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RÉSUMÉ 

L'asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes dont les caractéristiques 

principales sont le remodelage bronchique et la fibrose sous épithéliale. Les cellules structurales 

et inflammatoires interagissent les unes avec les autres tant par contact direct que par l'entremise 

de médiateurs sécrétés. Cette interaction contribue de manière importante à la régulation du 

processus inflammatoire qui a cours dans la muqueuse bronchique. Les fibroblastes et les 

lymphocytes T produisent de nombreuses cytokines et médiateurs proinflammatoires dont 

l'interleukine-6 (IL-6). L'expression de cette dernière est étroitement associée avec la présence 

de fibrose dans de nombreux tissus. L'IL-6 agit également comme facteur de croissance et 

d'activation pour les lymphocytes T. L'objectif de ce projet est d'identifier les molécules de co-

stimulation impliquées dans la communication entre les fibroblastes et les lymphocytes T ainsi 

que de déterminer leur rôle dans la production d'IL-6 par les fibroblastes lors de l'interaction 

entre ces deux types cellulaires. Les nombreuses investigations menées indiquent que les 

lymphocytes T entraînent l'augmentation de la production de l'IL-6 autant par les fibroblastes de 

sujets sains que ceux provenant de sujets asthmatiques. Cette augmentation de la production 

d'IL-6 se fait principalement par l'entremise de molécules de surface. L'interaction LFA-

1/ICAM-l semble être impliquée dans cette augmentation de la production d'IL-6. Ces résultats 

montrent à quel point l'interaction entre les fibroblastes et les lymphocytes T peut moduler la 

production de cytokines tel l'IL-6 et par conséquent dans quelle mesure elle peut influencer le 

processus inflammatoire. 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 
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1.1. Généralités sur l'asthme 

L'asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes qui apparaît 

généralement au cours des premières années de vie mais également à l'âge adulte [1]. Son 

incidence et sa morbidité n'ont cessé d'augmenter dans les pays industrialisés au cours des 

dernières décennies. Au Canada, plus de deux millions de personnes ont déclaré avoir été 

diagnostiquées comme souffrant d'asthme en 2003. Santé Canada a ainsi estimé que 8,4 % des 

personnes de 12 ans et plus, soit 9,6 % des femmes et 7,1 % des hommes souffrent d'asthme 

dans les collectivités canadiennes [2]. Ces chiffres nous montrent à quel point l'asthme constitue 

un problème de santé des plus importants. 

L'American Academy of Allergy Asthma and Immunology recense l'asthme allergique ou 

extrinsèque, l'asthme non allergique et l'asthme professionnel. L'asthme allergique fait suite au 

processus inflammatoire enclenché par une agression, causée par différents allergènes de 

l'environnement (les pollens, les poils d'animaux, la poussière et les acariens)[3-5]. L'asthme 

non allergique peut être déclenché par de nombreux stimuli tel qu'un exercice vigoureux, l'air 

froid ou par tout autre stimulus en mesure d'induire une hyperréactivité bronchique. L'asthme 

professionnel peut être causé par divers stimuli spécifiques tels des poussières présentes dans un 

environnement de travail. Ainsi, les sujets asthmatiques sont hypersensibles à certains excitants. 

Le contact avec un ou plusieurs de ces stimuli va induire une modification de la structure 

bronchique ainsi que de l'inflammation. Cette inflammation va conduire à de l'hyperréactivité 

bronchique, qui elle va entraîner la bronchoconstriction ainsi qu'une production excessive de 

mucus [6;6;7]. Cette bronchoconstriction va ultimement conduire à l'apparition des symptômes 

d'asthme que sont, la toux sèche avec des expectorations, des épisodes de dyspnée, une 

respiration sifflante ainsi qu'une augmentation du rythme cardiaque lors d'une crise sévère. Ces 

symptômes font donc suite à une hyperréactivité bronchique conduisant à une obstruction 

variable réversible des bronches. L'intensité, la durée et la fréquence de ces symptômes donnent 

un indice sur le degré de sévérité de la maladie [8]. 
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Il convient de signaler que de nombreux facteurs augmentent les risques de développer de 

l'asthme. Parmi ceux-ci, le fait d'avoir souffert d'infections respiratoires durant l'enfance, 

l'obésité, le tabagisme, des facteurs génétiques et un faible poids à la naissance [6-8]. 

Il existe plusieurs classes d'asthme. Le «National Asthma Education and Prévention Program» 

des Etats-Unis le classe en quatre catégories : l'asthme léger intermittent, l'asthme léger 

persistant, l'asthme modéré persistant et l'asthme sévère persistant. Cette classification est basée 

sur la sévérité des symptômes, la présence ou non de symptômes nocturnes ainsi que sur la 

qualité des tests de fonction pulmonaire (Tableau 1) [6;8]. 



I 

Symptoms* * Nighttirne Symptoms Lung Function 

STEP 4 ■ Continuai symptoms Fréquent ■ FEV-, or PEF ^ 6 0 % predicted 
■ L imited physical activity ■ PEF variability > 3 0 % 

Persistent ■ Fréquent exacerbations 

STEP a ■ Dai ly symptoms > 1 t ime a week ■ F E V , or PEF > 6 0 % - < 8 0 % predicted 
M o d e r a t e ■ Dai ly use ot inhaled short-actîng ■ PEF variability > 3 0 % 
Persistent beta2~agonist 

■ Exacerbations atfect activity 
• Exacerbations -» 2 times a week; 

niay last days 

STEP 2 ■ Symptoms > 2 times a week but > 2 t imes a mont h ■ FEV-, or PEF i 8 0 % predicted 
M i l f l < 1 t ime a day ■ PEF variability 2 0 - 3 0 % 

Persistent ■ Exacerbations may attect activity 

STEP 1 ■ Symptoms s ï2 times a week *. 2 times a month ■ FEV-, or PEF ^ 8 0 % predicted 
M Î U I ■ Asymptomat ic and normal PEF ■ PEF variability < 2 0 % 
I n t e r m i t t e n t between exacerbations 

■ Exacerbations briet (trorn a tew houi 
to a tew days): intensity may vary 

■■, 

Tableau 1 : Classification du degré de sévérité de l'asthme. 

Cette classification est basée sur la sévérité des symptômes et la nature des tests de fonction 

pulmonaire. FEV| : Forced expiratory volume in 1 seconde; PEF : Peak expiratory flow. 

National Asthma and Educational Program, Clinical practice guidelines Jul 1999. Expert Pannel 

Report!, NIHpublication[6]. 
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1.2. L'inflammation dans l'asthme 

De nombreux facteurs contribuent au développement du processus inflammatoire dans l'asthme. 

[1 s'agit principalement de facteurs génétiques et environnementaux [4;5]. Ainsi, grâce 

notamment à des analyses histopathologiques de biopsies bronchiques, nombre d'études ont mis 

en évidence la présence d'inflammation chez les sujets asthmatiques. Ces biopsies montrent une 

infiltration de neutrophiles, d'éosinophiles, de lymphocytes T, une dégranulation des mastocytes, 

une desquamation de Pépithélium bronchique, un œdème de la muqueuse ainsi qu'un 

épaississement de la membrane basale (Figure 1) [9-11]. Ces caractéristiques du remodelage 

bronchique qui font suite au processus inflammatoire sont observées chez les sujets souffrant 

d'asthme modéré à sévère et elles varient avec le degré de sévérité de la maladie. 

D'autres études portant sur l'inflammation dans l'asthme montrent une présence accrue de 

cytokines et de chimiokines dans les lavages bronchoalvéolaires (LBA) de sujets asthmatiques 

[12; 13]. Ces cytokines, chimiokines et autres médiateurs de l'inflammation produits tant par les 

cellules résidentes que par les cellules immunitaires peuvent influencer la réponse inflammatoire 

de diverses manières. En effet, certains d'entre eux sont en mesure d'activer des facteurs de 

transcription impliqués dans la réponse inflammatoire asthmatique, dont le facteur nucléaire- KB 

(NF-KB), activateur de protéines (AP-1), facteur nucléaire des cellules T activées (NFAT) et 

plusieurs membres de la famille des «Signal transducers and activator of transcription» (STAT) 

[14; 15]. Ces facteurs de transcription agissent sur les gènes qui codent pour les cytokines, les 

chimiokines, les molécules d'adhésion et les autres médiateurs impliqués dans l'induction et la 

pérennité de la réponse inflammatoire [16]. 
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Figure 1 : Sections histologiques de muqueuses bronchiques normale (A) et asthmatique 
(B). Chez les sujets asthmatiques, on note un épaississement de la membrane basale, une 

desquamation de l'épithélium ainsi qu'une infiltration accrue de cellules inflammatoires. (Busse 

WW, et al. 2001. Asthma. N Engl J Med. 344: 350-62 [17]). 
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1.2.1. L'inflammation allergique dans l'asthme 

L'asthme est souvent associé à de l'atopie (facteur de risque le plus clairement associé à son 

développement), qui est la prédisposition génétique à produire de manière inappropriée des 

immunoglobulines (IgE) en réponse à des allergènes communs (les pollens, les poils d'animaux, 

la poussière et les acariens) [4;5;18]. Les patients atopiques présentent un taux sérique d'IgE 

élevé ainsi que des réactions positives aux tests d'allergies cutanées [19]. L'inhalation d'un 

allergène par des sujets asthmatiques donne lieu à deux types de réponses : la réaction 

d'hypersensibilité immédiate qui se produit en quelques minutes et la réaction retardée ou 

tardive qui se produit entre six et neuf heures après l'exposition à l'allergène. La réaction 

immédiate implique l'activation des mastocytes par le pontage d'anticorps IgE par l'allergène. 

Ces anticorps IgE sont produits par les lymphocytes B activés suite à la présentation de 

l'antigène par les cellules dendritiques dans les ganglions lymphatiques [20]. Le complexe ainsi 

formé par l'allergène, l'IgE et le récepteur de haute affinité pour les IgE (FceRI) à la surface des 

mastocytes, mais aussi des basophiles, va conduire à la dégranulation des mastocytes, donc à la 

libération de médiateurs nouveaux et préformés, dont l'histamine et la tryptase. Cette 

dégranulation conduit également à la libération de médiateurs dérivés des lipides membranaires 

(leucotriènes LT), facteur d'activation des plaquettes (PAF), prostaglandines (PG) ainsi que de 

cytokines qui vont ultimement conduire à une bronchoconstriction et à de l'œdème bronchique. 

Chez certains sujets, selon la concentration de l'allergène, la réaction immédiate pourra être 

suivie d'une réaction tardive plus ou moins importante alors que, d'autres n'en présenteront 

jamais. Cette dernière se distingue par l'influx et l'activation des lymphocytes, des éosinophiles, 

des macrophages ainsi que des autres cellules inflammatoires[19]. Cet influx de cellules 

inflammatoires fait suite à la production de cytokines induite par la présentation de l'antigène. 

Ces cytokines sont en mesure d'induire et d'augmenter l'expression des molécules d'adhésion, 

procurant ainsi un mécanisme par lequel les cellules inflammatoires peuvent migrer de la 

circulation sanguine vers les voies aériennes [20;21]. Ces cellules inflammatoires vont à leur tour 

augmenter la production de cytokines pro-inflammatoires et ainsi contribuer à la perpétuation de 

ce mécanisme de migration. 
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Figure 2 : Schéma du processus menant à la réaction allergique aiguë et chronique. 

La réaction allergique fait suite à l'induction par l'antigène de la libération d'histamine et de 

médiateurs lipidiques provenant des mastocytes qui donnera lieu à une réponse aiguë ou à une 

réponse chronique. (Kay AB. 2001. Allergy and allergie diseases, First of two parts. N Engl J 

Med. 344(1) :30-37 [19]). 
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1.2.2. Les cellules inflammatoires impliquées dans l'asthme allergique 

Les cellules inflammatoires jouent un rôle central dans la protection de l'organisme contre les 

infections ainsi que contre les agressions environnementales de toutes sortes. Toutefois, ce 

processus de protection peut être plus délétère que profitable entraînant même dans les cas 

chroniques de nombreuses modifications structurales et fonctionnelles. L'inflammation 

chronique qui caractérise l'asthme et d'autres maladies inflammatoires, implique une infiltration 

de cellules immunitaires (éosinophiles, mastocytes, lymphocytes, macrophages, etc..) qui, par 

la sécrétion de médiateurs tels l'histamine, le PAF et les LT conduisent à une 

bronchoconstriction, à l'apparition d'œdème dans les voies respiratoires ainsi qu'à la sécrétion 

de mucus [22]. Ces cellules immunitaires orchestrent des aspects différents de l'inflammation 

allergique. 

