culture experiments. 

 

QPCR experiment: 

 

Total RNA and proteins were extracted using the RNA nucleospin kit (Macherey-Nagel) 

following the manufacturer's instructions. For reverse transcription, 500ng of RNA used for reverse 

transcription using Superscript III reverse transcriptase (Invitrogen) according to the manufacturer's 

recommendations. PCR amplifications were performed using the Mesa Blue SYBR green fluorescein 

kit (Eurogentec) and run on CFX 96 real time system (Biorad). Relative quantification of gene 

expression was determined by using the 2-ΔΔCT method. β-actin was used as endogenous control. The 

ratios were compared to control experimental conditions. 

 

Immunoblotting 

Protein concentrations were determined using the protein quantification kit (Macherey-Nagel). 

Proteins were separated on 8% bis acrylamide gel and transfered onto nitrocellulose membrane 
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(Biorad). Membranes were blocked 1h at room temperature in Tris-buffered saline (TBS) (100 mM 

NaCl, 10 mM Tris, pH 7.5) with 5% non-fat dry milk. Membranes were then incubated overnight at 

4°C with the primary antibodies: Fibronectin (Santa cruz), Zonula-occludens-1 (Life technology) and 

E cadherin (Life technology), b actin. Detection was done with horseradish peroxidase-labelled 

immunoglobulin G conjugates (Rockland) Antibody complexes and clarity chemiluminescence kit 

(Biorad). Chemidoc MP imaging (Biorad) was used for analysis. Results were normalized to β actin 

expression. 

 

Detection of cytokine and MMP9 concentration: 

 

Cytokine and MMP9 concentration in cell supernatants and plasmas were measured by 

flowcytomix technology (Affymetrix eBioscience) following the manufacturer's instructions. The 

following proteins were measured: CCL2, CCL3, CCL4, CXCL-10 and MMP-9. Bead fluorescence 

readings were done by flow cytometry (BD LSR II, Cytocell) and analysis was performed with 

Flowcytomix software (Affymetrix eBioscience). 

 

Gelatin zymography: 

 

Plasmas were mixed with a non-reducing sample buffer (Tris 200mM pH6,8, 10% glycérol, 

4% SDS, 1% blue) and electrophoresed on 10% SDS-Page containing gelatin (Biorad,). Following 

electrophoresis, gels were washed in 2.5% Triton X-100 for removing SDS and then incubated for 48h 

at 37°C in developing buffer (Biorad). After incubation, gels were stained in comassie brilliant blue 

(Biorad,) at room temperature followed by destaining.  

 

Characterisation of patient study group 

 

We performed plasma analyse on patients include in the COLT cohort (reference number: 

2009-A00036-51). Pulmonary investigations and plasma samples were obtained from each patient of 

each group every 6 months until 48 months. Diagnosis of BOS was based on a decline of 20% of force 

expiratory volume in 1 second (FEV1) according to the ISHLT classification (Estenne and Hertz, 

2002) The stable group was defined by stable allograft function between 6 and 48 months post-

transplant with a FEV1 higher than 90% of the baseline value. Patient characteristics are summarized 

in table 4. 

 

 

 

 



 Résultats Partie II   

	
  

 Page 78 
	
  

Statistical analysis: 

 

Differences between groups were assessed by one-way analysis of variance (ANOVA) and 

Mann and Withney test using graph pad Prism 6.0 (GraphPad, software Inc). Differences with a p 

value of <0.05 were considered statistically significant. 

	
  

III.2.6 Results 

	
  
Activated T cells promote EMT in ex vivo AEC cultures 

 

Primary AEC were cultured with allogeneic activated T cells or allogeneic activated T cells plus 

monocytes in the presence or not of TGF-β1. After 5 day, AEC were washed to remove immune cells 

and were investigated for epithelial and mesenchymal gene expression. TGF-β1 downregulated E-

cadherin and ZO-1 expression. The expression of these epithelial markers was further reduced by the 

presence of T lymphocytes (Figure 27A), but results did not reach statistical significance. TGF-β1 

upregulated expression of fibronectin and MMP-9 (Figure 27A). Interestingly, expression of these two 

proteins was significantly increased by activated T cells as shown by QPCR (Figure 27A), western 

blotting (Figure 27B) or culture supernatant assays (Figure 27C). By contrast, the presence of 

monocytes in the coculture slightly affected fibronectin or MMP-9 expression.  

Similar experiments were performed on a differentiated epithelium in ALI conditions. Again 

we noticed an increase in MMP-9 expression when AEC were cultured with T lymphocytes (Figures 

28A and 28B). Fibronectin expression, however, was not altered by the presence of T lymphocytes 

and expression of epithelial markers remained unchanged whatever the condition (Figures 28A).  

 

Pro-inflammatory environment during primary co-culture of AECs with activated T cells 

As inflammatory context play an important role in the regulation of ECM, we assessed the 

inflammatory environment in culture supernatants. Concentrations of 20 inflammatory molecules were 

determined using the 20plex flowcytomix inflammation kit. Secretion of TNFα was very low and 

remained unchanged whatever the culture condition (Figure 29). Also, we found no differences in IL-

1β and IL6 production. Secretion of IL-4, IFNγ or IL-17 was significantly increased in co-cultures 

with T cells or T cells plus monocytes and was slightly modified by TGF-β1 (Figure 29). Moreover, 

the concentration of the chemokines CCL2, CCL3, CCL4 and CXCL-10 was also increased in co-

culture experiments (Figure 3C; p<0,005 n=8). Production of other cytokines such as IL12p70, LAP, 

IL-10 and IL-1α was not detected in cell supernatant (Data not shown).  

 

CCL2 secretion is responsible for MMP-9 upregulation in co-cultures with activated T cells.  
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We made the assumption that chemokines in cell environment may favour TGF-β1-induced 

EMT. We focused on CCL2, 3, 4 and CXCL10 because they were specifically produced in coculture 

with T lymphocytes and were secreted in relatively large quantities. To test this hypothesis, we first 

performed induction experiments with recombinant chemokines. AEC cultured with recombinant 

CCL2, 3, 4 or CXCL10 and with or without TGF-β1 were investigated for fibronectin and MMP9 

expression. Recombinant cytokines alone had no effect on neither MMP9 nor fibronectin expression 

(not shown). TGF-β1-induced MMP9 expression was significantly increased by CCL2 only (Figure 

30A). By contrast, fibronectin expression was not affected by chemokines (Figure 30A). To further 

confirm the role of CCL2 in MMP9 production, we performed coculture experiments with RS504393, 

a pharmacologic inhibitor of CCR2. The increase of MMP-9 expression was dramatically reversed in 

allogenic co-culture by antagonising CCR2 (Figure 30B and 30C).  

 

Plasma MMP9 as a predictor of BOS  

Since MMP9 was produced in coculture between AEC and T lymphocytes, this protein could 

be a hallmark of immune reaction against the graft epithelium. Thus, we sought to determine MMP9 

production in transplanted patients. We performed a longitudinal analysis of plasma MMP9 

concentration in 13 stable and 13 BOS patients. Patients characteristic are presented in Table 4. Stable 

and BOS phenotypes were determined upon pulmonary function test, computed tomography and after 

elimination of confounding factors according to the ISHLT/ERS/AES recommendations (Meyer K et 

al., 2014). In addition, an adjudication committee composed by surgeons, pulmonologists and 

researchers validated the diagnosis blindly. Plasma samples obtained every 6 months during 48 

months were assessed for MMP9 concentration. We found a higher concentration of plasma MMP9 in 

BOS patients compared to stable ones all along the period analysed (Figure 31C and 31D). MMP9 

concentration then slightly decreased as BOS developped. Interestingly, levels of plasma MMP9 

allowed discriminating stable and BOS patients up to 1 year before the diagnosis of the disease 

(Figure 31C). By contrast, we found no significant differences between stable and RAS patients for 

plasma MMP-9 (Figure 31E).  

