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E. PUCHELLE, J.M. TOURNIER, J.-M. ZAHM, S. DE BENTZMANN, D. GAILLARD

RESUME

Les Iésions de I'épithélium respiratoire peuvent étre liées 2 un
déficit des mécanismes de défense de la muqueuse, secondaire
aux modifications physicochimiques de la barriere de mucus
qui normalement protege U'épithélium de l'action délétere des
irritants inhalés, des bactéries et des virus. Les lésions de 'épi-
thélium respiratoire se traduisent par une augmentation de la
perméabilité jonctionnelle, une desquamation partielle des cel-
lules épithéliales, voire méme une dénudation totale de la
membrane basale. Les modeles in vivo et in vitro de lésion de
I'épithélium respiratoire montrent qu’en réponse a une lésion,
I'épithélium de surface est capable de réparer par un certain
nombre de mécanismes incluant : I'étalement, la migration
des cellules épithéliales basales, la réparation des jonctions
serrées, des phénomenes de transdifférenciation et la prolifé-
ration des cellules basales et muqueuses. Les cellules de 1'épi-
thélium de surface ont la capacité de réparer une lésion et de
rétablir 'intégrité fonctionnelle de I'épithélium aprés un temps
variant de 48 a 72 heures selon la taille de la 1ésion. Différentes
molécules sont directement impliquées dans le processus de
réparation (notamment les composants de la matrice extra-
cellulaire et les intégrines correspondantes (fibronectine et
osf intégrines), les métalloprotéinases matricielles d’origine
épithéliale (gélatinase B et stromélysine)). Au cours de la répa-
ration de I'épithélium, le remodelage de I'épithélium de sur-
face peut entrainer 'apparition de récepteurs apicaux vis-a-
vis des adhésines bactériennes et ainsi favoriser la récurrence
des infections bronchiques.

SUMMARY

Repair of bronchial epithelium. - Lesions of the respira-
tory epithelium can be related to a mucosal immune defi-
ciency, secondary to physicochemical alterations of the mucus
barrier which normally protects the epithelium from the
harmful action of inhaled irritants, bacteria and viruses.
Lesions of the respiratory epithelium result in increased junc-
tional permeability, partial desquamation of epithelial cells,
or even total exposure of the basement membrane. In vivo and
in vitro mnodels of lesions of the respiratory epithelium show
that, in response to a lesion, the surface epithelium can be
repaired by a number of mechanisms including: spreading,
migration of basal epithelial cells, repair of tight junctions,
transdifferentiation phenomena and proliferation of basal and
mucus-secreting cell. Cells of the surface epithelium are able
to repair a lesion and restore functional integrity of the epi-
thelium after intervals ranging from 48 to 72 hours according
to the dimensions of the lesion. Various molecules are directly
involved in the repair process (especially constituents of the
extracellular matrix and the corresponding integrins (fibro-
nectin and osf; integrins), epithelial matricial metalloprotei-
nases (gelatinase B and stromelysin). During repair of the epi-
thelium, remodelling of the surface epithelium can induce the
appearance of apical receptors to bacterial adhesins, thereby.
facilitating recurrence of bronchial infection.
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INTRODUCTION

L’épithélium de surface des voies aériennes est
continuellement exposé a l'action délétere des irri-
tants environnementaux, susceptibles d'induire
des lésions de cet épithélium. Dans des conditions
normales, la surface bronchique est recouverte
d’'un mucus bronchique qui forme un filire a
I'interface air - cellule et représente une barriére
naturelle protégeant les cellules épithéliales des
agents toxiques et des agents infectieux et viraux.
L’hétérogénéité des chaines glycanniques des gly-
coprotéines présentes dans le mucus représente
une mosaique de récepteurs permettant la recon-
naissance et I'adhérence des bactéries au mucus
[1]. Ces bactéries sont ensuite éliminées par le jeu
du transport mucociliaire empéchant ainsi leur
acces a la surface des cellules épithéliales. Par
contre, dans de trés nombreuses pathologies bron-
chiques, les anomalies du mucus entrainent une
diminution de la clairance mucociliaire favorable
aux infections virales et microbiennes associées a
une réaction inflammatoire locale.