Ainsi, les éosinophiles jouent un rôle important dans la réaction allergique retardée. Suite à leur 

activation, les éosinophiles libèrent, à partir de leurs granules des protéines toxiques et des 

radicaux libres qui tuent les micro-organismes et les parasites. Cette activation induit une 

production importante de cytokines, de facteurs de croissance et de protéases qui vont stimuler 

les cellules environnantes comme les fibroblastes [23;24]. Dans l'asthme, certaines de ces 

protéines éosinophiliques jouent un rôle important à l'image de la protéine basique majeure 

(MBP) et des cystéinyl LT qui induisent entre autres effets, une augmentation de la réactivité et 

de la constriction des cellules musculaires lisses qui sont impliquées dans l'hyperréactivité 

bronchique. Ces protéines éosinophiliques produisent leur effet en causant notamment un 

dysfonctionnement des récepteurs muscariniques de type M2 présents chez les cellules 

musculaires lisses [23]. Une éosinophilie est également observée dans le tissu pulmonaire. 

L'administration d'anticorps anti-interleukine-5 (IL-5) conduit à une réduction du nombre 

d'éosinophiles ainsi qu'à celle de nombreuses protéines de la matrice extracellulaire chez des 

sujets humains atteints d'asthme, ce qui atteste de l'importance des éosinophiles dans la 

physiopathologie de l'asthme [25]. 
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D'autres cellules immunitaires comme les macrophages ont également des rôles importants dans 

l'asthme notamment grâce aux nombreuses cytokines (Tumor necrosis factor-a (TNF-a), IL-6, 

IL-8 et TGF notamment) et pourrait par la production de médiateurs tels les eicosanoïdes (LT), 

influer sur le remodelage et la fibrogenèse comme c'est le cas dans la fibrose pulmonaire 

idiopathique [26]. 

Les mastocytes joue également un rôle dans la physiophatologie de l'asthme notamment dans 

l'homéostasie du tissu, la cicatrisation et lors d'infections bactériennes. Il en existe deux sous-

types, ceux contenant de la tryptase (MT) et ceux contenant aussi bien de la tryptase que de la 

chymase (MTc)- Les mastocytes contenant de la tryptase (MT) prédominent dans les poumons 

[27]. L'activation des mastocytes conduit à la libération de médiateurs préformés, de protéases 

neutres, à la synthèse et à la libération de produits lipidiques et cytokines dont le «Platelet 

derived growth factor» (PDGF2), l'IL-4, l'H-5, l'IL-6, l'IL-8 et l'IL-13 et les LT [28-30]. Il est 

aujourd'hui établit que les mastocytes jouent un rôle déterminant dans la réaction immédiate, car 

l'administration de sodium cromoglycate et de P-agonistes tels le salbutamol, connus pour être 

des inhibiteurs de la dégranulation des mastocytes in vitro, entraîne une abolition complète de la 

réponse immédiate [28]. Les mastocytes sont également en mesure de présenter l'antigène aux 

cellules T [31]. Ils pourraient, sachant que le type de cellule présentatrice d'antigène influence de 

manière importante le phénotype des cellules T, participer à la différenciation en Th2 des 

lymphocytes [32]. 
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1.2.3. Les lymphocytes dans l'asthme allergique 

Les lymphocytes sont des cellules hématopoïétiques qui, en fonction du site où elles parviennent 

à maturité, peuvent se différencier en cellule T ou B [33]. Les lymphocytes B qui deviennent 

mature dans la moelle osseuse sont responsables de la production des anticorps, tandis que les 

lymphocytes T dont le site de maturation est le thymus sécrètent de nombreux médiateurs 

impliqués dans l'inflammation [33;34]. Dans le sang, la majorité des lymphocytes sont de type T 

et font un circuit entre les voies lymphatiques, les veinules post-capillaires, les régions 

paracorticales des ganglions lymphatiques, le canal thoracique et la circulation sanguine. 

Il existe plusieurs sous-types de lymphocytes T soit, les T auxiliaires ou helper (Th ou CD4+), 

les T régulateurs, les T cytotoxiques (CD8+) et les T mémoires (CD45RO+) [33]. Les 

lymphocytes T CD4+ jouent un rôle de «catalyseur» aussi bien dans la réponse immunitaire à 

médiation cellulaire que celle à médiation humorale qui est sous la dépendance des lymphocytes 

B. Les lymphocytes T CD8+ sont impliqués dans l'immunité à médiation cellulaire donc, sont 

capables d'attaquer directement les cellules exprimant l'antigène étranger [33]. 

Dans l'asthme, un nombre élevé de lymphocytes T est retrouvé dans le lavage bronchoalvéolaire 

ainsi que dans les biopsies bronchiques [35;36]. On note également un recrutement sélectif des 

lymphocytes T CD4+ dans la muqueuse bronchique, lequel est corrélé à une baisse du nombre de 

lymphocytes circulants [37;38]. Cette augmentation du nombre de lymphocytes T activés est 

corrélée avec la sévérité de la maladie [39;40]. Sous l'influence de l'lL-4, les ThO activées par 

les cellules présentatrices d'antigènes se différencient en lymphocytes T auxiliaires de type Th2 

[32;41]. Ensuite, la déviation vers l'une ou l'autre de ces deux types de réponses est déterminée 

par l'environnement lors de la réponse immunitaire. Ainsi, la différenciation des cellules T CD4+ 

naïves en cellules Thl se fait en réponse à l'activation des cellules présentatrices de l'antigène 

par un pathogène sous l'influence de cytokines telle que 1TL-12 [32;41;42]. Les lymphocytes 

Thl produisent des cytokines tels 1TL-2, la lymphotoxine-P et l'interféron-y (IFN-y) notamment 

qui joue dans le cas de ce dernier un rôle important dans la destruction intracellulaire des 

pathogènes. La différenciation en Th2, a lieu en réponse à des allergènes environnementaux via 

des cellules présentatrices d'antigène (CPA) sous l'influence de cytokines telle 1TL-4 [41-43]. 
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Les lymphocytes Th2 activés produisent de nombreuses cytokines dont l'IL-4, IL-13, l'IL-6, 

l'IL-5 et l'IL-10 impliquées dans la production d'IgE par les cellules B, ainsi que dans 

l'activation et le recrutement des éosinophiles et dans la production de mucus [42]. Plusieurs 

études ont mis en évidence une augmentation de l'expression de l'ARNm et de la production de 

cytokines de type Th2 tels l'IL-4, 5, 6, 13 et le «Granulocyte Macrophage Colony Stimulating 

factor» (GM-CSF) ainsi qu'une faible production de cytokines de type Thl tel (IFN-y) 

[42;44;45]. Chez les sujets sains, un équilibre existe entre la production de cytokines Th2 et Thl 

tandis que, chez les sujets atopiques, on note une forte concentration de cytokines Th2. Ceci 

amène à penser qu'une rupture de l'équilibre entre les cytokines Thl et Th2 aurait un rôle majeur 

dans le développement de l'asthme tels que l'énonce «la théorie de l'hygiène» qui stipule que 

l'exposition réduite aux microbes dans les premières années de la vie conduirait à une déviation 

de la réponse immunitaire spécifique aux allergène des cellules T mémoires vers un profil Th2 

au lieu de la réponse de type Thl (Figure 3) [43]. 

Ainsi, les lymphocytes T jouent un rôle clé dans la réponse immunitaire en orchestrant les 

interactions entre les cellules prenant part à ce processus. Grâce notamment au large éventail de 

cytokines qu'ils produisent, lesquelles sont en mesure d'attirer, de stimuler et d'activer les autres 

types cellulaires, les lymphocytes T jouent un rôle important dans la pathogenèse de l'asthme. 
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Figure 3 : Facteurs influençant la déviation de la réponse immunitaire vers une réponse de 

type Thl ou Th2. (Busse WW, et al. 2001. Asthma. N Engl J Med.; 344(5): 350-62 [17]). 
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1.3. Le remodelage bronchique 

Le remodelage est un aspect critique de la réparation après une lésion et ceci, dans tous les 

organes. Il s'agit d'un processus dynamique qui associe la production et la dégradation de la 

matrice extracellulaire (MEC) en réaction à une lésion inflammatoire aboutissant à un processus 

de réparation normal ou pathologique [46;47]. Parmi les caractéristiques du remodelage 

bronchique on note: une desquamation de l'épithélium, un épaississement de la membrane basale 

réticulaire causé par un dépôt de collagène, une fibrose sous épithéliale, une hyperplasie des 

glandes à mucus ainsi qu'une hyperplasie et une hypertrophie des cellules musculaires lisses 

(Figure 4) [48-50]. 

La fibrose est l'une des composantes principale du remodelage, elle se produit au niveau de la 

membrane basale (MB). Cette dernière est composée de deux feuillets, soit la lame basale ou 

basai lamina, et la lame réticulaire ou lamina reticularis qui elle, est le site privilégié du 

remodelage chez les asthmatiques. C'est sous cette membrane que l'on observe une déposition 

de réticuline, de fibronectine et surtout de collagènes de type I et III qui sont produits par les 

fibroblastes et les myofibroblastes [50;51 ]. La prolifération des fibroblastes et des autres cellules 

résidentes couplée à un épaississement excessif du tissu conjonctif, sont les caractéristiques 

majeures de la fibrose. Nombre de cytokines et de médiateurs affectent le métabolisme du 

collagène. Le principal médiateur impliqué dans ce processus est le TGF-p\ qui stimule la 

synthèse du collagène, induit la différenciation des fibroblastes en myofibroblatses et prévient 

l'induction de l'apoptose, contribuant ainsi à la persistance des myofibroblastes [52-54]. 

L'accumulation de collagène est due à un débalancement entre sa synthèse et sa dégradation 

suite à une modification du ratio des métalloprotéinases de la matrice (MMP) sur les inhibiteurs 

des protéinases présents dans les tissus (TIMP) [55]. 
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Figure 4 : Caractéristiques histopathologiques du remodelage bronchique dans l'asthme. 
On note en (A), l'épithélium intact et absence d'infiltrat de cellules inflammatoires dans la 

muqueuse bronchique, absence de fibrose sous-épithéliale sur les biopsies effectuées chez un 

sujet sain. (B, C, D et E), biopsies provenant de patients asthmatiques sur lesquelles on observe 

une desquamation de l'épithélium ainsi que l'épaississement de la MB une augmentation nette 

de la masse musculaire, l'infiltration de la muqueuse bronchique par les cellules inflammatoires. 

On note également en (C et D), des fibroblastes et des myofibroblastes qui sont responsables de 

la sécrétion de collagène. (Benayoun et al. 2003. Le remodelage bronchique dans l'asthme: 

mécanismes et enjeux thérapeutiques. Médecine/Sciences; 19 : 319-26 [56]). 
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1.3.1. Implication des cellules structurales dans le remodelage 

Le remodelage bronchique est un processus complexe impliquant de nombreuses interactions 

cellulaires et dans lequel les cellules structurales jouent un rôle des plus déterminants. Les 

cellules structurales ne sont pas des cellules passives. Au même titre que les lymphocytes T, les 

éosinophiles ou les mastocytes, elles participent à la réponse immunitaire et sont en mesure 

d'influencer cette dernière. Ces cellules, grâce aux contacts ainsi qu'aux médiateurs, cytokines et 

chimiokines qu'elles produisent, contribuent de manière significative au maintien de l'infiltrat 

inflammatoire [57]. L'interaction des cellules inflammatoires avec les cellules résidentes de la 

muqueuse bronchique ainsi qu'avec certains constituants de la matrice extracellulaire est 

impliquée dans les changements morphologiques et fonctionnels observés dans l'asthme. 

Parmi ces cellules structurales, les cellules épithéliales jouent un rôle particulier. Elles 

constituent à la fois une barrière physique et chimique en raison du grand nombre de cytokines 

(IL-6, IL-8, TGF-pM, l'epiderma growth factor (EGF), etc..) et médiateurs inflammatoires (PG 

LT, etc..) qu'elles produisent [58-61]. Les médiateurs produits par les cellules épithéliales ont 

un impact sur le recrutement et l'activation des cellules inflammatoires. Ces médiateurs et 

cytokines agissent autant sur les cellules inflammatoires que sur les autres cellules résidentes. 

D'autres cellules résidentes telles les cellules musculaires lisses ont aussi un rôle important dans 

le remodelage bronchique. En effet, ces dernières produisent certaines protéines de la matrice 

extracellulaire tels les collagènes de type I et IV, la laminine ainsi que de nombreuses cytokines 

telle l'IL-6 contribuant ainsi significativement au remodelage [60;61 ]. Outre leur rôle dans le 

remodelage bronchique, les cellules musculaires lisses sont également capables de prendre une 

part active dans la réponse immunitaire grâce notamment à la grande quantité de médiateurs 

qu'elles produisent mais aussi par contact direct. En effet, ces dernières expriment des molécules 

de co-stimulation tel l'OX40L qui est impliqué dans l'activation des cellules T [22]. 
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1.3.2. Fibroblastes et myofibroblastes dans le remodelage 

Les fibroblastes sont des cellules structurales ubiquitaires qui permettent de maintenir l'intégrité 

du tissu. Les fibroblastes sont les principales cellules en charge de la sécrétion de différents 

composants de la MEC tels les collagènes, la fibronectine et la laminine notamment [62;63]. 