Then, we sought to define the specificity and sensitivity of MMP-9 as a predictive biomarker 

for BOS. We determined the visit when the diagnosis was made, and we defined this visit as VBOS. 

We then assigned VBOS as the reference of the longitudinal follow up and we investigated MMP-9 

level 6 and 12 months before and after BOS onset (Figure 32A). Using a ROC curve we showed that a 

cut-off value of 312 pg/mL of MMP-9 allowed the prediction of BOS at one year with 80% sensitivy 

and 76% specificity (Figure 32B). 

 

 



 Résultats Partie II   

	
  

 Page 80 
	
  

 

Figure 27 : Activated T cells induce fibronectin and MMP-9 production in synergy with TGF-β1 
in primary human airway epithelial cells (AEC). 

(A) Human AECs treated with TGF-β1 (10ng/mL) only, or with activated T cells and monocytes for 5 
days. Using quantitative polymerase chain reaction arrays expression of epithelial, mesechymal and 
ECM markers were evaluated. Values given are the mean +/- SEM of pooled samples. All values were 
normalized to β-actin. *p<0,05 compared with TGF-β1 treated control. (B) Representative 
immunoblot demonstrate increased fibronectin expression, and (C) MMP-9 secretion in supernatents 
confirmed overexpression in co-culture activated T cells, in synergy with TGF-β1, without epithelial 
markers changes. 
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Figure 28 : Activated T cells induce MMP-9 production in synergy with TGF-β1 in air-liquid 
interface (ALI) model of primary human airway epithelial cells (AECS).  

(A) Human AECs treated with TGF-β1 (10ng/mL) only, or with activated T cells and monocytes for 5 
days. Using quantitative polymerase chain reaction arrays expression of epithelial, mesechymal and 
ECM markers were evaluated. Values given are the mean +/- SEM of pooled samples. All values were 
normalized to β-actin. *p<0,05 compared with TGF-β1 treated control. (B) MMP-9 secretion  in 
supernatents confirmed overexpression in co-culture activated T cells, in synergy with TGF-β1, 
without epithelial markers changes.  
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Figure 29 : Pro-inflammatory cytokines are secreted during co-culture primary AECs with 
activated T cells in synergy with TGF-β1. 

Dosage in supernants of each experimental conditions show an increased of pro-inflammatory 
cytokines such as IL-1β, IL-13, IL-4, TNFα, IFNγ, IL-17A and IL-6 in co-culture with activated T 
cells and in synergy with TGF-β1 (10ng/mL). Values given arte the mean +/- SEM. n=8; *p<0,05 
compared with TGF-β1 treated control. 
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Figure 30 : Pro-inflammatory CCL2 secretion increased MMP-9 expression in synergy with 
TGF-β1 in primary human airway epithelial cells (AEC).  

(A) Human airway epithelial cells are treated with CCL2 (20ng/mL), CXCL-10 (20 ng/mL), CCL3 
(20ng/m), CCL4 (20ng/mL) alone or with TGF-β1 (10ng/mL). Quantitative polymerase chain reaction 
arrays demonstrated increased MMP-9 expression in co-culture with MCP-1 and TGF-β1 (n=5 
p<0,05). (B) These treatment had no effect on fibronectin expression (n=5). (C) Human AECs are co-
culture with activated T cells and monocytes in presence of CCR2 antagonist (receptor of MCP-1) for 
5 days. Quantitative polymerase chain reaction arrays demonstrated decreased MMP-9 expression in 
co-culture with CCR2 antagonist (n=4 p<0,05). (B) MMP-9 expression and (C) secretion is decreased 
in co-culture with CCR2 antagonist (n=4 p<0,05). Values given arte the mean +/- SEM. *p<0,05 
compared with TGF-β1 treated control. 
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Table 4 : Patient characteristics.  

Plasma samples were collected longitudinally from lung transplant recipients (n = 13) who developed 

BOS and a control group of lung transplant recipients (n = 13) who did not develop BOS. 
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Figure 31 : FEV1 and MMP-9 secretion in lung transplant.  

(A) Evolution of Volume exhaled during the first second of a forced expiratory maneuver (FEV1) of 
stable patients (n=13) and (B) BOS patients (n=13). (C) MMP-9 secretion in plasma of these two 
groups of patients. (D) Zymogram of MMP-9 and MMP-2 in plasma of BOS and stable patients.and in 
(E) MMP-9 secretion in plasma of RAS patients (n=4). 
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Figure 32 : MMP-9 secretion in lung transplant : a new biomarker for CLAD.  

(A) Evolution of MMP-9 secretion in plasma of stable and BOS patients with an homogeneisation at 
VBO. (B) ROC curve at 12 years before CLAD, area 0,8462 ; p value 0,005278 n=13 stable and n=10 
BOS.  
 

III.2.7 Discussion 

 

BOS is the main long term complication of lung transplantation (Christie et al., 2010b). It 

results from a chronic immunologic/inflammatory insult, which contributes to a persistent leukocyte 

infiltration, followed by aberrant repair and fibro-obliteration within the small airways. In this study, 

we develop a new ex vivo model for investigating the impact of immune reaction on AEC. We 

provide the first evidence that immune cells promote remodeling in synergy with TGF-β1, assessed by 

the increase of ECM markers such as fibronectin and MMP-9. 

Bronchial remodeling is characterized by accumulation of myofibroblasts and fibroblasts, 

which leads to uncontrolled production and accumulation of ECM (Thannickal and Horowitz, 2006). 

However, the origin of these cells remains unknown, although the recruitment of bone marrow–

derived fibrocytes and/or the expansion of resident fibroblasts likely play an important role. More 

recently, epithelial cells undergoing mesenchymal differentiation through EMT, have been shown to 

play a prominent role in bronchial remodeling (Borthwick et al., 2009; Hackett et al., 2009; Ward et 
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al., 2005). Here, we demonstrate that immune cells stregthen remodelling through the production of 

fibronectin and MMP-9. These mesenchymal markers were showed to be upregulated during EMT in 

bronchial remodeling (Borthwick et al., 2009; Hackett et al., 2009; Ward et al., 2005). MMP-9 is a 

gelatinase involved in the turnover of extracellular matrix (ECM) and in the migration of 

inflammatory cells through the ECM, basement membrane and endothelial layer in several lung 

diseases (Boulay et al., 2004; Cataldo et al., 2003; Delacourt et al., 1995; Hartog et al., 2003; Suga et 

al., 2000; Torii et al., 1997). Yet the EMT process was not fully observed, since we did not observed 

decrease of epithelial junction proteins, and the increase of fibronectin production was not found in the 

ALI conditions of culture. These results could be explained by the duration of 5 days of of co-culture. 

Which can miss a transitory early reduction of epithelial protein expression, according with previous 

studies (Hackett et al., 2009). 