Dans cette breve revue, nous rappellerons les
principaux facteurs a l'origine des lésions de I'épi-
thélium respiratoire, la réponse de 'épithélium a
ces agents lésionnels et les facteurs cellulaires et
moléculaires impliqués dans la réparation de I'épi-
thélium. Sera enfin évoqué le role des modifica-
tions des récepteurs épithéliaux dans les méca-
nismes d’infection bactérienne au cours des phé-
noménes de réparation de I'épithélium.

PRINCIPALES ORIGINES LESIONNELLES
DE L’EPITHELIUM RESPIRATOIRE

L’intégrité de la barriére épithéliale peut étre
séverement lésée par les agents infectieux et non
infectieux. Les bactéries interferent avec le trans-
port mucociliaire en diminuant ou en désorgani-
sant lactivité de battement ciliaire. Les microor-
ganismes comme Haemophilus influenzae,
Streptococcus pneumoniae, Staphyloceus aureus et
Pseudomonas aeruginosae sont les bactéries plus
fréquemment responsables de lésions épithéliales
[2, 3]. De nombreux agents non infectieux comme
les oxydants inhalés (NO,, O,, O3), peuvent exer-
cer un effet toxique sur I'épithélium bronchique.
La gravité des lésions dépend des caractéristiques
physicochimiques des gaz inhalés, de leur concen-
tration, de leur solubilité et de la durée de I'expo-
sition. La réponse de I'épithélium de surface bron-
chique & une lésion aigiie, quelle qu’en soit la
source, entraine une succession d’événements cel-
lulaires allant d'une perte de I'imperméabilité de
la surface épithéliale jusqu'a une dénudation

incomplete (seules les cellules basales restant atta-
chées a la lame basale) ou complete (dénudation
de la membrane basale) de I'épithélium de surface.
En réponse a une lésion chronique, des phéno-
menes de transdifférenciation peuvent également
intervenir. Les cellules ciliées se transforment en
cellules sécrétrices, les cellule sécrétrices peuvent
également adopter un phénotype de type malpi-
ghien. Ce phénomeéne de remodelage de I'épithé-
lium de surface est parfaitement représentatif de
la « plasticité » de I'épithélium bronchique [4, 5].

REPONSE DE L’EPITHELIUM
RESPIRATOIRE
A DES AGENTS LESIONNELS

Etude in vivo

Plusieurs types de modeles animaux ont été
développés afin d’analyser la réponse de 1'épithé-
lium bronchique a différentes sources lésionnelles
(oxydants, fumée de cigarette, lésions méca-
niques, infections virales ou bactériennes). In
vivo, la régénération de I'épithélium trachéal apres
une lésion mécanique entraine une succession de
processus incluant 'étalement et la migration des
cellules épithéliales proches de la 1ésion, qui, pro-
gressivement, recouvrent les zones dénudées [6].
Il a été montré chez la souris, apres infection
virale par le virus influenzae, une desquamation
complete de I'épithélium qui intervient au cours
des trois jours qui suivent I'infection. La répara-
tion et la régénération de cet épithélium 1ésé ne
sont completes qu'apres deux semaines. Quels que
soient les modeles animaux utilisés, une multitude
de facteurs cellulaires sont impliqués dans le sti-
mulus inflammatoire et le phénomeéne de répara-
tion de [1'épithélium qui suit la 1ésion.
Généralement, les séquences décrites suivent
chronologiquement cette succession : étalement
des cellules bordant la 1ésion, migration des cel-
lules basales, reformation des jonctions serrées,
puis prolifération active incluant une hyperplasie
des cellules basales et muqueuses suivie d'une dif-
férenciation progressive des cellules muqueuses
en cellules préciliées (phénotype cellulaire mixte
présentant les caractéristiques de cellules ciliées
et de cellules muqueuses) permettant ainsi de
réparer et de régénérer 'épithélium cilié dans un
délai de quelques jours & quelques semaines, selon
I'importance de la lésion.