Certaines cytokines et facteurs de croissance tels l'IL-4 et le TGF-p\ induisent les fibroblastes à 

exprimer l'cc-smooth muscle actine (a-SMA), les transformant ainsi en myofibroblastes dont le 

nombre est augmenté dans l'asthme [63]. Cette augmentation du nombre de myofibroblastes est 

corrélée avec l'épaississement de la membrane basale ainsi qu'à une augmentation des 

collagènes I et III [64]. Des études ont montré que les fibroblastes provenant des sujets 

asthmatiques produisent significativement plus de protéoglycans (perlecan, versican, decorine) 

que les fibroblastes provenant de sujets sains [65]. D'autres études ont également montré que les 

fibroblastes bronchiques provenant de sujets asthmatiques présente une capacité réduite à 

dégrader le collagène comparé aux fibroblastes provenant de sujets sains et que l'expression de 

pro-collagène I en réponse à une stimulation par l'IL-4 ainsi que par le PDGF est augmentée 

chez les fibroblastes provenant de sujets asthmatiques [66-68]. Les fibroblastes et les 

myofibroblastes jouent un rôle central tant dans la formation que dans la dégradation de la MEC. 

En effet, il a été montré que ces derniers produisent moins de MMP-2 et plus TIMP-2 

notamment modifiant le rapport TIMP/MMP en faveur du maintien de la MEC [67]. 

Les fibroblastes sont également en mesure de produire une grande panoplie de cytokines dont 

l'IL-6, l'IL-8 et le TGF-P, des chimiokines et des prostanoïdes tels le PGE2, grâce auxquels ils 

peuvent influencer les cellules environnantes tant inflammatoires que structurales [67;68]. Les 

fibroblastes à leur tour peuvent être influencés par les médiateurs produits par d'autres cellules 

environnantes ou encore par les médiateurs qu'ils ont eux-mêmes produits. Ces médiateurs et 

autres cytokines jouent un rôle important dans la détermination de la nature et de la magnitude 

de l'infiltration des cellules inflammatoires [68]. De nombreuses études ont mis en évidence le 

rôle actif des fibroblastes dans le processus inflammatoire. En effet, des fibroblastes bronchiques 

isolés de souris dans lesquels sont induit des granulomes de type Thl et Th2 expriment différents 

types de chimiokines et produisent des nombreux types de protéines de la MEC, ce qui suggère 
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que les fibroblastes pourraient jouer un rôle dans la balance Thl-Th2 dans le tissu inflammé 

[69]. Les fibroblastes sont donc en mesure d'influencer le comportement des cellules 

inflammatoires, non seulement grâce aux cytokines, mais également en interagissant directement 

avec elles. Cette interaction directe se fait au moyen de protéines membranaires exprimées à la 

surface des cellules impliquées. Les fibroblastes expriment de nombreuses molécules de surface 

pouvant participer aux interactions cellulaires dont ICAM-1 et CD40. Il a été montré que la 

liaison du CD40 sur les fibroblastes de différents types de tissus mène à l'activation de 

nombreux facteurs de transcription entraînant les fibroblastes à produire notamment de hauts 

niveaux de cytokines [68]. 

Ainsi, grâce aux cytokines et autres facteurs de croissance qu'ils produisent, les fibroblastes 

peuvent contribuer à la présence continue de l'infiltrat leucocytaire dans la muqueuse bronchique 

présente dans l'asthme. Ceci conduit probablement à un dérèglement de la balance 

homéostasique entre le recrutement des leucocytes, leur prolifération, leur migration et leur mort. 
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1.3.3. Interaction entre les fibroblastes et les cellules inflammatoires 

L'inflammation est un processus qui implique des interactions complexes à la fois des cellules 

immunitaires entre elles, des cellules résidentes entre elles et des interactions entre ces deux 

groupes. C'est ce dernier aspect qui est d'intérêt, particulièrement celui de l'interaction entre les 

fibroblastes et les cellules immunitaires. L'interaction des cellules résidentes tels les fibroblastes 

avec les cellules immunitaires est d'un grand intérêt sachant que dans l'asthme, une infiltration 

chronique ainsi qu'une augmentation du nombre de lymphocytes, de macrophages, 

d'éosinophiles et de mastocytes dans la muqueuse bronchique est constatée [24;40;68], Ainsi, 

cette proximité histologique augmente la possibilité d'interactions de natures diverses entre les 

cellules immunitaires et les cellules résidentes de la muqueuse bronchique tels les fibroblastes. 

De nombreuses études ont été menées dans le but d'évaluer l'impact spécifique de certaines de 

ces interactions sur le processus inflammatoire et sur le remodelage des voies aériennes. Des 

études portant sur les interactions impliquant les mastocytes et les fibroblastes notamment ont 

montrées que les mastocytes induisent les fibroblastes (pulmonaires et dermiques) à produire une 

plus grande quantité d'IL-6 et de facteurs de croissance (Fibroblast Growth Factor (FGF-2), 

FGF7, GM-CSF). Les mastocytes induisent également une augmentation de la contractilité et de 

la prolifération des fibroblastes [70-72]. 

Outre les mastocytes, les éosinophiles, également sont en mesure de moduler le profil sécrétoire 

et celui des molécules d'adhésion exprimées par les fibroblastes. Ainsi, il a été montré que la 

MBP contenue dans les granules des éosinophiles en synergie avec le TGF-(3 ou l'IL-1 induisent 

chez les fibroblastes pulmonaires une augmentation significative de la transcription de nombreux 

gènes ainsi que la sécrétion de plusieurs cytokines telles que l'IL-6 et l'IL-11 qui vont contribuer 

à la pérennité du processus inflammatoire [73]. Les éosinophiles induisent chez les fibroblastes 

pulmonaires une augmentation de l'expression de l'ARNm de la fibronectine, des TIMP, des 

«Plasminogen Activator Inhibitor-1» (PAI-1) (inhibiteur des protéases à serine) qui sont 

impliqués dans le remodelage bronchique [55]. 
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Les lymphocytes quant à eux, ont attirés et continuent d'attirer beaucoup d'attention quant à leur 

capacité à moduler les fibroblastes. Dans ce dernier cas, des études récentes ont montré que les 

lymphocytes T induisent l'augmentation de l'expression de la cyclooxygenase-2 (COX-2) et des 

molécules d'adhésion cellulaire telle ICAM-1 chez les fibroblastes pulmonaires, lesquels à leur 

tour induiraient une réduction de la transcription des gènes et de l'expression de protéines tel le 

TNF-a [74]. Des expériences antérieures menées dans notre laboratoire ont montré que les 

lymphocytes T stimulent les fibroblastes bronchiques à produire une plus grande quantité de 

cytokines et de chimiokines telles l'IL-6 et l'IL-8 et que la majeure partie du signal à l'origine de 

cette augmentation est médiée par un contact direct entre les lymphocytes T et les fibroblastes 

bronchiques [75]. Toutefois, l'identité de molécules impliquées dans ce processus demeure 

inconnue. 

En somme, grâce à leur capacité d'induire la production de nombreuses cytokines et médiateurs 

inflammatoires qui leur permettent d'avoir un impact notamment sur l'apoptose cellulaire et 

l'état d'activation des cellules, les interactions fibroblastes-lymphocytes T pourraient contribuer 

de manière significative au maintien du processus inflammatoire. 
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1.4. Les cytokines 

Les cytokines sont des médiateurs peptidiques impliqués dans l'inflammation. Leur mode 

d'action peut être paracrine, endocrine, autocrine ou juxtacrine [76]. Elles proviennent de 

nombreuses sources, principalement des cellules du système immunitaire, soit les lymphocytes, 

les macrophages, les neutrophiles, les basophiles, les éosinophiles et les mastocytes, mais 

également des cellules structurales ou résidentes tels les fibroblastes et les cellules épithéliales 

[77;78]. Elles ont chacune des rôles qui leur sont propres mais certaines redondances peuvent 

être observées. Elles ont généralement des effets pléiotropiques dont la capacité à induire 

l'activation, la prolifération, le chimiotactisme et celle de moduler leur propre synthèse ou celle 

d'autres cytokines. Elles agissent en se fixant sur leurs récepteurs de haute affinité induisant 

ainsi l'activation des différents facteurs de transcription tels le NF-KB, AP-1, les STAT, etc.. 

[78]. 

1.4.1 L'intei leukine-6 

L'IL-6 est une cytokine multifonctionnelle ayant des propriétés tant « anti » que « pro » 

inflammatoires. Elle est sécrétée par de nombreux types cellulaires dont les cellules 

présentatrices d'antigène professionnelles telles les cellules B, les macrophages et les cellules 

dendritiques. Elle est également produite par des cellules présentatrices d'antigène non 

professionnelles comme les cellules épithéliales, les cellules endotheliales, les fibroblastes et par 

les cellules inflammatoires. Cette cytokine est impliquée dans les phases aiguës et chronique de 

la réponse inflammatoire [78]. Plusieurs études ont montré que l'IL-6 est en mesure d'induire la 

production initiale d'IL-4 par les cellules T CD4+ naïves provenant de la rate. Cette production 

fait suite à l'activation du facteur de transcription NFATc2 qui contribue à la différenciation de 

ces cellules CD4+ naïves en cellules Th2 [78]. L'IL-6 agit comme cofacteur de l'IL-4 pour 

favoriser la synthèse des IgE, phénomène qui est notamment observé dans l'asthme allergique. 

L'IL-6 est également un facteur de survie pour les cellules T CD4+ naïves mais pas pour les 

cellules T CD4+ activées. Elle est également en mesure de protéger les cellules T CD8+ de 

l'apoptose [78-80]. Cette cytokine induit l'expression de suppresseur de la signalisation des 
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cytokines-1 (SOCS-1) qui inhibe la signalisation de l'IFN-y, une fonction qui résulte en 

l'inhibition de la voie de signalisation conduisant au développement préférentiel de la voie Th2 

[81]. L'IL-6 agit aussi sur les cellules T régulatrices CD4+ CD25+ en empêchant leur anergie et 

en médiant une production significative d'IL-2[80;82]. 

L'IL-6 exerce son effet en se liant à deux différentes protéines membranaires fonctionnellement 

différentes (Figure 5). Il s'agit du récepteur de liaison au ligand IL-6Roc (aussi connu sous le 

nom de gp80) et du récepteur de transduction du signal gpl30 [83]. L'IL-6 se lie spécifiquement 

à l'IL-6Ra, le complexe IL-6/IL-6Ra formé conduit au recrutement du récepteur de signalisation 

gpl30 qui va initier l'activation de différentes voies de signalisation. Il s'agit notamment de la 

voie des Janus Kinases (JAKs) responsable de la phosphorylation du résidu tyrosine de la queue 

cytoplasmique du gpl30 qui va entraîner l'activation de nombreuses familles de transducteurs de 

signaux, celle des activateurs de la transcription de la famille des STAT, ainsi que la voie des 

«Mitogen-activated protein kinase» (MAPK) [83;84]. Le gpl30 est présent dans la membrane de 

nombreux types cellulaires, l'expression de l'IL-6Ra est plus restreinte (notamment chez 

hépatocytes et certains leucocytes), induisant donc l'impossibilité pour plusieurs cellules de 

répondre à 1 'IL-6 via la voie classique du complexe IL-6Ra:gpl30 [83;85]. Toutefois, autant 

l'IL-6Ra que le gpl30 possèdent des formes solubles. La forme soluble de IL-6a (sIL-6Ra) 

procure un mécanisme alternatif par lequel 1TL-6 peut activer le gpl30 et ainsi induire la 

transduction du signal de 1TL-6 dans les types cellulaires qui ne peuvent pas de manière 

intrinsèque répondre à 1TL-6. La forme soluble de gpl30 inhibe de manière exclusive la réponse 

à 1TL-6 médiée par sIL-6Ra sans interférer avec la réponse via 1TL-6R lié à la membrane. Le 

gpl30 peut également moduler la migration des leucocytes [84;85]. 

Des niveaux élevés de sIL-6R avant stimulation allergénique, ont été mis en évidence dans les 

lavages bronchoalvéolaires de sujets asthmatiques [78]. Aussi, le blocage local de sIL-6R par 

une protéine de fusion, le gpl30Fc, dans un modèle murin de phase tardive d'asthme après une 

sensibilisation à l'ovalbumine (OVA), induit une suppression des cellules Th2 dans les poumons. 