Several chemokines involved in the recruitment of immune cells were increased in 

supernatants. These chemokines can also be found in BAL from patients with bronchiolitis obliterans 

with organizing pneumonia(Capelli et al., 1999) which shares characteristics of BOS. CXCL-10 for 

example which was largely produced in our experiment can cause bronchiolitis-like inflammation in a 

long-term expression model in mice (Jiang et al., 2012a). Moreover CXCR3, the receptor of CXCL-

10, has been suggested as playing a critical role in the pathogenesis of BO (Agostini et al., 2001; 

Belperio et al., 2002b, 2003b; Medoff et al., 2006). However, in our model, CXCL-10 blockade didn’t 

change MMP-9 production. Yet, we showed by that CCL2, a potent mononuclear phagocyte 

chemoattractant regulated MMP-9 expression. In agreement with these observations, Belperio et al, 

have suggested a critical role for CCL2 and its receptor CCR2 in a mouse model of BO (Belperio et 

al., 2001). This study demonstrated that CCL2, through its interaction with CCR2, played a pivotal 

role in mediating the persistent peribronchiolar mononuclear cell infiltration leading to fibro-

obliteration. The association between CCL2 and a mononuclear phagocyte–predominant leukocyte 

infiltration is supported by other studies of solid organ chronic allograft rejection (Boehler et al., 1999; 

Russell et al., 1995). CCL2 was also described as increased in acute and chronic allograft rejection in 

animal models of both heart and kidney transplantation (Nadeau et al., 1995; Russell et al., 1995). In 

addition CCL2 has been found to be secreted in BAL from patients with BO (Belperio et al., 2001; 

Capelli et al., 1999). The link between CCL2 and MMP-9 was also made in atherosclerosis (Ma et al., 

2014a; Tan et al., 2014). Tan and al. determined that plasma CCL2 levels were significantly associated 

with intima-media thickness, suggesting that this chemokine had other roles than regulation of 

macrophage recruitment (Tan et al., 2014). In addition to MMP-9, CCL2 is also a biomarker for acute 

myocardial infarction due to its critical role in monocyte recruitment (Gonzalez-Quesada and 

Frangogiannis, 2009; Kervinen et al., 2004; de Lemos et al., 2003). Blocking CCR2, the receptor of 

CCL2 inhibited the production of MMP-9, suggesting CCR2 as a potential therapeutic target. Okuma 

et al, demonstrated in a murine model of pulmonary fibrosis that CCR2 deficiency decreased 
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macrophage infiltration and MMP-2 and MMP-9 production (Okuma et al., 2004), thus improving the 

outcome of this disease. 

The importance of the CCL2– CCR2 – MMP9 axis prompted us to assay MMP9 in plasma 

from BO patients and found this protein elevated compared to stable lung transplant recipients. The 

origin of MMP-9 is controversial (Atkinson and Senior, 2003) . This chemokine can be produced by a 

range of cells in the respiratory tract, where they mediate wound healing, airway remodeling, and cell 

trafficking (Chakrabarti and Patel, 2005). As such, MMPs play an important role in immunity, and 

their proteolytic activity can also directly dampen the inflammatory potential by downregulating 

cytokine and chemokine functions (Perrone et al., 2008).  Hübner et al. revealed PMN as the main 

source of MMP-9 in patients after lung transplantation (Hübner et al., 2005). We showed by QPCR 

that MMP9 expression was upregulated by epithelial cells under immune cells stimulation. However 

we cannot exclude the production of MMP9 by another cell type of the coculture. Nevertheless, in the 

ALI-model, which makes a physical separation between AEC and immune cells we could demonstrate 

that MMP-9 comes from epithelial cells. 

Previous studies in human lung transplantation with BOS and animal models with obliterative 

airway disease have shown an increase in MMP levels prior to development of chronic rejection 

(Campbell et al., 2005; Smith et al., 2007a), and MMP9-deficient animals do not develop OAD 

(Fernández et al., 2005). Level of plasmatic of MMP-9 was studied in atherosclerosis (Ma et al., 

2014a; Tan et al., 2014), and proposed as a useful biomarker to distinguish stable and unstable plaques 

and predict future cardiovascular events. Moreover MMP9 has been suggested as a biomarker of BO. 

Hübner demonstrated an impaired balance between MMP-9 and TIMP-1 in BAL associated with the 

development of BO (Hübner et al., 2005). In an another study Beeh et al, found similar results in 

induced sputum (Beeh et al., 2001) and correlated the secretion of MMP-9 with the severity of 

obstruction (Beeh et al., 2001). Yet, these results were obtained at the time of BOS diagnosis and had 

no predictive values. Moreover BAL samples are difficult to obtain and are not suitable for routine 

analysis. Here we propose plasma MMP-9 as an early biomarker of BO. Indeed we found an increase 

of MMP9 concentration in plasma from BOs patients up to one year before diagnosis of BOS. ROC 

analysis showed that plasma MMP9 level allowed detecting patients at risk of developing BOS with 

76% specificity and 80% sensitivity one year before the diagnosis of the disease.  

In summary co-culture of AEC with alloreactive immune cells allowed reproducing molecular 

events relying to CLAD pathophysiology such as EMT. Notbly we demonstrated that T cells and 

monocytes can contribute to remodeling in synergy with TGF-β1 by inducing an increase of MMP-9 

expression. We identified MMP-9 as an early biomarker of BOS. Plasma levels of MMP-9 can 

identify patients at risk of developing BOS up to one year before diagnosis. Prediction of BOS will 

allow a personalised care of lung transplant recipients and anticipating and impeding lung function 

degradation.  
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III.2.7 Cohorte COLT et séléction des patients 

 

De nombreux acteurs cellulaires et facteurs semblent impliqués dans le mécanisme 

physiopathologique du développement du CLAD. Cependant, ces derniers n’ont jamais été étudiés de 

façon longitudinale et prospective. L’objectif de la cohorte COLT (COhort in Lung Transplantation) 

est la recherche de nouveaux biomarqueurs spécifiques et prédictifs du développement de BO. Cette 

cohorte rassemble les patients nouvellement transplantés provenant des 11 centres français de 

transplantation pulmonaire et le centre de Bruxelles. Les patients inclus avant la transplantation 

pulmonaire, sont suivis pendant 5 ans avec réalisation de prélèvements sanguins et des prélèvements 

in situ (Figure 33). La bio-collection est composée d’échantillons d'ARN, d'ADN, de sérums, de 

plasmas, de cellules, de biopsies, de LBA et d’expectorations induites. Une base de données clinico-

biologique est associée à cette bio-collection et au suivi des patients de chaque centre. 

 

 
 

Figure 33 : Déroulement du protocole COLT.  

Les patients sont inclus avant la transplantation pulmonaire. Ils sont suivis à 1 mois après 
transplantation puis tous les 6 mois avec des prélèvements biologiques (biocollection) et des données 
cliniques répertoriés dans une base de données. 

 

Le projet COLT permettra l'identification de marqueurs prédictifs du développement précoce 

du CLAD et des patients à risque de développer cette pathologie. Enfin, COLT permettra 

l'identification de cibles potentielles pour de futurs traitements du CLAD.  

 Le protocole COLT a débuté le 01/09/2009 et compte au 17/01/2014, 1256 patients inclus. 

Parmi eux 893 patients ont bénéficié d’une transplantation et pour 209 patients nous avons un suivi  de 

plus de 3 ans (Figure 34). 
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Figure 34 : Inclusions et suivi des patients de la cohorte COLT.  

Nombre de patients inclus et suivis dans le cadre du protocole COLT 
 

Un comité d’adjudication, composé de cliniciens et chirurgiens externes, d’investigateurs 

membres de COLT, et de chercheurs a permis de déterminer le phénotype des patients. Cette 

classification est effectuée selon les critères de l’ISHLT/ATS/ERS (Meyer K et al., 2014), et est 

réalisée après analyses des fonctions respiratoires ainsi qu’à l’étude des scanners (Figure 35). Les 

fonctions respiratoires permettent de distinguer les patients stables, qui présentent une fonction 

pulmonaire stable des patients ayant un CLAD caractérisé par une diminution de 20% du VEMS. 

L’analyse des valeurs de spirométrie et des scanners thoraciques permet de distinguer les deux 

phénotypes du CLAD. Comparés aux patients porteurs de BO, les patients atteints de RAS présentent 

des lésions parenchymateuses (Figure 35B). Ce phénotypage exclu les patients ayant des facteurs 

confondants tels que la présence de cancers ou d’infections sans lien avec la transplantation 

pulmonaire. 
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Figure 35 : Exemple de phénotypage des patients transplantés pulmonaires issus de la cohorte 
COLT.  

(A) : Scanner et mesures du VEMS de patients porteurs de BO. Le patient atteint de BO présente une 
diminution de 33% du VEMS, 18 mois après la transplantation. (B) : Scanner et mesures du VEMS de 
patients porteurs de RAS. Le patient atteint de RAS présente une diminution de 48% du VEMS, 12 
mois après transplantation. L’analyse du scanner permet d’identifier des lésions parenchymateuses. 