Modéles de culture in vitro

Afin de mieux identifier les mécanismes impli-
qués dans la réparation de I'épithélium respira-
toire spécifiquement rattachés aux cellules épi-
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Fig. 1. - Dynamique de la réparation de I'épithélium respiratoire de surface apres création d'une lésion par action chimique.
a=T0, b=30h, c=60h, d=90h.

théliales de surface, nous avons mis au point, au
laboratoire, un modele de 1ésion et de réparation
de I'épithélium de surface a partir de cultures de
cellules épithéliales de surface nasales [7]. Apres
dissociation de polypes nasaux et obtention d’'une
culture & confluence, une lésion chimique est réa-
lisée dans des conditions standards et le proces-
sus dynamique de réparation est étudié par vidéo-
microscopie. Le premier évéenement intervenant
dans la réparation de la lésion épithéliale corres-
pond a I'étalement et a la migration des cellules
sur la matrice extracellulaire dénudée. La vitesse
de migration atteint 35 a4 45 micrometres par
heure, ce qui permet la fermeture progressive de
la zone lésée (30 mm?) dans une période de temps
de l'ordre de 72 heures (fig. 1). Environ 24 heures
apres la 1ésion, la prolifération cellulaire est obser-
vée avec un pic d’activité mitotique qui est atteint
apres 48 heures et concerne environ 25 p. cent des
cellules en phase de réparation. Il est intéressant
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de constater que, méme apres recouvrement de la
zone lésée par les cellules épithéliales, il faut
attendre environ 24 heures supplémentaires pour
que l'intégrité de la barriére épithéliale étudiée par
la mesure de la résistance transépithéliale et de la
perméabilité au [°H]mannitol soit totalement res-
taurée.

FACTEURS CELLULAIRES
ET MOLECULAIRES
IMPLIQUES DANS LES PROCESSUS
DE REPARATION DE L’EPITHELIUM

Protéines du cytosquelette

Les filaments d’actine et le réseau de microtu-
bules sont impliqués dans le mouvement cellulaire
tandis que les filaments intermédiaires sont essen-
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tiellement caractéristiques de I'état de différen-
ciation des phénotypes cellulaires au cours du
remodelage tissulaire. Dans les cellules migra-
toires, au cours du phénomene de réparation, on
observe une réorganisation trés importante des
microtubules. Les cellules aplaties qui migrent
vers le site 1ésé changent leur phénotype et se
caractérisent par une faible expression des fila-
ments intermédiaires de cytokératine 14 qui sont
spécifiques des cellules basales dans I'épithélium
normal. Ces cellules migratoires tres peu diffé-
renciées, apparaissent comme des cellules clés
dans la réparation de I'épithélium [8].

Facteurs de croissance

Un trés grand nombre de facteurs de croissance
joue un réle important dans le phénomene de
réparation de l'épithélium. Ces facteurs sont
sécrétés non seulement par les cellules du mésen-
chyme, les macrophages et les plaquettes, mais
également de facon spécifique, par les cellules épi-
théliales de surface [9]. Nous avons pu montrer
que 'EGF recombinant accélere la vitesse de répa-
ration des lésions. D'autres facteurs, comme 'IGF,
le PDGF et le TGF peuvent également intervenir
dans la réparation de I'épithélium, soit en stimu-
lant la croissance des cellules ou en favorisant la
synthése de composants de la matrice extracellu-
laire [11].