Parallèlement, l'administration dans les poumons d'un anticorps anti-IL6R induit des 

lymphocytes Thl, des cellules Foxp3-positives, et IL-6R positives ayant des fonctions 
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suppressives [78]. Tout ceci suggère un rôle possible du sIL-6R dans le contrôle de la fonction 

Th2 chez les asthmatiques. 

Dans l'asthme, des taux d'IL-6 élevés ont été trouvés dans le sang, les lavages 

bronchoalvéolaires ainsi que dans les tissus pulmonaires [78]. Plusieurs études ont également 

montrées l'existence d'une forte corrélation entre la fibrose et l'expression d'IL-6 dans de 

nombreux tissus dont la peau et les poumons [78;79;86]. D'autres études ont mis en évidence 

chez des souris transgéniques surexprimant PIL-6, une augmentation de l'espace alvéolaire, un 

épaississement des voies aériennes, de l'inflammation lymphatique avec production de mucus et 

d'éotaxine ainsi qu'un développement de la fibrose sous épithéliale. Cette dernière est 

significativement réduite chez des souris Knockout (KO) dans un modèle de fibrose hépatique. 

Ces évidences plaident pour un rôle important de l'IL-6 dans le remodelage [78;87;88]. 
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Figure 5 : Le complexe de récepteurs de l'IL-6. 
Cette figure montre le mode de signalisation de l'IL-6: la signalisation classique impliquant le 

récepteur gpl30 et la signalisation alternative impliquant à la fois le slL-6R et le gpl30. 

(Scheller et al..2006. Scand. J. Immunol. 63 :321-329 [85]). 
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1.5. Les molécules de surface 

L'efficacité de la réponse immunitaire dépend de la régulation de l'activation des lymphocytes. 

Pour y arriver, les lymphocytes ont besoin de deux signaux indépendants. Le premier est un 

signal antigène spécifique qui est transmis via le récepteur unique à l'antigène présent à la 

surface des lymphocytes T (TCR) ou sur les cellules B (BCR). Le deuxième signal appelé « co-

stimulation » est indépendant du récepteur de l'antigène et joue un rôle critique pour permettre 

l'activation, le maintien de la prolifération cellulaire, la prévention de l'anergie ou de l'apoptose, 

la différenciation en cellules effectrices et mémoires ainsi que dans la coopération cellulaire [79]. 

Ce second signal de co-stimulation peut être délivré par une ou plusieurs molécules de surfaces 

distinctes qui sont exprimées à la surface aussi bien des CPA que des cellules T ou B [79], 

Un grand nombre de molécules de surface exprimées tant par les cellules T que par les CPA 

participent à la transmission du signal d'activation des lymphocytes T (Figure 6). Parmi celles-

ci, les molécules B7 (B7-1 et B7-2) avec leurs co-récepteurs CD28/CTLA-4, ICMA-l/lFA-1, 

LFA-3/CD2, et VCAM-l/VLA-4 dont l'expression peut varier selon la nature des CPA et peut 

également être régulée ou induite par l'activation ou par les cytokines [80;81 ;83]. 
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Figure 6 : Illustration de quelques interactions moléculaires impliquées dans la 

communication entre les cellules T et les cellules présentatrices d'antigène. (Danese S, Sans 

M, Fiocchi C. 2004. The CD40/CD40L Costimulatory pathway in inflammatory bowel disease. 

Gut. 53:1035-1043.[89]). 
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1.5.1. Interaction ICAM-l/LFA-1 

1CAM-1 (CD154) est une glycoprotéine de poids moléculaire variant entre 76-114 KDa qui est 

un membre de la superfamille des immunoglobulines et qui est exprimé à la surface des cellules 

endothéliales, des cellules épithéliales, des fibroblastes et aussi des cellules T, des cellules B, des 

cellules dendritiques, des macrophages, et des éosinophiles [90]. LFA-1 (CD1 la/CD 18) est un 

membre de la sous famille des intégrines P2 et est exprimé de manière constitutive par les 

lymphocytes T et B ainsi que par les monocytes. La liaison de ICAM-1 avec son ligand (LFA-1) 

affecte l'adhésion et l'activation cellulaire. Cette interaction est l'une des premières étapes de la 

formation de la synapse immunologique et y joue un rôle important en facilitant la formation du 

conjugué cellule T/CPA menant à l'activation des cellules T ainsi qu'à la production de 

cytokines[91;92]. 

Cette interaction est également impliquée dans le processus de migration des cellules 

inflammatoires du sang vers le site de l'inflammation dans les tissus. Cette migration est un 

processus qui comporte plusieurs étapes et l'interaction ICAM-l/LFA-1 joue un rôle très 

important dans l'étape de la transmigration endothéliale ainsi que dans l'adhésion ferme aux 

cellules endothéliales qui est une étape critique de la migration des cellules inflammatoires à 

travers les jonctions serrées des cellules endothéliales [90]. Les conséquences physiologiques de 

cette interaction incluent une augmentation de la production de cytokines (IL-1, IL-6, IL-8, 

etc..) ainsi que de l'expression d'autres molécules d'adhésion cellulaire tel le VCAM-1 [78;79]. 

Une activation optimale des cellules T requiert deux signaux : un étant spécifique à l'antigène et 

l'autre de co-stimulation. De nombreuses études ont montré que la liaison ICAM-l/LFA-1 

pouvait servir de signal de co-stimulation. En effet, cette liaison est en mesure d'induire en 

conjonction avec le TCR une activation de la «Phosphoinositide 3-Kinase» (PI3K), ainsi qu'une 

augmentation de la transcription du gène de l'IL-2, en plus d'être impliquée dans l'induction de 

la division cellulaire, dans la production de cellules mémoires et de protéger les cellules de 

l'apoptose [93;94]. 
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Dans l'asthme, plusieurs études ont mis en évidence une augmentation proéminente de ICAM-1 

dans les voies aériennes de sujets asthmatiques. Cette augmentation a été rapportée chez 

différents types cellulaires à savoir les lymphocytes T, les eosinophiles, les cellules endothéliales 

et épithéliales isolés de patients asthmatiques [90]. 

D'autres études ont montré que l'inflammation des voies aériennes et l'hyperréactivité 

bronchique sont réduites comparé aux témoins sains dans un modèle murin d'asthme déficient en 

ICAM-1, confirmant ainsi le rôle important que cette interaction aurait dans la pathogenèse de 

l'asthme [95]. 
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1.5.2. Interaction CD28/B7 

L'interaction CD28/B7 est assurément la voie de co-stimulation la mieux caractérisée. Celle-ci 

implique le CD28, une glycoprotéine de 44 KDa, constitutivement exprimée à la surface des 

lymphocytes T et qui avec des affinités différentes se lie aux deux molécules de co-stimulation 

que sont B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86). Ces dernières sont principalement exprimées par les 

CPA incluant les macrophages, les cellules B et les cellules dendritiques [96]. B7-1 et B7-2 

peuvent être induites chez des fibroblastes et des cellules epitheliales suite à une stimulation par 

l'IFN-y. Chez la majorité des CPA, B7-2 est exprimée de manière constitutive à de faible taux, 

tandis que B7-1 est induite plus tard après l'activation [97]. CD28 délivre un signal important 

pour l'activation et la différentiation des cellules T [98]. Comme énoncé précédemment, CD28 

se lie aux molécules B7-1 et B7-2 avec une plus grande affinité pour la molécule B7-2. Cette 

interaction est impliquée dans de nombreux processus. Ainsi, elle agit en synergie avec la liaison 

entre le TCR et le complexe majeur d'histocompatibilité Il-peptide (CMH) des CPA pour 

optimiser l'activation des cellules T [96-98]. Les interactions CD28/B7-1 et CD28/B7-2 

n'aboutissent pas aux même phénomènes physiologiques en ce sens que certaines études ont 

montré que la liaison CD28/B7-1 jouent un rôle dans la déviation des cellules T vers un 

phénotype Thl, tandis que l'interaction CD28/B7-2 est impliquée dans le développement d'un 

phénotype Th2 [99]. Cette interaction est aussi impliquée dans la production de nombreuses 

cytokines (IL-2, IL-4, IL-5) ainsi que dans la prévention de l'anergie et de l'apoptose [98]. 

De nombreuses études ont mis en évidence une augmentation de l'expression de B7-2 chez des 

patients souffrant d'asthme atopique suite à une stimulation allergénique [100]. D'autres études 

ont également montré une augmentation du taux sérique de sB7-2 (soluble B7-2) chez les 

patients asthmatiques comparé à des patients sains. Aussi, le blocage de l'interaction CD28/B7-2 

inhibe le développement d'IgE, l'éosinophilie pulmonaire ainsi que l'hyperréactivité bronchique 

chez la souris [100; 101]. 
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1.5.3. Interaction CD40/CD40L 

CD40 est une glycoprotéine membranaire de 50 KDa appartenant à la famille des récepteurs du 

TNF (TNF-R). Elle est exprimée par de nombreux types cellulaires dont les cellules B, les 

monocytes macrophages, les cellules dendritiques, les cellules épithéliales, cellules endothéliales 

ainsi que par les fibroblastes [101]. 

Le CD40L (CD 154) est une glycoprotéine membranaire de 33 KDa, appartenant à la famille du 

TNF et est exprimée par les cellules T CD4+, les plaquettes, les éosinophiles,.les mastocytes et 

les basophiles [102; 103]. Après sa formation, CD40L est clivé et relâché de la surface cellulaire 

et circule de manière systemique sous une forme biologiquement active [104; 105]. Le CD40 

forme un trimère qui va se lier au CD40L induisant une cascade de signalisation complexe 

impliquant les membres de la superfamille des récepteurs du TNF, l'activation de différentes 

protéines tyrosine kinases telles «Extracellular signal regulated Kinase» (ERK-2), Protéine 38 

(P38) et «c-Jun N-terminal kinase» (JNK). Éventuellement, cette liaison peut aboutir à 

l'activation de plusieurs facteurs de transcription incluant NF-KB, AP-1 et NFAT [105]. 

Dans l'inflammation, la liaison CD40/CD40L sur les monocytes et les cellules dendritiques 

conduit notamment à une augmentation de la production de cytokines telles l'IL-6, IL-8, IL-10 et 

l'IL-12. Une augmentation de certaines molécules de co-stimulation telles ICAM-1, LFA-3, B7-

1 et B7-2 est également noté. L'interaction CD40/CD40L conduit aussi à une augmentation de la 

sécrétion de MMPs, telles les MMP-1, -2, -3 et -9 [96-98]. Cette interaction est importante dans 

la réponse spécifique à l'antigène comme le témoigne la faible prolifération des cellules T CD4+, 

leur faible production d'IL-4 et d'IFN-y dans un modèle animal déficient en CD40L [89]. 

Au niveau pulmonaire, l'administration de la forme soluble de CD40L (sCD40L) est en mesure 

d'induire une inflammation pulmonaire, tandis que chez des souris KO pour CD40L, cette 

déficience prévient le développement de l'inflammation dans les poumons ainsi que celle de la 

fibrose [106; 107]. Aussi, chez des patients souffrant d'asthme allergique, des études ont montré 

des niveaux élevés de sCD40L associés avec une réaction allergique immédiate induite par les 
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IgE [107]. La synthèse d'IgE étant l'une des caractéristiques de l'allergie atopique, l'interaction 

CD40/CD40L pourrait jouer un rôle dans le développement de l'inflammation associée à 

l'asthme. En effet, la production par les lymphocytes B d'isotypes particuliers 

d'immunoglobulines nécessite deux signaux. Ainsi, pour la synthèse d'IgE, le premier signal 

provient de l'IL-4 ou de l'IL-13 lors de la liaison de leur récepteur sur les cellules B [108]. 

Quant au second signal, celui-ci provient de la liaison du CD40 sur les cellules B avec son ligand 

présent sur les cellules T [109]. 
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1.5.4. Interaction ICOS/ICOSL 

L' « Inducible Costimulator » (ICOS) est le troisième membre de la superfamille de CD28. C'est 

un homodimère de 55-60 KDa qui possède environ 24% d'homologie avec le CD28 [110]. Il est 

exprimé à la surface des cellules T activées et par les cellules NK. ICOS se lie à son propre 

membre de la famille de B7 soit le B7RP-1/B7h ou ICOSL. Ce ligand d'ICOS possède environ 

20% d'homologie de séquence avec les molécules B7-1 et B7-2 et est exprimé autant dans les 

tissus lymphoïdes que non lymphoïdes incluant les reins, le foie et les poumons [110-112]. Son 

expression a été montrée chez les fibroblastes du derme après stimulation avec du TNF et de 

l'IFN-y [94]. Il est également détecté à la surface des macrophages, des cellules dendritiques, 

épithéliales et endothéliales [110]. 