 

Issu de cette classification, nous avons retenu les patients vivants qui ont développé un CLAD 

durant les 3 ans suivant la transplantation (Figure 36). Parmi 166 patients, 29 patients ont développé 

une BO, 10 patients ont développé un RAS et 49 patients sont définis comme stables. Au moment de 

ce comité, 78 patients ne présentent pas de phénotype clair. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36 : Classification des patients après 3 ans de suivis.  

Le comité d’adjudication a permis la classification de patients porteurs de BO (n=29), de RAS (n=10) 
ou considérés comme stables (n=49). 
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À l’aide de cette classification et de la biocollection, nous avons pu réaliser des dosages dans 

les plasmas de patients transplantés pulmonaires atteints de BO et de patients stables. Sur les 29 

patients définis BO, nous avons pu réaliser ce dosage sur 13 patients. Nous avons exclu 4 patients pour 

qui le diagnostic de la BO est établi à la V3 (soit 6 mois après la transplantation). En effet, il n’aurait 

pas été possible d’avoir des dosages 6 mois ou 12 mois avant le diagnostic de la BO. De la même 

façon, nous avons exclu les patients pour lesquels le diagnostic de la BO était tardif (V7 ou V8) et 

pour lesquels, il n’y avait pas de prélèvement disponible à VCLAD + 6 mois (n=7). Enfin, 5 patients 

présentaient un défaut de prélèvement. Les stables ont été choisis en fonction de leur pathologie 

initiale (Figure 37). Les patients RAS n’ont pas été étudiés car seulement 4 patients présentaient un 

suivi longitudinal avec des prélèvements disponibles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Stratégie de sélection des patients BO pour le dosage plasmatique de MMP-9. 
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IV Conclusion et discussion 
 

Les mécanismes impliqués dans le développement du CLAD sont encore mal déterminés. 

Certains facteurs de risques sont identifiés tandis que d’autres sont encore suspectés. La 

physiopathologie du CLAD est multifactorielle. Au cours de mes travaux de thèse, j’ai mis en place un 

nouveau modèle de co-culture in vitro qui permet d’identifier l’influence de l’un de ces facteurs, la 

réaction immune, sur le profil des CEB. 

 

Le développement de différents modèles animaux a pu parfois contribuer à une meilleure 

compréhension de la pathologie. Cependant, la manifestation du CLAD dans ces modèles est éloignée 

par rapport à celle retrouvée chez l’homme. Egalement, ils requièrent des compétences techniques 

chirurgicales de précision et se confrontent actuellement à une législation de plus en plus 

contraignante concernant l’expérimentation animale. L’utilisation d’un modèle in vitro de cultures 

épithéliales bronchiques constitue donc une alternative intéressante. Plusieurs lignées bronchiques 

(cancéreuses ou transformées) permettent ainsi l’étude des mécanismes impliqués dans diverses 

pathologies pulmonaires. L’utilisation de ces cellules permet d’obtenir un nombre important de 

cellules à moindre coût. Cependant le choix de la lignée cellulaire bronchique doit être en accord avec 

la pathologie bronchique étudiée et les investigations envisagées. En effet, si l’on souhaite étudier des 

cancers primitifs, on utilisera plutôt la lignée A549 (Lieber et al., 1976; Smith, 1977), alors que pour 

étudier l’asthme, on choisira plutôt des lignées bronchiques telles que les B-2b et les 16HBE14O- 

(Hackett et al., 2013). Comme discuté précédemment, il faut prendre en compte le niveau basal 

d’expression protéique des jonctions cellulaires et les méthodes de culture qui peuvent varier d’une 

lignée à une autre. Cependant, l’utilisation de ces lignées se confronte à certaines limites. En effet, 

même si ces cellules sont issues de tissus pulmonaires humains, elles ont subi une transformation pour 

permettre leur culture, modifiant leurs propriétés cellulaires et les éloignant du profil cellulaire 

retrouvé dans un contexte physiologique. 

 

Pour s’affranchir de ces obstacles, il est possible d’utiliser des CEB primaires, qui ont pour 

principal avantage de ne pas être transformées ni cancéreuses, et de conserver les caractéristiques 

cellulaires au plus proche de celles retrouvées dans un contexte physiologique. Selon le site de 

prélèvement, la composition cellulaire varie. En effet, l’épithélium trachéo-bronchique est composé de 

cellules ciliées, de cellules caliciformes, de cellules intermédiaires et basales. Sa composition 

cellulaire est proche de celle des petites voies aériennes atteintes dans le CLAD. Toutefois, ces 

cellules primaires ne peuvent se cultiver indéfiniment sans modification de leurs caractéristiques telles 

que le niveau d’expression de certaines protéines, la forme cellulaire, leur faculté d’adhérence ou leur 
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capacité à d’établir un épithélium différencié et fonctionnel. Ces cellules primaires présentent 

l’avantage de pouvoir être cultivées en interface air-liquide, permettant d’être au plus proche du 

contexte retrouvé dans les voies respiratoires. Effectivement, ce modèle ALI fonctionnel permet 

d’obtenir une culture différenciée (cellules sécrétrices et ciliées) en fonction de la concentration de 

facteurs de croissance et d’acide rétinoïque présent dans le milieu de culture. Le développement d’un 

modèle de co-culture in vitro de CEB en interface ALI a contribué à une meilleure compréhension des 

mécanismes mis en jeu lors de l’exposition à des allergènes (Heijink et al., 2010). Les CEB de 

donneur sain lors de la transplantation pulmonaire sont des prélèvements rares et difficiles à obtenir. 

L’accès à ce type de prélèvement requiert une certaine logistique, pour le transport et la conservation 

de ces échantillons, ainsi que des autorisations sanitaires relatives aux échantillons d’origine humaine. 

De plus, ces prélèvements restent fragiles et sensibles aux infections. Ils nécessitent des précautions de 

manipulation pour éviter toutes sources de contamination. Afin de s’affranchir d’une partie de ces 

problèmes, il est maintenant possible d’acheter ces types de cellules. L’avantage est d’être certain du 

type cellulaire étudié et d’avoir des garanties sur leur qualité et sur les procédures d’utilisation. 

Cependant leur utilisation comporte certaines limites. En effet, il n’y a aucune donnée sur les 

caractéristiques du donneur (éventuelles pathologies, traitements). De plus, il serait impossible de 

réaliser une culture autologue, c’est à dire une interaction entre les CEB du donneur en présence de ses 

propres cellules immunitaires. 

 Au cours de ces travaux de thèse, j’ai réalisé une banque de CEB de donneur sain avec 

actuellement plus de 80 échantillons recueillis. Nous avons choisi de développer un nouveau modèle 

de co-culture in vitro, permettant de tester l’influence des cellules immunitaires sur les CEB. 

L’avantage de ce modèle de co-culture est d’être au plus proche du contexte retrouvé chez le patient 

transplanté pulmonaire. 

 

Pour la réalisation de ce modèle, nous avons utilisés des LT activés et des monocytes car ces 

cellules sont présentes dans les infiltrats bronchiques et les LBA de patients porteurs de BO 

(Greenland et al., 2014). Ces cellules sont présentes en grand nombre et leur isolation à partir de 

prélèvements sanguins est une technique simple et effectuée quotidiennement pour les prélèvements 

de la cohorte COLT. De plus, les monocytes sont capables de se différencier en macrophages et en DC, 

impliqués dans le développement de la BO (Borthwick et al., 2013; Magnan et al., 1996). Le nombre 

de LT CD25+ est également augmenté dans les LBA de patients porteurs de BO (Slebos et al., 2004). 