Protéines de la matrice extracellulaire et
leurs récepteurs cellulaires

L'étalement cellulaire et la migration qui inter-
viennent au cours du phénomeéne de réparation
dépendent étroitement des interactions cellules-
matrice qui vont réguler la morphologie et les
fonctions cellulaires par l'intermédiaire d'une
famille de récepteurs cellulaires spécifiques, les
intégrines. Parmi les différents composants de la
mairice extracellulaire, nous avons pu montrer
que la fibronectine est déposée exclusivement a
Iinterface cellules-matrice au cours du processus
de réparation et que I'addition de fibronectine cel-
lulaire favorise la migration de ces cellules.
Associée au dépét de fibronectine dans les cellules
épithéliales réparantes, nous avons pu noter que
I'expression de l'intégrine osP;, qui est I'un des
récepteurs cellulaires de la fibronectine est aug-
mentée dans les cellules migrantes au cours de la
réparation [12]. Ces résultats démontrent que les
interactions entre les cellules épithéliales et la
matrice extracellulaire représentent un méca-
nisme de réparation majeure de I'épithélium des
voies aériennes apres lésion.

Surface de la zone lésée
1 -

0.5

O_J

0 24 48 72

Temps aprés création de la lésion (heures)

Fig. 2. — Cinétique de réparation d'une lésion créée dans des cellules
épithéliales de surface en cultures confluentes. Comparativerment aux
valeurs contrdles (#), on observe une augmentation du temps néces-
saire 4 la réparation de la zone lésée aprés incubation en présence
d’anticorps anti-gélatinase B 4 la concentration de 0.5 ug/ml (O) et 1
ug/ml (@).

Métalloprotéinases et réparation de I'épithé-
lium respiratoire

Lors d’une lésion de I'épithélium respiratoire,
les différents composants de la matrice extracel-
lulaire peuvent étre dégradés. Ces molécules
dégradées doivent étre éliminées de la surface
lésée pour faciliter la ré:-épithélialisation de la
Iésion. D’autre part, nous avons vu qu'une matrice
provisoire riche en fibronectine intervient de
facon déterminante dans la réparation des lésions
[7]. Cette matrice provisoire doit étre remaniée
pour permettre la mise en place d'une lame basale
définitive sous I'épithélium régénéré.

Les métalloprotéinases matricielles (MMPs)
constituent une famille d’enzymes protéolytiques
connues pour dégrader spécifiquement la plupart
des constituants de la matrice extracellulaire. On
peut donc penser que ces enzymes participent a
la régénération d'un épithélium lésé en éliminant
les molécules partiellement dénaturées ou en
remodelant la matrice nouvellement synthétisée.
Nous avons étudié deux types de MMPs quant a
leur implication possible dans la réparation de
lésions de I'épithélium respiratoire: les gélatinases
et les stromélysines. La gélatinase A, ou collagé-
nase de type IV de 72 kDa et la gélatinase B, ou
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collagénase de type IV de 92 kDa, sont connues
pour leur action spécifique sur le collagéne de type
TV des lames basales. Les stromélysines possedent
une activité protéolytique vis-a-vis de nombreuses
protéines de la matrice extracellulaire: fibronec-
tine, laminine, élastine, protéoglycannes et plu-
sieurs types de collagénes. La stromélysine 1 est
également connue pour sa capacité a activer la
gélatinase B [13].

Au cours de la réparation de lésions créées in
vitro sur des cultures de cellules isolées de I'épi-
thélium des voies aériennes, nous avons déter-
miné, par différentes techniques zymographiques,
les concentrations des gélatinases et des stromé-
lysines présentes d'une part dans les cellules
migratoires impliquées dans la réparation des
lésions et d’autre part dans les cellules station-
naires situées a distance des lésions, La gélatinase
A est faiblement exprimée par les cellules épithé-
liales et son niveau d’expression ne varie pas au
cours de la réparation. A l'inverse, la gélatinase B
et les stromélysines sont plus abondantes dans les
cellules migratoires. La proportion de gélatinase
B et de stromélysines présentes sous forme active
est plus importante dans les cellules qui réparent
la Iésion comparativement aux cellules station-
naires. De plus on observe un ralentissement du
processus de réparation (fig. 2) en présence de
I'anticorps 6-6B, spécifique de la gélatinase B et
connu pour bloquer l'activation de cette enzyme
[14]. Pendant la réparation, les variations d’acti-
vité de la gélatinase B et des stromélysines suivent
des évolutions similaires. Ce dernier résultat sug-
gére que la réparation d’'une lésion dépend d'une
cascade de MMPs et que ces MMPs peuvent étre
elles-méme impliquées dans 'activation d’autres
MMPs.