L'interaction ICOS/ICOSL est impliquée dans de nombreux processus dont la différenciation 

des cellules B, la formation de centres germinaux, la production d'immunoglobuline et le 

développement des cellules B mémoires notamment. En effet, il a été montré que des souris 

déficientes en ICOS présentaient une formation réduite de centres germinaux en réponse, à une 

immunisation primaire ainsi qu'une malformation de ces derniers lors d'une sensibilisation 

secondaire. On note aussi une altération dans la commutation isotypique des IgG [96]. 

Cette liaison joue un rôle clé dans la régulation de la réponse Th2 impliquée dans l'asthme et 

l'allergie en médiant entre autre, le recrutement, l'activation et la survie des leucocytes. Elle 

induit l'augmentation de la production de cytokines Th2, telles l'IL-4, et l'IL-6 notamment 

[113]. D'autres études ont mis en évidence que ICOS peut réguler la fonction des cellules Th2 

effectrices sans affecter leur différenciation suite à une stimulation antigénique de type Th2 [96]. 

Cette interaction est donc d'un grand intérêt dans la compréhension de la physiopathologie de 

l'asthme car le blocage d'ICOS dans un modèle murin de provocation allergénique actif diminue 

l'inflammation allergique et le développement de l'hyperréactivité bronchique [113-115]. Ainsi, 

ICOS semble être impliqué dans des aspects très importants de l'inflammation allergique et peut 

donc être une bonne cible thérapeutique. 
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1.5.5. Interaction OX40/OX40L 

OX40 (CD134) et son ligand OX40L sont respectivement des membres de la famille des 

récepteurs du TNF et de la superfamille du TNF. OX40 est exprimé préférentiellement par les 

cellules T CD4+ que par les cellules T CD8+. OX40 joue un rôle notamment dans la survie des 

cellules T effectrices ainsi que dans la production de cellules T mémoires [116]. Son ligand 

OX40L est présent sur les CPA professionnelles et non professionnelles telles que les cellules B 

activées, les cellules dendritiques, les cellules épithéliales, les cellules endothéliales et les 

lymphocytes T. De nombreuses études utilisant des souris déficientes en OX40L ont révélé que 

l'absence de OX-40L sur les CPA conduisait à une réduction marquée de la prolifération et de la 

production de cytokines par les cellules T CD4+ [11V; 118]. 

Cette interaction semble être impliquée aussi bien dans la réponse inflammatoire primaire que 

secondaire. Elle joue un rôle dans l'expansion et la survie des cellules T CD4+ ainsi que dans les 

réponses Thl et Th2 [116]. Cette liaison est donc impliquée dans l'activation des cellules T, leur 

prolifération ainsi que dans leur production de cytokines. Elle pourrait également jouer un rôle 

dans la migration des cellules, car cette liaison influence le nombre de cellules T qui 

s'accumulent dans les follicules des cellules B par un facteur de deux à trois fois [119]. Aussi, 

des souris déficientes en OX40 montrent une baisse de deux à trois fois de l'accumulation des 

cellules T CD4+ dans les sites inflammatoires [120]. Cette interaction induit aussi une 

augmentation préférentielle de la production de cytokines de type Th2 et contribue au maintien 

d'une réponse de type Th2 [116]. Le blocage de OX40, ou encore sa déficience, réduit la sévérité 

de l'inflammation, réduit l'hyperréactivité bronchique et la production de mucus dans un modèle 

murin d'asthme, ce qui fait de cette interaction une cible thérapeutique intéressante. 
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CHAPITRE 2 

HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS DE L'ÉTUDE 
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2.1. Origine du projet 

Mon projet s'inscrit dans la suite des travaux réalisés par Véronique Turmel lors de sa maîtrise 

dans notre laboratoire [75]. Au cours de sa maîtrise, Véronique s'est intéressée aux interactions 

entre les lymphocytes T et les fibroblastes bronchiques en évaluant leur capacité à moduler la 

production de l'IL-6 et de l'IL-8 chez chacun de ces deux types cellulaires. Elle s'est également 

intéressée à documenter la nature de cette interaction grâce à des co-cultures sans contact 

cellulaire ou en contact direct. 
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Figure 7; Concentration d'IL-6 dans les surnageants de co-culture fibrobastes-lymphocytes 

T par test ELISA. (A) Culture en système sans contact, (B) Culture en contact direct. 2002. 

(Turmel V. Le contact cellulaire entre les fibroblastes bronchiques et les lymphocytes T augmente 

la production d'IL-6 et d'IL-8 dans l'asthme. Mémoire de Maîtrise. Université Laval [75]). 
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Les résultats du test ELIS A pour l'IL-6 réalisé par Mme Turmel sont présentés dans la figure 6 et 

montrent que dans les systèmes de co-culture en transwell, les lymphocytes T stimulent très 

faiblement les fibroblastes bronchiques à produire de l'IL-6, tandis que cette stimulation est 

importante dans la co-culture en contact directe. Ainsi, lors des co-cultures en contact une 

augmentation de la production d'IL-6 qui est plus marquée chez les fibroblastes provenant de 

sujets asthmatiques que ceux provenant de sujets sains est notée. L'augmentation de la production 

d'IL-6 qui est observée serait donc principalement médiée par les molécules de surface exprimées 

par les lymphocytes et les fibroblastes. 

2.2. Hypothèse et objectifs de l'étude 

Ce travail tire son origine de plusieurs observations. Il est aujourd'hui communément acquis que 

l'inflammation chronique et le remodelage bronchique sont deux composantes majeures de la 

pathophysiologie de l'asthme. Ainsi, dans la muqueuse bronchique on note l'infiltration de 

cellules immunitaires qui sont dans un état d'activation permanent et qui sécrètent des médiateurs 

et des cytokines qui peuvent moduler la fonction des cellules structurales. Les lymphocytes T 

jouent un rôle important dans l'asthme. Il existe une corrélation entre le nombre de lymphocytes 

activés et la sévérité de l'asthme. Azzawi et al ont montré qu'après une provocation allergénique, 

les lymphocytes CD4+ sont recrutés de façon sélective dans la muqueuse bronchique et que ce 

recrutement est associé à une diminution du nombre des lymphocytes circulants [37]. Les 

lymphocytes Th2 retrouvés dans l'asthme produisent de nombreuses cytokines, principalement 

l'IL-4, l'IL-5, le GM-CSF et l'IL-13 [41;42]. Ainsi, par son profil de cytokines, le lymphocyte T 

semble être l'un des principaux modulateurs de la réponse immune dans l'asthme. Les 

fibroblastes libèrent des cytokines telles le GM-CSF, l'IL-8, l'IL-6 et le CSF qui jouent un rôle 

non seulement dans la régulation autocrine et paracrine de la fonction de ces cellules mais aussi 

dans la régulation de la réponse immune lors de l'inflammation. L'adhérence des lymphocytes 

activés aux fibroblastes augmente leur survie et peut promouvoir leur rétention aux sites 

inflammatoires. L'interaction entre les fibroblastes et les lymphocytes est nécessaire pour un bon 

équilibre homeostasique. Cette communication peut se faire soit à distance soit par contact 
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cellules-cellules grâce aux molécules d'adhésion exprimées par ces deux types cellulaires. De 

nombreuses études ont mis en évidence l'expression d'un large éventail de molécules de surface 

impliquées dans les maladies allergiques aussi bien chez les lymphocytes T que chez les 

fibroblastes. Ainsi, il a été mis en évidence que les lymphocytes T expriment entre autres, des 

molécules telles le CD28, LFA-1, CD40L, ICOS et OX40 dont l'interaction avec leurs ligands 

respectifs participent clairement au développement d'une réponse inflammatoire de type Th2 ou 

encore au maintient d'une réponse de ce type. Les fibroblastes également expriment de 

nombreuses molécules de surface dont ICAM-1, CD40 ainsi qu'ICOSL notamment. 

Nous émettons l'hypothèse selon laquelle, les molécules de co-stimulation impliquées dans les 

interactions cellules-cellules tels B7/CD28, LFA-l/ICAM-1, ICOS/ICOSL, CD40/CD40L 

ainsi que OX40/OX40L, qui sont des acteurs importants dans la production de cytokine de 

type Th2, sont impliquées dans l'augmentation de la production de l'IL-6 induite par le 

contact entre les lymphocytes T et les fibroblastes bronchiques. Ceci pourrait 

partiellement expliquer la persistance de l'inflammation dans l'asthme même en absence 

de stimulation antigénique. 

Le but de ce projet est donc d'une part d'évaluer l'expression des molécules de co-stimulation 

que sont ICOS, ICOSL, CD40L, CD40, OX-40, OX40L sur les lymphocytes et les fibroblastes 

de sujets asthmatiques et de sujets normaux avant et après co-culture et d'autre part, d'évaluer 

leur implication dans l'augmentation de la production d'IL-6 qui fait suite à la co-culture en 

utilisant des anticorps bloquants spécifiques pour chacune de ces molécules. 
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CHAPITRE 3 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 
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3.1. Sélection des sujets 

Tous les sujets asthmatiques ont eu un diagnostic d'asthme selon les critères de l'American 

Thoracic Society (ATS) [121]. Les caractéristiques de ces sujets sont présentées dans le tableau 

2. Les sujets asthmatiques étaient atopiques avec au moins une réponse positive aux allergènes 

communs lors des tests d'allergie cutanée. Aucun des sujets n'avaient rapporté une infection 

respiratoire ou une augmentation des symptômes d'asthme dans le mois précédant l'étude. Ces 

sujets n'étaient pas couramment exposés à l'allergène auquel ils étaient sensibilisés, excepté 

pour les allergènes qu'on retrouve dans les poussières de maison. Les sujets normaux n'avaient 

pas d'histoire présente ou passée d'asthme ou d'atopie. Aucun sujet n'était sur médication. Tous 

les sujets, tant asthmatiques que sains, étaient non-fumeurs. Les caractéristiques des 

Sujets sains 
(n=6) 

Sujets asthmatiques 
(n=6) 

Age (années) 26,4 ± 1,5 22,5 ± 1,4 

VEMS(% de la prédite) 101,7 ± 3,6 97,4 ± 2,6 

CP20(mg/mL) 83,8 ± 16,1 2,5 ± 1,1 

Atopie non oui 

Tableau 2: Caractéristiques des sujets ayant fournis les fibroblastes 
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3.2. Culture des fibroblastes bronchiques 

Les fibroblastes ont été isolés à partir de biopsies bronchiques obtenues lors de bronchoscopies 

chez des sujets sains et asthmatiques légers [122]. Les biopsies bronchiques fraîchement isolés 

ont été immédiatement traitées avec 500 fig/mL de thermolysine (Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO) durant toute la nuit à 4°C afin de permettre la séparation complète de l'épithélium. 

Les tissus restants ont par la suite été traités avec de la collagenase (0,1%) (Roche, Laval, QC). 

Les fibroblastes ont été identifiés et caractérisés par immunofluorescence et par cytométrie de 

flux en utilisant de l'anti-vimentine ainsi que l'anti-antigène Ab-1 spécifiques des fibroblastes 

(Calbiochem, San Diego, CA). Cette identification a confirmée la pureté de la culture cellulaire. 

Les fibroblastes ont ensuite été cultivés dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle 

Médium) (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) supplémenté avec 20 U/ml de pénicilline-

streptomycine (Invitrogen), 12,5 u.g/ml de fungizone (Invitrogen) et 10% de sérum de veau 

foetal inactivé (FBS, Hyclone, Logan, UT, USA) à 37°C et 5% de C02et utilisés à des passages 

4 ou 5. Une fois la confluence atteinte, les cellules ont été détachées avec de la trypsine à 

0,025% pendant 3 min à température ambiante. Ensuite, les fibroblastes ont été transférés dans 

des plaques de six puits (Corning, Whitby, ON, Canada) à raison de 5 x 105 cellules par puit et 

incubées pendant 24 h pour leur permettre d'adhérer. 