Leur nombre reste inchangé entre des patients transplantés pulmonaires stables et des patients sains 

(Snell et al., 1997). L’implication des LT dans le développement de la TEM a déjà été mise en 

évidence dans d’autres modèles. Rygiel et al. ont démontré le potentiel inducteur des LT sur la TEM 

dans un modèle de co-culture avec une lignée de cellules épithéliales biliaires. Ce potentiel est lié à 

leur activation et leur capacité d’induction de la voie du TGF-β1. Il a été mis en évidence dans le 

cancer du sein (Santisteban et al., 2009) et le rejet chronique rénal (Robertson, 2004). Cependant ces 
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modèles de co-culture ne prennent pas en compte le rôle d’autres CPA comme les DC, qui jouent 

pourtant un rôle central dans le développement des rejets aigu et chroniques (Joffre et al., 2008). Les 

monocytes sont également impliqués dans l’induction de la TEM sur des cellules rénales (Li et al., 

2011)(Zhang et al., 2005). Li et al ont démontré que cette induction s’effectuait par un contact direct 

entre ces cellules (Li et al., 2011). 

Ce modèle a permis démontrer que les LT activés et/ou monocytes n’ont pas d’influence sur 

les marqueurs épithéliaux et mésenchymateux en l’absence de TGF-β1, et ce malgré l’induction d’un 

environnement inflammatoire avec la sécrétion de cytokines (IFNγ, IL-13, IL-4 et IL-17) et de 

chimiokines (CCL2, CCL3, CCL4 et CXCL10). Ceci démontre que le contexte inflammatoire seul 

n’est pas suffisant pour induire la production de marqueurs mésenchymateux. Certaines études 

démontrent que le TNF-α, ou encore l’IL-1β (Borthwick et al., 2010) seuls ne sont pas capables 

d’induire la TEM. Récemment, il a été démontré que la sécrétion d’IL-4 (Ji et al., 2013), d’IL-6 

(Rokavec et al., 2014) et d’IL-17 (Ji et al., 2013; Vittal et al., 2013) sans TGF-β1 n’était pas suffisante 

pour induire la TEM.  

Au cours de ces travaux, nous avons remarqué que l’induction de la TEM par le TGF-β1 seul 

diffère selon le modèle d’étude. En effet, la diminution d’expression de protéines de jonctions 

cellulaires est retrouvée uniquement dans le modèle en phase liquide. L’absence de cette diminution 

dans le modèle ALI peut s’expliquer par la différence d’action du TGF-β1 sur des CEB à différents 

stades de différenciation. De plus, la TEM est un phénomène réversible, ainsi un temps de traitement 

long au TGF-β1 ne permet pas d’identifier la cinétique d’induction par le TGF-β1 (précoce, complète 

ou en cours de réversion). Pour une même concentration de TGF-β1, Hackett et al, a observé la 

diminution d’E-cadhérine sur des CEB primaires en ALI (Hackett et al., 2009). Cette induction était 

réalisée sur des CEB pendant 48 heures et 72 heures. Actuellement il n’existe aucune étude ayant testé 

une induction au TGF-β1 supérieure à 72 heures sur des CEB différenciées. 

 

Au cours de nos travaux, nous avons démontré que les cellules immunitaires accentuent la 

production de marqueurs mésenchymateux en synergie avec le TGF-β1 sans pour autant accentuer la 

diminution de l’expression des protéines de jonction. Cette observation suggère que l’activation de la 

voie du TGF-β est responsable de la diminution de l’expression protéines épithéliales. Toutefois, 

l’induction de fibronectine et de la MMP-9 implique d’autres voies de signalisation. Nos travaux se 

sont par ailleurs intéressés à l’étude de protéines impliquées dans le remodelage bronchiques, telles 

que la fibronectine et la MMP-9. Pour rappel, la fibronectine est une glycoprotéine présente dans la 

MEC, qui joue un rôle dans son organisation ainsi que dans l’adhérence cellulaire. La MMP-9 est une 

endonucléase de la sous famille des gélatinases, capable de cliver les composants de MEC tels que les 

collagènes natifs de type IV, V,VII et X ainsi que la fibronectine, l’élastine insoluble et les 

protéoglycanes. Son activité est contrôlée par des inhibiteurs tissulaires spécifiques des MMP, appelés 

TIMP (Tissue inhibitors of matrix metalloproteinases) qui se fixent sur le site actif de l’enzyme. 
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L’équilibre entre MMP et TIMP est essentiel à une régulation physiologique de la composition de la 

MEC. Nous avons démontré que la production de fibronectine était accentuée en en présence de TGF- 

β1 de LT et/ou monocytes. Ce résultat n’est pas confirmé dans le modèle ALI. Ce modèle établit une 

séparation physique par le transwell, entre les CEB et les cellules immunitaires et nos résultats 

suggèrent donc que l’induction de la fibronectine serait due à un contact direct entre les différentes 

cellules. Au contraire, la production de MMP-9 est retrouvée dans les deux modèles. Ceci démontre 

que le mécanisme d’induction de la MMP-9 proviendrait d’une action indirecte par l’intermédiaire de 

facteurs solubles. L’expression de la MMP-9 et de la fibronectine sont modifiées lors de l’induction de 

la TEM au cours du remodelage bronchique par le TGF-β1 (Borthwick et al., 2009; Hackett et al., 

2009). D’autres marqueurs de la TEM, comme la vimentine et l’α-SMA spécifiques des fibroblastes 

ont été étudiés dans ce modèle. Nous n’avons pas pu mettre en évidence de différence d’expression 

entre les différentes conditions de culture en présence de TGF-β1. L’absence de modification de 

l’expression de la vimentine montre que la structure du cytosquelette des CEB est conservée. De la 

même manière, l’α-SMA n’est pas modifiée au cours de ces co-cultures, probablement en raison de 

l’apparition tardive de ce marqueur de différenciation des myofibroblastes. 

Nous n’avons pas observé de différence sur l’expression des marqueurs épithéliaux et 

mésenchymateux entre les co-cultures de CEB avec des LT et celles en présence de LT et monocytes. 

Cette observation suggère que le rôle des monocytes dans cette co-culture est négligeable. 

 

Nous avons mis en évidence dans nos surnageants de culture la présence de cytokines (telles 

que l’IL-4, IL-6 et l’IL-17) qui potentialisent l’effet du TGF-β1. Le rôle du TGF-β1 a déjà été 

largement étudié dans la TEM, et reste une molécule clé dans l’induction de ce processus au cours du 

remodelage bronchique (Borthwick et al., 2009; Hackett et al., 2009; Ward et al., 2005). De plus, le 

TGF-β1 possède un rôle central dans le CLAD. Ce facteur pro-fibrotique est retrouvé augmenté chez 

les patients porteurs de BO (El-Gamel et al., 1999; Elssner et al., 2000a; Magnan et al., 1996). Il serait 

impliqué dans l’activation des fibroblastes et la différenciation des myofibroblastes (Jonosono et al., 

1999; Tomasek et al., 2002), qui sont retrouvés dans les lésions de BO. L’analyse des surnageants de 

culture nous a permis de démontrer l’induction d’un contexte inflammatoire avec une augmentation de 

la sécrétion d’IFNγ (molécule pro-Th1), d’IL-6 et d’IL-13 (molécules pro-Th2) et d’IL-17 (molécule 

pro-Th17). Ce contexte inflammatoire est peu modifié en présence de TGF-β1. Ces cytokines sont 

produites par différentes populations lymphocytaires impliquées dans la BO (Bharat and 

Mohanakumar, 2007; Boehler et al., 1999; Burlingham et al., 2007; Neuringer et al., 2000; Shirwan, 

1999; Vittal et al., 2013). En effet, l’activation des LT Th1 et Th2 est augmentée chez les patients 

porteurs de BO (Mamessier et al., 2006). La population LT Th-17 a récemment été impliquée dans le 

développement du CLAD (Vittal et al., 2013). La neutralisation de cette cytokine a été proposée 

comme potentielle piste thérapeutique (Fan et al., 2011). La sécrétion de TNFα et d’IL-1β est 

inchangée dans nos différentes conditions de culture. D’autres cytokines potentiellement impliquées 



 Conclusion et discussion   

	
  

 Page 97 
	
  

dans le CLAD, telles que l’IL-10 et l’IL-12 ne sont pas détectables dans nos surnageants de culture 

(Fan et al., 2011; Meloni et al., 2004). L’origine du TGF-β1 sur le site de l’inflammation pourrait 

provenir de plusieurs sources : les CEB, les LT, les macrophages activés (Magnan et al., 1996). Dans 

notre modèle, le dosage de LAP, précurseur du TGF- β1 n’est pas détectable indiquant que ni les CEB, 

ni les cellules immunitaires ne sécrètent de TGF- β1. 