Nous avons par ailleurs noté que les stromély-
sines 1 et 3 sont exprimées essentiellement au
cours de la réparation de lésions par des cellules
migratoires caractérisées par un phénotype
mésenchymateux. En effet, ces cellules expriment
la cytokératine 14, spécifique des cellule basales
de 'épithélium respiratoire, mais aussi la vimen-
tine, marqueur des cellules mésenchymateuses.
La présence de MMPs dans les cellules basales qui
migrent laisse supposer un réle spécifique pour
ces enzymes a l'interface entre 'épithélium qui
répare une Iésion et 'environnement matriciel des
cellules. D’autre part, les stromélysines et en par-
ticulier la stromélysine 3 sont essentiellement pro-
duites in vivo par les cellules mésenchymateuses
aussi bien dans un foyer inflammatoire quautour
d’un groupe de cellules cancéreuses [15]. La pré-
sence de stromélysine 3 et de vimentine dans les
cellules migratoires réparant une lésion peut donc
étre considérée comme le reflet d'une transition
épithélio-mésenchymateuse dans ces cellules épi-
théliales [16]. En résumé, nos résultats suggérent
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que la réparation de lésions de I'épithélium des
voies aériennes dépend de l'activité de plusieurs
MMPs et que 'expression de ces enzymes coincide
avec l'acquisition d'un phénotype mésenchyma-
teux de la part des cellules migratoires.

RQLE DE LA REPARATION
DE L’EPITHELIUM BRONCHIQUE
DANS LA COLONISATION BACTERIENNE

Au cours des différents événements qui carac-
térisent les mécanismes de lésion et de réparation
de l'épithélium respiratoire, les microorganismes
rencontrent des conditions optimales pour leur
adhérence, persistance et multiplication sur les
surfaces cellulaires. Nous avons pu montrer que
Pseudomonas aeruginosa qui est un germe oppor-
tuniste de I'épithélium ne présente aucune viru-
lence lorsque I'épithélium respiratoire est normal
et pseudostratifié. Par contre, dans un épithélium
1ésé, la dénudation de la membrane basale et
P'exposition de composants de la matrice extra-
cellulaire créent des conditions optimales pour la
colonisation par cette bactérie [17]. Parmi ces
composants de la matrice extracellulaire, la lami-
nine et la fibronectine se révelent des composants
cibles pour Pseudomonas aeruginosa. Au cours de
la réparation de I'épithélium de surface, en parti-
culier dans la mucoviscidose, les cellules en phase
de réparation présentent des récepteurs apicaux
tels que les gangliosides asialylés (Asialo GM;) qui
ont une affinité particuliére pour Pseudomonas
aeruginosa. D'autres récepteurs épithéliaux,
notamment des intégrines B, redistribuées a la
partie apicale des cellules au cours des méca-
nismes de dédifférenciation liés & la migration cel-
lulaire apparaissent comme de trés bons candi-
dats pour 'adhérence bactérienne.

CONCLUSION

Les remodelages de épithélium des voies
aériennes au cours des mécanismes lésionnels et
au cours de la réparation de 1'épithélium repré-
sentent des événements critiques qui peuvent
favoriser la recurrence des infections et par consé-
quent, accélérer les lésions pulmonaires et initier
la pathologie obstructive pulmonaire. Le déve-
loppement de nouvelles thérapeutiques antibac-
tériennes ayant pour but de prévenir I'adhérence
bactérienne a I'épithélium lésé ou en phase de
réparation représentent donc une stratégie poten-
tielle & développer afin d’éviter la colonisation bac-
térienne.
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