3.3. Isolation des lymphocytes T 

Un volume de 150 mL de sang veineux périphérique a été prélevé autant chez des patients sains 

qu'asthmatiques. Les caractéristiques de ces patients sont résumées dans le tableau 3. Ces 

derniers étaient atopiques et n'avaient pas rapporté d'infection respiratoire ou des symptômes 

d'asthme dans le mois précédant la prise de sang. Les sujets normaux n'étaient pas atopiques et 

ne présentaient pas d'histoire présente ou passée d'asthme. Ces patients ne souffraient d'aucune 

crise d'allergie. Ce sang a ensuite été aliquoté en petit volume de 15 mL puis, dilué 1:2 avec du 

«Hank's Balanced Sait Solution» (HBSS)(Invitrogen). Dix mL de Ficoll-Paque (GE Healthcare 

Bio-Sciences) ont été ajoutés à chacun des aliquots et le tout a été centrifugé pendant 20 min à 

500 g à 20°C afin de séparer le sang en différentes couches soient le plasma, la couche des 

lymphocytes/monocytes, le ficoll lui-même et la couche des erythrocytes et granulocytes. Par la 
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suite, la couche des lymphocytes/monocytes est récoltée et centrifugée de nouveau afin 

d'éliminer le restant de Ficoll (10 min à 500 g à 20°C). Les cellules ont ensuite été lavées avec 

du RPMI (Invitrogen) supplémenté avec 10% de FBS inactivé, 20 U/ml de pénicilline-

streptomycine et 12,5 f-ig/ml de fungizone puis, centrifuger à 500 g pendant 10 min toujours à 

20°C. Puis, elles ont été resuspendues dans 40 mL de RPMI, transférées dans des flacons de 

culture 75 cm2 et incubées pendant 1 h à 37°C et 5% de CO2 afin de permettre l'adhésion des 

monocytes. Enfin, les lymphocytes récoltés ont été passés dans une colonne de nylon 

(Polysciences Inc., Warrington, PA) afin de faire adhérer les lymphocytes B et ainsi séparer les 

lymphocytes T des lymphocytes B. L'éluât de lymphocytes T a tout d'abord été compté et 

ensuite, 3 x 106 cellules ont été rajoutées par puit pour les co-cultures avec les fibroblastes. 

Sujets sains 
(n=ll) 

Sujets asthmatiques 
(n=ll) 

Age (années) 24 ± 2,58 29,75 ± 4,48 

VEMS(% de la prédite) 98 ± 5,32 94,75 ± 6,37 

CP2o(mg/niL) 95,56 ± 14,25 1,35 ± 0,42 

Atopie non oui 

Tableau 3: Caractéristiques des sujets ayant fournis les lymphocytes T 
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3.4. Co-culture de fibroblastes et de lymphocytes T 

Les co-cultures ont été effectuées en rajoutant 3 x 106 lymphocytes T en contact avec 5 x 105 

cellules de fibroblastes ayant préalablement adhères toute la nuit dans un volume final de 1 mL 

de DMEM à 37°C, 5% de CO2. En plus des conditions de base et des co-cultures simples, des 

co-cultures ont été effectués en présence d'anticorps bloquant (Figure 7) anti-CD18 pour 

empêcher la liaison ICAM-l/LFA-l. Pour ce faire, les lymphocytes T ont été préalablement 

incubés durant 30 min avec l'anti-CD18 (fourni par le Dr Walid Mourad) à une concentration 

finale de 5 |xg/mL. Les fibroblastes ont été préalablement lavés et leur milieu de culture a été 

remplacé par la suspension de lymphocytes T. 

Différents temps d'incubation ont été réalisés soient 4 et 24 h. Après 4 h de co-cultures, les 

lymphocytes ont été récupérés et les fibroblastes ont d'abord été lavés avec du «Phosphate 

buffered saline» (PBS) puis lysés pour récupérer les ARN totaux. Pour ce qui est de l'incubation 

à 24 heures, les lymphocytes ont été récupérés et centrifugés à 500 g pendant 10 min à 20°C. 

Ensuite, les surnageants ont été récoltés, centrifugés et le culot de lymphocytes T a été lavé avec 

du PBS avant d'être utilisé pour la cytométrie de flux. Ainsi, le surnageant récupéré ne contient 

que les lymphocytes T qui sont des cellules non adhérentes. De leur côté, les fibroblastes ont tout 

d'abord été lavés avec du PBS afin d'éliminer les lymphocytes adhères puis ont été trypsinisés 

tel que décrit précédemment et utilisés pour la cytométrie de flux. En outre, l'absence de 

lymphocytes sur les fibroblastes après co-culture, a été évaluée par cytométrie de flux en 

utilisant l'anti-CD 18. 
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4 h: 
Extraction d'ARNm 

24 h: récolte des 
surnageants et 
cytométrie 

Figure 8 : Présentation schématique du protocole expérimental des co-cultures de 

fibroblastes et de lymphocytes T. 



3.5. Extraction et dosage des ARNs 

■M 

Pour obtenir l'acide ribonucléique (ARN) cellulaire total, les fibroblastes ont été lysés au moyen 

d'un tampon de lyse puis, l'extraction d'ARN a été effectuée au moyen de la trousse «RNeasy 

mini kit» (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) suivant les directives du manufacturier. Les 

concentrations de ces ARNs ont été déterminées par fluorescence en utilisant le réactif 

Ribogreen ( Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) dilué 1 :200. 

3.6. Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction( RT-PCR) 

L'ADN complémentaire (ADNC) a été obtenu en préparant un mélange réactionnel contenant 500 

ng d'ARN, 200 U de l'enzyme MMLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus-Reverse 

Transcriptase, Invitrogen), un tampon de réaction à IX (Invitrogen), des hexamères aléatoires à 

0,25 u,g/[il (GE) et des déoxynucléotides triphosphate (dNTPs) à 0,5 mM (GE). Toutefois, avant 

l'ajout du mélange réactionnel chacun des échantillons a été préalablement incubés à 65°C 

pendant 10 min afin de linéariser les brins d'ARN. L'ADN complémentaire a été amplifié à 37°C 

pendant 60 min, puis à 65°C pendant 10 min afin de dénaturer l'enzyme. 

3.7. Polymearse Chain Reaction en temps réel (PCRtr) 

Les ADNc obtenus ont été amplifiés par PCR en temps réel (PCRtr). Ce dernier a été effectué sur 

l'appareil Opticon 2 (MJ research Inc, Waltham, MA, USA) dans un volume final de 25 uX, 

contenant les amorces spécifiques soit pour 1TL-6 ou le GAPDH et le réactif SyBr Green 

(Qiagen). Les séquences des amorces sont respectivement : 5'-TCT CCA CAA GCG CCT TCG-

3' et 5'-CTG AGG GCT GAG ATG CCG-3' sens et anti-sens qui vont servir à amplifier un 

produit d'une longueur de 150 pb pour l'IL-6; 5'-ATG CAA CGG ATT TGG TCG TAT-3'et 5'-

CTG AGG GCT GAG ATG CCG-3' qui vont également servir à amplifier un produit de 221 pb 

pour GAPDH. Ces amorces ont été utilisées à une concentration finale de 400 (xM. Pour les 

réactions de PCRlr, 25 ng d'ADNc ont été utilisés suivant les conditions suivantes: une 
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dénaturation initiale à 95°C pendant 5 min suivie de 40 cycles de 95°C pendant 30 sec, 56 et 

60°C pendant 30 sec respectivement pour GAPDH et IL-6 puis, 72°C durant 60 sec. Un cycle 

final d'élongation a été réalisé à 72°C pendant 2 min. Suite à la réaction, les produits ont été 

soumis à une électrophorèse sur gel d'agarose 1% contenant l|ig/mL de bromure d'éthidium afin 

de vérifier la correspondance entre la longueur des amplicons et les gènes amplifiés. 

3.8. Clonage des standards 

Pour quantifier les résultats de PCRtr, des courbes standard ont été réalisées à l'aide du produit 

PCRtr amplifié. Pour ce faire, ce dernier est avant tout migré sur un gel d'agarose puis extrait 

grâce à la trousse «QIAquick gel extraction kit» (Qiagen). Ensuite, on procède à une ligation (à 

15°C toute la nuit) de notre produit purifié avec le vecteur d'expression pDrive de 3,85 kb 

(Figure 8) à un ratio molaire de 1 vecteur pour 10 produits PCR avec la trousse de clonage 

«QIAGEN PCR cloning kit» (Qiagen). Par la suite, on a procédé à une transformation de 250 [iL 

de bactéries E.Coli DH5oc compétentes avec 23 ng d'ADN purifié. La transformation s'est faite 

par choc thermique suivant les conditions suivantes : 4"C pendant 30 min sur glace suivi de 2 

min à 42°C puis de 2 min sur glace. Les bactéries ont ensuite été incubées dans 750 uL de milieu 

LB (Luria Bertani Agar) (Difco, Sparks, MD, USA) pendant 1 h à 37°C pour permettre 

l'expression de la résistance à l'ampicilline. Les bactéries transformées ont été cultivées sur des 

géloses LB (Difco) contenant 100 |ig/mL d'ampicilline et 1% de IPTG/X-gal, pour sélectionner 

les bactéries ayant incorporées l'insert en raison de la présence dans ce dernier du gène de 

résistance à l'ampicilline et de colorer en bleu ou en blanc les bactéries ayant incorporées 

respectivement le vecteur seul ou le plasmide. Après 24 h d'incubation à 37°C, les colonies 

ayant incorporées le plasmide ont été repiquées sur d'autres géloses identiques, pour ensuite être 

cultivées dans du milieu LB liquide (Difco). Enfin, la trousse «Mini Prep» (Qiagen) a été utilisée 

selon les instructions du manufacturier afin de purifier les plasmides. 

Par la suite, afin de déterminer l'efficacité de l'amplification des gènes de l'IL-6 et de GAPDH, 

des courbes standard ont été réalisées en PCRtr utilisant des dilutions allant de 102 à 106 nombres 
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de copie du gène par tube de PCR,r. Après plusieurs séries de PCRlr, les pentes des courbes 
standard obtenues ont permis d'obtenir l'efficacité (E) de nos réactions en utilisant l'équation : E 
_ |Q(-i/pcnte) £ e c j n o u s a p e r m j s p a r j a s u j t e ^ quantifier de manière absolue l'expression de nos 

gènes d'intérêts. 

J7 promoter 

SP6 promolar 

Figure 9 : Vecteur pDrive (Qiagen). 
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3.9. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

Les concentrations d'IL-6 dans les différentes conditions de co-culture ont été déterminées à 

l'aide d'une trousse commercial ELISA (R&D Systems Inc. Minneapolis, MN, USA) suivant les 

instructions du manufacturier. Les échantillons ont été lus avec un spectrophotomètre (Molecular 

Devices corp. CA, USA) à une longueur d'onde de 450 nm avec une correction de 550 nra. Le 

kit utilisé avait un seuil de détection d'IL-6 de 0,70 pg/mL. 

3.10. Cvtométrie de flux 

Dans le but de déterminer l'expression d'ICAM-1, CD40, B7-1 et B7-2 chez les fibroblastes, et 

celle de LFA-1, CD40L et 1COS chez les lymphocytes, ces deux types cellulaires ont été isolés 

et cultivés telles que décrits précédemment. Après 24 h de co-culture, les fibroblastes ont été 

transférés dans des tubes de cytométrie à raison de 5 x 105 cellules/tube. Après centrifugation, 

ces derniers ont été lavés avec du PBS/1% d'albumine provenant de sérum de bovin (BSA) et 

ensuite incubés avec les anticorps primaires suivants : anti-CD40 monoclonal (mAc) (BD 

pharmingen, Mississauga, ON, Canada), anti-ICAM-1 mAc (R&D system), anti-CD18 mAc. 

Les anticorps précités ont été utilisés à une concentration de lfxg/mL. Les fibroblastes ont 

également été marqués avec les anti-B7-l (BD pharmingen) et B7-2 (BD pharmingen) 

respectivement couplés avec la phycoerythrine (PE) et la fluorescein Isothiocyanate (FITC). 

Pour ces deux derniers anticorps, les concentrations utilisées sont celles recommandées par le 

manufacturier. Tous ces anticorps ont été incubés pendant 1 h sur glace avant d'être à nouveau 

lavés avec PBS/1% BSA afin d'éliminer les anticorps qui ne se sont pas fixés. Par la suite, les 

cellules ont été incubées pendant 1 h avec un anticorps secondaire couplé à la FITC à 1 fig/mL 

pour ensuite être analysés au cytomètre de flux. Les lymphocytes pour leur part, sont marqués 

avec, Panti-CD40L (fourni par le Dr Walid Mourad), l'anti-ICOS (e-biosciences, San Diego, 

CA, USA) et avec un anti-CD69 (BD pharmingen) couplé à la FITC. Ces anticorps ont été 

utilisés à une concentration de 5|Xg/mL. Les anticorps primaires non-couplés (ICOS et CD40L) 

ont été incubés suivant le même protocole que celui utilisé pour les fibroblastes. 
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3.11. Analyses statistiques 

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± «Standard Error of the Mean (SEM)». Des 

analyses de variance (ANOVA) à un seuil de significativité de 0,05 ont été effectuées pour 

comparer les deux groupes. 