 

Ce modèle in vitro a permis d’identifier une augmentation de sécrétion de chimiokines telles 

que CCL2, CCL3, CCL4 et CXCL10 impliquées dans le CLAD. CCL3 et CCL4 sont impliquées dans 

l’attraction des macrophages et leur sécrétion est augmentée dans les LBA de patients porteurs de BO 

(Capelli et al., 1999). La sécrétion de CCL2, impliquée dans l’attraction des monocytes, est également 

augmentée dans nos surnageants de co-culture. De la même façon, Reynaud-Gaubert et al. ont 

démontré que son taux était élevé dans les LBA avant le diagnostic de la BO (Reynaud-Gaubert et al., 

2002b). CXCL10 joue un rôle dans la défense contre l’hôte et est sécrétée par les cellules 

inflammatoires infiltrant le greffon participant au recrutement des LT sur le site du rejet (Cliffe et al., 

2005). Jiang et al. ont démontré dans un modèle murin, que l’exposition prolongée de CXCL10 dans 

les poumons provoquaient des lésions de BO (Jiang et al., 2012). Nous avons testé le potentiel 

d’induction de ces chimiokines sur la production de MMP-9. Nous avons démontré que sa production 

est induite par CCL2. Cette dernière est une chimiokine qui attire les cellules mononucléées, plus 

particulièrement les cellules à capacité de phagocytose, les LT CD45RO+ (mémoires), les LB et les 

cellules NK (Carr et al., 1994; Taub et al., 1995) sur le site de l’inflammation. CCL2 est produite par 

plusieurs types cellulaires, tels que les cellules endothéliales, les fibroblastes, les monocytes et les 

CEB (Cushing et al., 1990; Lundien et al., 2002; Standiford et al., 1991). Nos résultats démontrent que 

l’épithélium seul en présence ou non de TGF- β1 n’induit pas la sécrétion de CCL2. Sa sécrétion est 

augmentée en co-culture avec des cellules immunitaires. Nos surnageants de co-culture contiennent 

certaines cytokines telles que l’IL-4, l’IL-13 et l’IL-1β, qui ont été impliquées dans l’induction de la 

sécrétion de CCL2 (Ip et al., 2006)(Lim et al., 2009). Lundien et al, ont démontré que les CEB 

produisaient CCL2 en réponse à l’IL-2 et au LPS (Lundien et al., 2002). Cette chimiokine est 

impliquée dans des pathologies avec une inflammation chronique et un processus de fibro-

prolifération telles que la polyarthrite rhumatoïde, les fibroses idiopathiques et les adhérences 

abdominales (Antoniades et al., 1992; Gong et al., 1997; Zeyneloglu et al., 1998). Dans plusieurs 

pathologies inflammatoires pulmonaires telles que la pneumonie, les fibroses pulmonaires et les 

infections virales, il a été démontré que l’interaction de CCL2 avec CCR2 contribue au développement 

de l’agression de l’épithélium (Hildebrandt et al., 2004; Lin et al., 2008; Okuma et al., 2004). Le lien 

entre CCL2 et MMP-9 a déjà été proposé dans le phénomène d’athérosclérose (Tan et al., 2014). 

D’autres études sur les patients porteurs de BO ainsi que sur des modèles animaux de transplantation 

ont démontré un lien entre l’augmentation de la MMP-9 et l’apparition du rejet (Fernández et al., 

2005; Hübner et al., 2005; Riise et al., 1998; Smith et al., 2007b; Taghavi et al., 2005). Fernandez et al. 
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ont montré que la souris knock-down pour MMP-9 ne développait pas de lésions d’oblitération 

(Fernández et al., 2005). Dans cette étude, ils ont démontré que la MMP-2 n’était pas impliquée dans 

le processus d’oblitération et que la MMP-9 avait un rôle double. En effet, la MMP-9 affecte 

l’infiltration de cellules mononuclées mais aussi influence l’alloréactivité des LT (Fernández et al., 

2005). 

 

Les résultats obtenus avec notre modèle proposent CCR2 comme une éventuelle cible 

thérapeutique. En effet, le traitement de co-culture en présence d’un antagoniste de ce récepteur 

diminue la production et la sécrétion de MMP-9. Belperio a souligné l’importance de cet axe 

CCL2/CCR2 dans le phénomène de fibroprolifération. À partir d’un modèle murin de transplantation 

pulmonaire, il a démontré que la neutralisation de CCL2 réduisait le phénomène de fibroprolifération 

(Belperio et al., 2001). Une autre étude réalisée sur un modèle orthotopique murin a démontré que 

CCR2 était impliqué dans le recrutement des monocytes sur le site de l’inflammation et que son 

blocage atténuait la réponse alloimmune (Gelman et al., 2010). Ce récepteur est localisé à la surface de 

cellules immunitaires telles que les monocytes, les macrophages, les DC immatures, les LT mémoires 

ainsi que les cellules épithéliales (Christensen et al., 2004). Des études cliniques sont actuellement en 

cours pour tester l’effet d’un antagoniste de CCR2 dans le diabète de type II (Clinical trial, 2014). 

 

Enfin, ce modèle in vitro a contribué à l’identification de potentiels biomarqueurs et cibles 

thérapeutiques du CLAD. L’importance d’identifier un biomarqueur prédictif du CLAD est un 

challenge puisqu’actuellement le diagnostic de CLAD s’effectue tardivement sur la dégradation de la 

fonction respiratoire. L’obstruction est alors fixée et le phénomène est irréversible. De nombreuses 

études ont proposé de potentiels biomarqueurs à partir de méthodes invasives telles que l’examen de 

biopsies bronchiques ou trans-bronchiques et de lavages bronchoalvéolaires (Greenland et al., 2014; 

Hübner et al., 2005; Meloni et al., 2004; Neurohr et al., 2009; Reynaud-Gaubert et al., 2002b). 

L’identification d’un biomarqueur prédictif permettrait d’identifier les patients à risques de développer 

un CLAD et ainsi mettre en place une thérapeutique, soit par un changement de classe 

d’immunosuppresseur soit par le recours à de nouvelles thérapeutiques. Ce modèle a contribué à 

l’identification de la MMP-9 comme potentiel biomarqueur. A l’inverse un marqueur prédictif négatif 

aurait l’avantage de pouvoir rassurer et alléger la surveillance des patients qui l’exprimeraient.  