CHAPITRE 4 

RÉSULTATS 
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4.1. Courbe standard pour le PCR^ 

Afin de quantifier l'expression des gènes d'intérêts (IL-6 et GAPDH), des courbes standards 

(Figure 10 et 11) ont été réalisées. Ces dernières servent à déterminer l'efficacité de la réaction 

de PCR et ultimement à quantifier de manière absolue l'expression des gènes d'intérêts. Ainsi, 

plusieurs séries de PCRtr sont réalisées afin de s'assurer de la reproductibilité des résultats et 

surtout pour déterminer la pente de la courbe standard qui permettra d'obtenir l'efficacité de la 

réaction en utilisant l'équation E = io(1/pente). Suite à ces différentes séries de PCRtr„ les 

efficacités des réactions sont les suivantes : 1,917 ± 0,035 pour le GAPDH et 1,831 ± 0,027 

pour l'IL-6. 

Figure 10 : Amplification de différentes concentrations de standards 
Cycles d'amplification des différentes concentrations de standards à un seuil de détection de 5 

unités de fluorescence. 
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30 
Threshold Cycle 

y - -0.206x +10.993, r-squared ■ 0.996 
i — - * • 

Figure 11 : Exemple d'une courbe standard 
La courbe standard est réalisée plusieurs fois afin de s'assurer de sa reproductibilite et celles 

présentant le meilleur coefficient de corrélation sont retenues pour déterminer l'efficacité de la 

réaction à l'aide de leurs pentes. 
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4.2. Expression de l'ARN,^ de l'IL-6 après co-culture 

Dans le but de déterminer l'impact du contact entre les lymphocytes T et les fibroblastes sur 

l'expression du gène de l'IL-6, le PCR en temps réel a été utilisé. 

Les fibroblastes provenant de sujets sains et asthmatiques montrent tous les deux une 

augmentation significative de l'expression de l'IL-6 suite au contact avec les lymphocytes T 

(Figure 12). Cette augmentation de l'expression de l'IL-6 est significativement plus importante 

(p = 0,02) chez les fibroblastes provenant de patients asthmatiques (881,26 ± 113,39 %) que chez 

les fibroblastes provenant de patients sains (452,70 ± 92,40 %). Il est à noter qu'au niveau de 

base, les fibroblastes provenant de sujets asthmatiques expriment plus l'IL-6 que les fibroblastes 

provenant de sujets sains (résultats non présentés). 

Pour évaluer l'implication de l'interaction entre LFA-1 et son ligand ICAM-1 dans l'induction 

de l'IL-6, un anticorps bloquant (anti-CD18) a été utilisé afin de bloquer cette interaction. Ainsi, 

suite à la co-culture fibroblastes-lymphocytes T en présence de l'anti-CD18, aucune inhibition 

significative de la production d'IL-6 n'est observée chez les sujets sains (452,70 ± 92,40 % à 

429,13 ± 80,93 %, p > 0,05) tandis que les mêmes conditions de co-culture pour les sujets 

asthmatiques montrent une diminution significative de l'expression de l'IL-6 en présence de 

l'anti-CD18 (881,26 ± 113,39 % à 517,35 ± 162,97 %, p = 0,03) 

En conclusion le contact entre les lymphocytes T et les fibroblastes bronchiques augmente de 

manière significative l'expression de l'IL-6 et l'interaction LFA-1/ICAM-1 jouerait un rôle 

important dans ce processus chez les sujets asthmatiques. 
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Figure 12: Expression de l'ARNm de l'IL-6 mesurée chez les fibroblastes après co-culture 

de 4 h avec les lymphocytes T. 

A) Co-culture de fibroblastes sains (n=6). 

B) Co-culture de fibroblastes asthmatiques (n=6). 
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4.3. Expression de LFA-1 et ICAM-1 

D'après les résultats qui découlent de l'analyse par PCR en temps réel qui suggère un rôle 

probable de l'interaction LFA-l/ICAM-1 dans l'augmentation de l'expression d'IL-6 chez les 

sujets asthmatiques, l'expression de ces deux molécules que sont le LFA-1 et son ligand ICAM-

1 à été évaluée par cytométrie de flux. 

Les résultats obtenus montrent que LFA-1 est constitutivement exprimé à des taux élevés chez 

les lymphocytes T provenant aussi bien de patients sains que de patients asthmatiques (Tableau 2 

et Figure 13). Les résultats présentés à la figure 13 sont représentatifs des résultats obtenus tant 

pour les sujets asthmatiques que sains. Aucune différence significative est notée dans le 

pourcentage de cellules exprimant LFA-1 entre les sujets sains et les sujets asthmatiques ceci 

tant avant qu'après la co-culture de 24 h. Le pourcentage de cellules exprimant LFA-1 étant très 

élevé, nous nous sommes intéressés à sa distribution à la surface cellulaire donc à la fluorescence 

moyenne (Tableau 2). À ce niveau, il n'existe pas non plus de différence statistiquement 

significative entre les sujets sains et les sujets asthmatiques tant avant, qu'après la co-culture de 

24 h. Ces résultats nous indiquent que la molécule LFA-1 semble ne pas être modulée par la co-

culture des lymphocytes T avec les fibroblastes bronchiques. 

Fluorescence Moyenne Pourcentage de cellules positives 

Sain 
(n=5) 

Asthmatique 
(n=6) 

Sain 
(n=5) 

Asthmatique 
(n=6) 

P-Value 

Lymphocytes 
seuls 

17,92 ± 7,40 11,4 ± 6,12 99,53 ± 0,11 98,99 ± 0,89 NS 

Co-culture 18,34 ± 8,12 11,13 ± 5,36 99,29 ± 0,13 98,62 ± 0,98 NS 

Tableau 4 : Expression de LFA-1 sur les lymphocytes T. 
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Figure 13: Expression de LFA-1 chez les lymphocytes T 
L'isotype contrôle est présenté en noir et les conditions d'intérêts en gris. 

A) Isotype contrôle IgGl K. 

B) Lymphocytes T seuls 

C) Lymphocytes T cultivés avec les fibroblastes bronchiques 
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Concernant, le ligand de LFA-1, ICAM-1 est exprimé chez les fibroblastes bronchiques. Les 

analyses par cytométrie effectuées avant la mise en co-culture des fibroblastes mettent en 

évidence une différence d'expression significative (p = 0,05) entre les fibroblastes bronchiques 

de sujets sains (43,27 ± 5,61 %) et ceux provenant de sujets asthmatiques (62,33 ± 5,73 %) 

(Figure 14). Nous nous sommes alors intéressé à évaluer l'impact de la co-culture sur 

l'expression de ICAM-1. Les résultats obtenus nous indiquent que la co-culture n'affecte pas tant 

le nombre de cellules que la fluorescence moyenne chez les sujets sains (de 43,275 ± 6 % à 

50,77 ± 3,60 %, p > 0,05; n = 5). Chez les sujets asthmatiques, les résultats de co-cultures à 24 h 

sont très préliminaires (n = 1) ce qui ne permet pas tirer des conclusions quant à une modulation 

quelconque de l'expression d'ICAM-1 et de la fluorescence moyenne chez ces derniers (Figure 

15 et tableau 3). 
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Figure 14: Expression de ICAM-1 chez les fibroblastes bronchiques. 
Les fibroblastes bronchiques de sujets sains (n = 5) sont présentés en noir et ceux provenant 

de sujets asthmatiques sont représentés en gris (n = 5). 

P=0,05 
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Figure 15; Expression de ICAM-1 après co-cultures de 24 h chez les fîbroblastes 

bronchiques. 
A) Co-culture de fibroblastes de sujets sains (n=5). 

B) Co-culture e fibroblastes de sujet asthmatique (n=l). 
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Fluorescence Moyenne 

Sain 
(n=5) 

Asthmatique 
(n=l) 

P-Value 

Fibroblastes 3,90 ± 0,55 4,0 -

Co-culture 
avec 

lymphocytes T 

3,90 ± 0,49 22,1 
-

Tableau 5 : Fluorescence moyenne de ICAM-1 chez les nbroblastes bronchiques avant et 

après co-culture de 24 h. 
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4.4. Expression du CD28 et des molécules B7-1 et B7-2 

11 a déjà été démontré dans la littérature que les lymphocytes T tant normaux qu'asthmatiques 

expriment constitutivement le CD28. Les résultats obtenus et présentés dans la figure 16 sont 

représentatifs des sujets asthmatiques et sains. Ces résultats indiquent qu'il n'y a aucune 

différence de base entre les lymphocytes T provenant des sujets sains et ceux provenant de sujets 

asthmatiques. La co-culture n'a aucun effet aussi bien sur le pourcentage de cellules (figure 16) 

qui expriment le CD28 que sur sa distribution à la surface cellulaire (résultats non présentés), 

ceci aussi bien chez les sujets sains qu'asthmatiques. 

Pour ce qui est des molécules B7-1 et B7-2, les résultats indiquent que ces dernières sont très 

faiblement exprimées à la surface des fibroblastes dans les présentes conditions expérimentales 

(5 ± 0,53% pour B7-1 et 5 ± 0,36% pour B7-2 au baseline). Ainsi, comme le montre la figure 17, 

l'expression de B7-2 est semblable à celle de l'isotype contrôle avant et après co-culture avec les 

lymphocytes T ce qui permet de dire que cette dernière n'est pas exprimés par les fibroblastes 

bronchiques et par conséquent que ces molécules ne semblent pas être impliquées dans 

l'augmentation de l'expression de l'IL-6 induite par la co-culture. Des résultats similaires ont été 

obtenus pour la molécule B7-1 (résultats non présentés). 
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Figure 16 : Expression de CD28 chez les lymphocytes T. 
L'isotype contrôle est présenté en noir et les conditions d'intérêts en gris. 

A) Isotype contrôle IgGlK. 

B) Lymphocytes T seuls (n=4). 

C) Lymphocytes T cultivés avec des fibroblastes bronchiques (n=4). 
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Figure 17 : Expression de B7-2(CD86) chez les fibroblastes bronchiques. 

L'isotype contrôle est présenté en noir et les conditions d'intérêts en gris. 

A) Isotype contrôle IgG 2a 

B) Fibroblastes bronchiques seuls (n=4). 

C) Fibroblastes cultivés avec des lymphocytes T (n=4). 
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4.5. Expression du CD40 lieand et du CD40 

Dans nos conditions expérimentales (Figure 18), les lymphocytes T expriment de très faibles 

taux de CD40L avant co-culture. Ces niveaux très bas sont similaires à ceux obtenus pour 

l'isotype contrôle. Suite à la co-culture, aucune modulation de l'expression de CD40L tant chez 

les lymphocytes provenant de sujets sains qu'asthmatiques n'est notée. Les résultats présentés 

sont représentatifs de ceux obtenus pour les sujets sains et les sujets asthmatiques. Ainsi, ces 

taux d'expression très faibles amènent à penser que les lymphocytes T utilisés dans nos 

expériences n'expriment pas le CD40L. 
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Figure 18 : Expression CD40L chez les lymphocytes T. 
L'isotype contrôle est présenté en noir et les conditions d'intérêts en gris. 

A) Isotype contrôle IgG 1K 

B) Lymphocytes T seuls (n= 11 ). 

C) Lymphocytes T cultivés avec les fibroblastes bronchiques (n=l 1 ). 
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De faibles niveaux d'expression de CD40 (Figure 19) sont également notés tant chez les 

fibroblastes provenant de sujets sains que ceux provenant de patients asthmatiques. Aucune 

modulation du CD40 à la surface des fibroblastes n'a été notée, ce qui laisse penser que cette 

interaction ne semble pas être impliquée dans l'augmentation de la production d'IL-6 qui fait 

suite à la co-culture. 
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Figure 19; Expression CD40 chez les fibroblastes bronchiques. 
L'isotype contrôle est présenté en noir et les conditions d'intérêts en gris. 

A) Isotype contrôle IgGlK 

B) Fibroblastes bronchiques seuls (n=3). 

C) Fibroblastes cultivés avec les lymphocytes T (n=3). 
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4.6. Expression de ICOS 

La molécule ICOS peut être modulée par de nombreuses cytokines et médiateurs produits tant 

par les lymphocytes T que par les fibroblastes. Nos résultats (Figure 20) montrent que les 

niveaux d'expression de ICOS chez les lymphocytes T sont très bas et surtout sont identiques à 

ceux de l'isotype contrôle suggérant ainsi que ce dernier n'est pas exprimé à la surface des 

lymphocytes T dans nos conditions expérimentales. Les résultats présentés sont représentatifs de 

ceux obtenus pour les sujets sains et les sujets normaux. Ces résultats, laissent à penser à la non 

implication de cette interaction dans l'augmentation de l'expression de l'IL-6 induite par la co-

culture. 
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Figure 20: Expression ICOS chez les lymphocytes T. 

L'isotype contrôle est présenté en noir et les conditions d'intérêts en gris. 

A) Isotype contrôle IgGlK. 

B) Expression de OX40 (n=6). 

C) Lymphocytes T cultivés avec des fibroblastes bronchiques (n=6). 
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4.7. Expression de OX40 

Comme le montre la figure 21, les lymphocytes T expriment de très faibles taux de OX40 avant 

et après co-culture. Les résultats présentés sont représentatifs de ceux obtenus pour les sujets 

sains et les sujets asthmatiques. Ainsi, ces taux d'expression très faibles amènent à penser que 

les lymphocytes T utilisés dans nos expériences n'expriment pas le CD40L. Ces résultats 

montrent que la co-culture n'influence pas l'expression de OX40. Ceci suggère que l'interaction 

entre OX40 et son ligand OX40L semble ne pas être impliqué dans l'augmentation de 

l'expression de l'IL-6 qui fait suite à la co-culture. 
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Figure 21; Expression OX40 chez les lymphocytes T. 

L'isotype contrôle est présenté en noir et les conditions d'intérêts en gris. 

D) Isotype contrôle IgG 1K 

E) Lymphocytes T seuls (n=3). 

F) Lymphocytes T cultivés avec les fibroblastes bronchiques (n=3). 



CHAPITRE 5 

DISCUSSION 
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L'inflammation dans les voies aériennes est orchestrée par des interactions complexes qui se 

produisent tant au niveau cellulaire que moléculaire. Ces interactions entre les cellules résidentes 

de la muqueuse bronchique et les cellules inflammatoires qui se sont infiltrées peuvent se faire 

soit par contact direct, soit via les cytokines et d'autres médiateurs sécrétés. L'identité des 

molécules impliquées dans ces interactions ainsi que leurs effets sur la modulation de la réponse 

inflammatoire ne sont pas encore touts élucidés. Toutefois, il est aujourd'hui admis que le 

contact cellule-cellule entre les cellules résidentes de la muqueuse bronchique et les cellules 

immunitaires joue un rôle important dans l'inflammation et le remodelage bronchique. 

Chez les sujets asthmatiques, une infiltration de cellules immunitaires impliquant en partie des 

lymphocytes est infiltrée [24]. Cette infiltration de lymphocytes dans la muqueuse bronchique 

augmente la probabilité d'interactions directes avec les fibroblastes ce qui contribuerait à la 

production de nombreuses cytokines tels 1TL-6, et par conséquent à l'activation et à la survie des 

lymphocytes [87]. 

Cette étude met en évidence le rôle du contact entre les fibroblastes et les lymphocytes T dans 

l'induction dTL-6. En effet, le contact direct entre les lymphocytes T et les fibroblastes induit 

une augmentation de la production d'IL-6 au niveau du gène après des co-cultures de 4 h tant 

chez les fibroblastes provenant de sujets asthmatiques que ceux provenant de sujets sains. 

L'induction de l'expression de 1TL-6 par les fibroblastes a été utilisée comme un indice de la 

capacité des lymphocytes T à induire une réponse fibrogénique [87;88]. En effet, comme 

mentionné à la section 1.4.1 de ce mémoire, il existe une forte corrélation entre la fibrose et 

l'expression d'IL-6 dans différents tissus. L'IL-6 joue également un rôle dans l'accumulation des 

leucocytes au site inflammatoire. En effet, Romano et al. ont montré que des souris déficientes 

en IL-6 présentent une réduction significative du recrutement des leucocytes au site 

inflammatoire [123]. Ces évidences et celles exposées précédemment plaident en faveur d'un 

rôle important de 1TL-6 dans l'inflammation ainsi que dans le remodelage bronchique dans 

l'asthme [87; 118; 124; 125]. Les résultats obtenus montrent clairement que les fibroblastes 

provenant de sujets asthmatiques présentent une expression plus élevée d'IL-6 après co-culture 

que les fibroblastes provenant de sujets sains. 
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Dans le but d'identifier les molécules impliquées dans cette interaction et qui seraient 

responsables de la transmission du signal à l'origine de l'induction de la production d'IL-6, 

l'expression de certaines molécules de surfaces à été évaluée. De nombreuses études ont mis en 

évidence le rôle de l'interaction LFA-l/ICAM-1 dans la production de nombreuses cytokines 

dont l'IL-6 [93]. Afin de déterminer le rôle joué par cette interaction dans l'augmentation de la 

production d'IL-6 chez les fibroblastes bronchiques induite par les lymphocytes T, un anticorps 

anti-CD18 a été utilisé pour bloquer cette interaction. Les résultats obtenus suite au blocage 

(Figure 12) sont édifiants. En effet, une inhibition de l'induction de l'IL-6 chez les asthmatiques 

mais pas chez les sujets sains est observée. Ces résultats suggèrent deux choses : 1) l'interaction 

LFA-l/ICAM-1 est impliquée dans l'induction de l'IL-6 chez les sujets asthmatiques mais pas 

chez les sujets sains; 2) Cette interaction LFA-l/ICAM-1 n'est pas la seule à l'origine de 

l'augmentation de l'expression de l'IL-6 chez les sujets asthmatiques (inhibition de 40%). 

L'étude de l'expression de LFA-1 et de son ligand ICAM-1 n'a montré aucune différence au 

niveau de LFA-1 entre les sujets sains et asthmatiques. Par contre, il existe une différence 

statistiquement significative entre les sujets sains et les sujets asthmatiques pour l'expression 

d'ICAM-1 (Figure 14). Aussi, la co-culture n'affecte pas l'expression d'ICAM-1 chez les sujets 

sains tandis que chez les sujets asthmatiques une faible augmentation de l'expression d'ICAM-1 

couplée à une plus forte augmentation de la fluorescence moyenne (Figure 15 et tableau 3) est 

notée. Cette différence d'expression entre les sujets sains et asthmatiques pourrait expliquer 

pourquoi les asthmatiques répondent mieux au blocage avec l'anti-CD18. Toutefois, cette 

différence dans l'expression d'ICAM-1 ne saurait expliquer à elle seule le fait que les sujets 

sains ne répondent pas du tout au blocage avec l'anti-CD18. Une autre hypothèse serait que l'état 

d'activation de l'intégrine LFA-1 pourrait être en cause, mais d'autres tests devraient être 

réalisés afin de déterminer l'état d'activation de cette intégrine chez les sujets sains et les sujets 

asthmatiques. 

Les résultats du test d'inhibition suggèrent l'implication d'autres molécules de surface dans 

l'induction d'IL-6. D'autres molécules communément impliquée dans les interactions entre les 

cellules T et les cellules présentatrices d'antigène, dont l'interaction avec leurs ligands joue un 

rôle dans l'induction de cytokines de type Th2 lors de la réponse inflammatoire, ont été 

étudiées: Les molécules B7-1 et B7-2 dont le contre récepteur CD28 (Figure 16) est 
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constitutivement exprimé chez les lymphocytes T autant asthmatiques que sains ne semblent pas 

être exprimées dans nos conditions expérimentales (Figure 17). Ceci amène à penser que cette 

interaction semble ne pas être impliqué dans l'induction d'IL-6 que nous observons suite à la co-

culture. 

Notre attention s'est également portée sur d'autres molécules de surface à savoir, le CD40 et son 

ligand le CD 154 (CD40L), ICOS et OX40. Ces molécules jouent un rôle important dans la 

production de cytokines de type Th2 dont l'IL-6 [96; 116]. Dans le cas de CD40 et de son ligand, 

les résultats obtenus indiquent que ces derniers sont tous deux exprimés à des niveaux très bas. 

Ces résultats sont en contradiction avec ce qui est rapporté dans la littérature. En effet, plusieurs 

études ont montré que le CD40 est exprimé à de faibles niveaux par les fibroblastes provenant de 

nombreux tissus tels le poumon et les intestins [87]. Des analyses antérieures par cytométrie de 

flux réalisés dans notre laboratoire ont montré une faible expression de CD40 chez les 

fibroblastes bronchiques provenant de sujets tant asthmatiques que sains. Ainsi, les très faibles 

niveaux d'expression obtenus pourraient s'expliquer par l'utilisation d'un anticorps qui n'est pas 

optimal pour être utilisé en cytomerie de flux. L'utilisation d'un contrôle positif afin de vérifier 

l'efficacité de l'anti-CD40 utilisé serait nécessaire. Les mêmes remarques pourraient être 

évoquées dans le cas du CD40L dont les niveaux sont augmentés chez des sujets souffrant de 

maladies inflammatoires tel l'arthrite rhumatoïde et dont l'expression est bien documenté chez 

les lymphocytes T activés [126]. Toutefois, les grands écart-types obtenus lors des marquages 

suggèrent que l'anticorps est en mesure de reconnaître le CD40L et de s'y lier et que par 

conséquent, une utilisation de l'anticorps en dessous de la concentration optimale requise 

pourrait expliquer ces résultats. Un autre facteur qui pourrait expliquer ces niveaux 

inhabituellement bas de CD40L est le fait que nos marquages de cytométrie ont été réalisés après 

des cultures de 24 h. En effet, des études récentes indiquent que le CD40L est à peine détectable 

après 16 h parce qu'étant clivé en sCD40L tandis que, d'autres études estiment qu'il atteint son 

expression maximale à 24 h [127; 128]. 

Pour ce qui est de l'expression d'ICOS, nos résultats indiquent qu'ICOS n'est pas exprimé à la 

surface des cellules T dans nos conditions expérimentales. Cette incapacité à détecter ICOS 

pourrait être attribuée au fait qu'il n'est plus exprimé à la surface des lymphocytes T après 24 h. 
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Quant à OX40, l'expression de cette molécule de co-stimulation est très faible chez les 

lymphocytes T isolés de patients asthmatiques et chez ceux isolés de sujets sains. La co-culture 

n'affecte pas l'expression de cette molécule chez les sujets sains et les sujets asthmatiques. 

Cependant, il est a noté que de nombreuses études ont montré que certaines cytokines influence 

les niveaux d'expression de OX40, tel est le cas de l'IL-4 qui induit une réduction du niveau 

d'expression d'OX40 [125]. Il serait donc intéressant de regarder si le faible taux d'expression 

observé n'est pas le fait d'une cytokine quelconque. Aussi, sachant que l'augmentation de 

l'expression de OX40 est associée à une prolongation de la durée de vie des cellules T, il 

conviendrait de faire des marquages à différents temps soit 4, 24 et 48 h par exemple afin de 

documenter pleinement l'expression de OX40 [125]. 

De nombreuses données expérimentales indiquent une augmentation de l'activation des cellules 

T chez les asthmatiques. Il est donc permis de penser que le niveau d'activation des 

lymphocytes, qui est très probablement corrélé avec le degré de sévérité de l'asthme est un 

facteur déterminant dans l'expression de certaines molécules de surfaces par les lymphocytes T. 

Le fait que nos sujets asthmatiques soient des asthmatiques légers pourrait expliquer le fait que 

certains lymphocytes n'expriment pas certaines molécules. Toutefois, quelques interrogations 

demeurent quant à l'implication ou non de certaines interactions moléculaires dans 

l'augmentation de l'expression et de la production d'IL-6 suite à la co-culture entre les 

lymphocytes T et les fibroblastes. Pour s'assurer de l'implication de ces interactions 

moléculaires et confirmer les résultats de nos analyses par cytométrie de flux, des tests de liaison 

et d'affinité seraient intéressants à effectuer en particulier les interactions moléculaires tels 

CD40/CD40L, OX40/OX40L et CD28/B7. 

Comme le suggère nos résultats, plusieurs molécules semblent être impliquées dans 

l'augmentation de la production d'IL-6 obtenue suite à la co-culture. Ainsi, il serait très 

intéressant d'utiliser des cocktails d'anticorps bloquant afin d'évaluer l'implication de certaines de 

ces molécules. Plusieurs combinaisons peuvent être réalisées notamment celle impliquant les 

anti- CD 18 et anti-CD40. Cette approche nous permettrait également d'apprécier le devenir des 

lymphocytes T et des fibroblastes ainsi que leur profil cytokinique après co-culture avec et sans 

anticorps bloquants. 



71 

En conclusion, ces résultats donnent un aperçu de l'importance du contact entre les cellules 

inflammatoires et les cellules résidentes dans la pathogenèse de l'inflammation et dans l'asthme 

en particulier. La réalisation de ce projet a permis d'identifier certaines molécules impliquées 

dans l'interaction entre les fibroblastes bronchiques et les lymphocytes T et a donc permis de 

nous renseigner d'une façon simple sur la modulation de l'inflammation et de la réparation de la 

muqueuse bronchique à l'état normal et dans l'asthme. 
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