La validation du caractère prédictif de la MMP-9 a été permise grâce à l’accès à des 

prélèvements humains issus de la cohorte de transplantations pulmonaires COLT. Cette étude se 

propose de suivre des patients transplantés pulmonaires de façon longitudinale pendant 5 ans avec des 

visites espacées de 6 mois. Les données biologiques et fonctionnelles (y compris fonction respiratoire, 

éventuels rejets et infections, traitements) et les prélèvements prévus au protocole (prélèvements 

sanguins, biopsies et LBA) sont collectés au cours de ces visites. Le but est d’identifier des 

biomarqueurs et de proposer de potentielles cibles thérapeutiques du CLAD. C’est grâce à cette 
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cohorte que nous avons eu accès à des CEB primaires, issues du donneur. La MMP-9 a déjà été 

proposée comme marqueur du CLAD (Banerjee et al., 2011; Hübner et al., 2005; Smith et al., 2007b; 

Taghavi et al., 2005). Dans une étude de 20 patients transplantés pulmonaires, Hübner a démontré que 

le développement de la BO est associé à un défaut de la balance MMP-9/TIMP-1 dans les LBA 

(Hübner et al., 2005). Auparavant, Trello et al ont démontré la présence de MMP9 et MMP-2 dans les 

LBA de patients transplantés pulmonaires. Cependant, les patients porteurs de BO étaient exclus de 

cette étude (Trello et al., 1997). Dans une étude sur les expectorations induites de 30 patients 

transplantés pulmonaires, Beeh et al a souligné le défaut de la balance MMP-9/TIMP-1 (Beeh et al., 

2001). Ils observent une augmentation de la sécrétion de MMP-9 chez les patients porteurs de BO, 

fortement corrélée avec la sévérité de l’obstruction bronchique (Beeh et al., 2001). 

Ces études ont été réalisées de façon rétrospective, ne prenant pas en compte l’évolution de 

ces marqueurs au cours du temps et à terme ne permettaient de considérer la MMP-9 comme marqueur 

prédictif de la pathologie. De plus, ces marqueurs ont été étudiés dans des LBA et des expectorations 

induites qui sont des techniques de prélèvement invasives lors du suivi de patients transplantés 

pulmonaires. Nous avons pu démontrer que la concentration de la MMP-9 était plus élevée dans les 

plasmas de patients porteurs de BO que chez les patients stables. Cette concentration diminue au cours 

du temps et se stabilise toujours avec un niveau de sécrétion élevée par rapport aux sujets stables. 

Cette évolution montre bien que le processus de remodelage s’initie bien avant le diagnostic du CLAD. 

Dans notre étude, le suivi longitudinal de chaque patient démontre que la sécrétion élevée de MMP-9 

est prédictive du développement du CLAD. Les prélèvements plasmatiques sont les moins invasifs 

notamment comparés aux autres types de prélèvements couramment réalisés au cours de suivi de 

patients transplantés pulmonaires. De récentes études ont proposé la concentration plasmatique ou 

sérique de MMP-9 comme biomarqueur pour distinguer les patients stables et ceux à risques de 

rupture de plaques dans l’athérosclérose (Ma et al., 2014b; Tan et al., 2014). La MMP-9 a également 

été proposée comme biomarqueur de coronaropathie (Chiao et al., 2011). 
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Figure 38 : Schéma bilan du mécanisme impliqué dans le remodelage bronchique au cours du 
CLAD. 

 

En conclusion de cette étude fondamentale sur l’effet du contexte allogénique sur le profil des 

CEB, ce modèle a permis de démontrer que la présence de cellules immunitaires en synergie avec le 

TGF-β1 induisait la sécrétion de cytokines et chimiokines impliquées dans le développement du 

CLAD. Nous avons également démontré que le contexte allogénique accentuait la production de 

molécules impliquées dans le remodelage bronchique. Cette étude a permis la mise en évidence et la 

validation de la MMP-9 comme marqueur prédictif du CLAD. Enfin, ce modèle in vitro propose 

CCR2 comme nouvelle cible thérapeutique (Figure 38). 

 

Nous avons réalisé ce modèle de co-culture avec des LT et des monocytes. Cependant ces 

cellules ne sont pas les seules présentes sur le site de l’inflammation au cours du CLAD. Plusieurs 

travaux ont étudié l’interaction entre l’épithélium et les macrophages ou les DC (Rothen-Rutishauser 

et al., 2008, 2005). Il serait pertinent d’étudier l’influence des autres ces populations cellulaires. Ce 

type d’investigation serait d’autant plus intéressant qu’il permettrait d’étudier d’autres CPA, avec une 

affinité pour la présentation antigénique différente de celles des monocytes, et des sécrétions de 

chimiokines différentes. Il pourrait être envisagé d’étudier dans notre modèle le rôle spécifique de 

sous-populations T, comme les Th1, Th2 et Th17, dont les différentes cytokines sécrétées ont été 
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décrites dans le développement du CLAD (Bharat and Mohanakumar, 2007; Boehler et al., 1999; 

Burlingham et al., 2007; Neuringer et al., 2000; Shirwan, 1999; Vittal et al., 2013). 

Ce modèle permettrait d’étudier l’influence des CEB sur le profil d’activation des LT. En effet, 

les cellules épithéliales sont capables d’interagir directement avec les cellules immunitaires, par 

l’expression de molécules du CMH (Iacono et al., 1997; Jaramillo et al., 2003; Rabinowich et al., 

1990; Räisänen-Sokolowski et al., 1998) mais aussi par l’expression de molécules de co-stimulation 

de la famille B7 (Heinecke et al., 2008; Kim et al., 2005). Elles peuvent réguler la réponse immune et 

plus particulièrement l’activité des DC (Upham and Stick, 2006) et des LT. Egalement, elles agissent 

sur la différenciation des LT en Th2 (Huston and Liu, 2006). Ce modèle étudie l’influence du contexte 

allogénique sans traitement immunosuppresseur, pourtant retrouvés chez tous les patients transplantés 

pulmonaires. Cette observation implique d’étudier tout d’abord l’effet des immunosuppresseurs sur le 

profil des CEB. En effet, il a été démontré dans d’autres transplantations d’organes solides le potentiel 

inducteur de la TEM de ces traitements immunosuppresseurs. Par exemple, la ciclosporine A induit la 

TEM et contribue à la fibrose rénale lors de la transplantation rénale (Galichon et al., 2011; Hazzan et 

al., 2011; Slattery et al., 2005). Ce type d’investigation est d’autant plus pertinent puisque certains 

immunosuppresseurs tels que la ciclosporine et le tacrolimus ont été récemment développés en aérosol 

ou en nébulisation (Corcoran et al., 2013; Hayes et al., 2010), exposant les CEB directement aux 

immunosuppresseurs. 

 

Ce modèle in vitro a permis d’étudier l’influence du contexte allogénique sur le profil des 

CEB. Pour de futures investigations ce modèle pourrait être utilisé pour étudier d’autres facteurs de 

risque du CLAD, comme les infections virales et/ou bactériennes (Gregson et al., 2013; Hayes et al., 

2012; Magnusson et al., 2013; Weigt et al., 2013b). À la différence des autres transplantations 

d’organes solides, le poumon est exposé à l’air. De ce fait, il est également sensible aux polluants tels 

que les particules de diesel ou les molécules allergisantes. Dans ce sens, Verleden et al, ont démontré 

l’influence de la pollution athmosphérique sur l’apparition du rejet (Verleden et al., 2012). Plusieurs 

études soulignent l’influence de ces stimulations sur les CEB (Heijink et al., 2010; Runswick et al., 

2007; Wan et al., 1999). L’étude des mécanismes impliqués par chaque facteur de risque contribuerait 

à l’identification de voies de signalisation ainsi qu’à la mise en évidence de nouvelles cibles 

thérapeutiques. L’influence d’autres types d’agressions épithéliales comme les lésions liées à la 

chirurgie ou encore le RGO, retrouvées chez les patients transplantés pulmonaires, peut également être 

testée.  

 

Ces travaux ont permis de mettre en évidence le rôle de CCL2 dans l’induction de la MMP-9. 

Il serait d’intéressant d’utiliser des modèles murins Knock-out inductibles pour la MMP-9 dans le but 

de mieux décrire son rôle dans le développement du CLAD. Egalement, d’autres voies thérapeutiques 

pourraient être testées comme la neutralisation de CCL2. De la même façon, nous avons démontré que 
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l’inhibition du récepteur CCR2 serait une cible thérapeutique intéressante. Dans un premier temps, 

nous pourrions tester des antagonistes. De futures investigations sont nécessaires pour étudier les voies 

de signalisation lors de l’interaction de CCL2/CCR2 en présence et en absence de TGF-β1, afin 

d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Les résultats de ces perspectives pourront être validés 

dans les échantillons de patients issus de la cohorte. L’inhibiteur naturel de MMP-9, TIMP-1 pourrait 

être également dosé dans les plasmas de patients transplantés pulmonaires afin de mieux comprendre 

le rôle de MMP-9 et de déterminer si un défaut de la balance MMP-9/TIMP-1 pourrait être prédictive 

du CLAD de façon plus pertinente encore que le dosage de MMP9 seul (Hübner et al., 2005). 

 

Ces différentes études contribueraient à identifier de nouveaux biomarqueurs et de nouvelles 

cibles thérapeutiques. Ce modèle in vitro constitue un nouvel outil pour étudier les mécanismes 

cellulaires mis en jeu lors du remodelage bronchique et pourrait être transposé pour l’étude d’autres 

pathologie bronchiques telles l’asthme ou encore la BPCO. 
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Projet en collaboration 
 
 
SENSIBILITÉ DU MÉSOTHÉLIOME PLEURAL MALIN (MPM) À LA VIROTHÉRAPIE 

ANTI-TUMORALE BASÉE SUR LE VIRUS ATTÉNUÉ DE LA ROUGEOLE (MV) 

 

Carole Achard, doctorante 2ème année – INSERM UMR892/CNRS UMR6299/Université de Nantes 

Sous la direction de Jean-François Fonteneau, travail effectué au sein de l’équipe 4 dirigée par Marc 

Grégoire 

 

Le mésothéliome pleural malin (MPM) est un cancer agressif de la plèvre survenant 

principalement suite à une exposition à l’amiante. Le diagnostic est souvent très tardif et la médiane de 

survie est comprise entre 6 et 12 mois seulement. Ce cancer reste réfractaire aux différents traitements 

existant actuellement, d’où la nécessité de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Depuis quelques années, des recherches se sont développées sur la virothérapie anti-tumorale. 

Cette approche consiste à utiliser des virus réplicatifs en tant qu’agents thérapeutiques anti-tumoraux, 

exploitant des aberrations cellulaires apparaissant lors du processus de tumorigénèse. Parmi ces virus, 

le virus atténué de la rougeole (MV) est un bon candidat, des résultats prometteurs ayant été observés 

dans deux essais cliniques de phase I visant différents cancers. Ce virus infecte préférentiellement les 

cellules tumorales surexprimant son récepteur d’entrée et induit leur mort par apoptose. 

Nous souhaitons développer la virothérapie anti-tumorale basée sur le MV pour le traitement 

du MPM. Dans ce but, nous avons réalisé une étude pré-clinique in vitro sur 22 lignées de MPM afin 

de montrer la faisabilité de cette approche. Il était également nécessaire de vérifier que le MV préserve 

les cellules saines, susceptibles d’être au contact du virus lors d’une injection chez le patient, même si 

son utilisation à faible dose pour vacciner des millions d’enfants dans le monde a déjà permis de 

démontrer son innocuité. Nos résultats montrent que 70% des lignées testées sont sensibles à 

l’infection et à la mort induite par le MV, tandis que les différentes cellules saines testées (cellules 

épithéliales bronchiques fournies par Mallory Pain de l’équipe d’Antoine Magnan, fibroblastes 

pulmonaires, cellules endothéliales pulmonaires et cellules mésothéliales saines) sont peu ou pas 

sensibles. Nous avons ensuite analysé l’expression, par les cellules tumorales de MPM et les cellules 

saines, des récepteurs d’entrée du virus et de certains gènes impliqués dans la réponse anti-virale afin 

d’expliquer les différences de sensibilité à l’infection entre les cellules.  

Nos résultats confirment ainsi le potentiel thérapeutique prometteur du MV, ciblant de façon 

spécifique la majorité des cellules tumorales de MPM et présentant une moindre toxicité envers les 

cellules saines. 

 

Ce travail fera l’objet d’une publication dans l’European Respiratory Journal. 
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Un nouveau biomarqueur de la dysfonction chronique du greffon pulmonaire: du 

modèle in vitro à la cohorte COLT 
 

La principale complication à long terme de la transplantation pulmonaire est l’apparition d’une 

dysfonction chronique du greffon (CLAD), dont l’un des phénotypes est la bronchiolite oblitérante 

(BO), caractérisée  par un remodelage bronchique excessif et une obstruction bronchique irréversible. 

Plusieurs études démontrent que les cellules épithéliales bronchiques (CEB) jouent un rôle dans ce 

processus, selon un mécanisme de transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Le but de notre étude 

est de 1)mettre en place un nouveau modèle in vitroentre les CEB et des LT activés et monocytes 

allogéniques 2) déterminer l’influence de ces cellules dans la TEMet 3) identifier de potentiels 

biomarqueursde la BO.Lors de ces travaux,j’ai développé un modèle proche de la situation retrouvée 

chez les patients avec la sécrétion de CCL2, CCL3, CCL4 et CXCL-10 dans les surnageants de 

culture. J’ai démontré que les cellules immunitaires,en synergie avec le TGF-β1accentuent la sécrétion 

de MMP-9 par l’épithélium.De plus, j’ai mis en évidencel’importance de l’axe CCL2/CCR2 dans cette 

sécrétion, proposant ainsi CCR2 comme cible thérapeutique potentielle. Enfin, j’ai montré la 

pertinence de la MMP-9comme biomarqueur prédictif de la BO dans les plasmasde patients de la 

cohorte COLT.Ces travaux démontrent l’implication du contexte allogéniquedans la TEM au cours du 

remodelage de l’épithélium, par la production de MMP-9 et suggèrent un lien entre CCL2 et MMP-9. 

La validationde ce biomarqueur prédictif permettra de mettre en place de nouvelles thérapeutiques afin 

d’anticiperl’apparition de la BO et de limiter son développement avant la dégradation des fonctions 

respiratoires. 

 

Mots clés : Transplantation pulmonaire, Cellules épithéliales bronchiques, Transition épithélio-

mésenchymateuse, MMP-9, dysfonction chronique du greffon, CCR2 

 
A new biomarker of chronic lung allograft dysfunction : from an in vitro model to 

COLT cohort 

 
Chronic lung allograft dysfunction (CLAD) is the major limitation to lung transplantation, 

with the most common phenotype being bronchiolitis obliterans (BO). BO is characterized by an 

irreversible airflow obstruction after an aberrant airway remodeling process. Bronchial epithelial cells 

(BEC) seem to play a key role in this process through epithelial to mesenchymal transition (EMT). 

The aim of this study was to 1) set up an in vitro model of allogeneic co-culture 2) test the impact of 

allogeneic context on EMT 3) identify new predictive biomarkers of BO. 

I have developed a new in vitro co-culture model between BEC and allogeneic activated T 

cells and/or monocytes. Detection of CCL2, CCL3, CCL4 and CXCL-10 in culture supernatants 

shows the relevance of the model. I have demonstratedthat immune cells in synergywith TGF-β favors 

MMP-9 secretion. Furthermore, I have demonstrated the role of CCL2/CCR2 in thissecretion, 

suggesting CCR2 as a potentiel therapeutictarget. Finally, thanks to COLT cohort, I have validated 

plasma MMP-9 as a predictivebiomarker of BO.  

This new in vitro model suggests the implication of allogenicity in EMT 

duringepitheliumremodeling by the induction of MMP and propose a linkbetweenCCL2 and MMP-9. 

It appears as a relevant tool for biomarkerdiscovery as presentedherewith MMP9. Plasmatic MMP-9 

maybe a valuablebiomarker for BO. 

 
Keywords : Lung Transplantation, Bronchial epithelial cells, epithelial to mesenchymal transition, 

MMP-9, chronic lung allograft dysfunction, CCR2 




