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Résumé

Introduction. — La régénération de ’épithélium respiratoire est un phénomene complexe qui
peut, en conditions pathologiques (asthme, BPCO, mucoviscidose), aboutir a un remodelage
chronique, altérant la fonctionnalité de ’épithélium.

Etat des connaissances. — Le développement de modéles d’étude in vivo et in vitro a permis
d’étudier les mécanismes du remodelage bronchique. Les principaux acteurs de ce remodelage
ont ainsi été mis en évidence : composants de la matrice extracellulaire, protéases, facteurs de
croissance, cytokines. Les cellules progénitrices/souches de l’épithélium des voies aériennes
ont également été étudiées dans ces modeles, leur identification restant toutefois difficile.
Conclusion. — L’identification et la caractérisation des cellules souches/progénitrices de
I’épithélium des voies aériennes ainsi que la compréhension compléte des mécanismes de la
régénération devraient permettre [’élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques favori-
sant la reconstitution épithéliale.
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Summary

Introduction. — Epithelial regeneration is a complex process. It can lead to the remodeling of
the airway epithelium as in asthma, COPD or cystic fibrosis.

Background. — The development of in vivo and in vitro models has allowed the analysis of
remodeling mechanisms and showed the role of components of extracellular matrix, proteases,
cytokines and growth factors. Airway epithelial progenitors and stems cells have been studied

in these models. However, their identification remains difficult.

Conclusion. — Identification and characterization of airway epithelial progenitor/stem-cells,
and a better knowledge of the regeneration process may allow the development of new thera-
peutic strategies for airway epithelial reconstitution.

© 2013 SPLF. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Introduction

L’ épithélium des voies aériennes, zone d’interface entre le
milieu extérieur et le parenchyme sous-jacent, joue un role
majeur de barriére physique et fonctionnelle. Son intégrité
est assurée en conditions normales par un mécanisme de
régénération. En conditions pathologiques, un remodelage
épithélial peut survenir. Physiologique pendant la croissance
ou apres une lésion et/ou une inflammation, le remodelage,
lorsqu’il devient chronique et survient dans un contexte
inflammatoire, peut aboutir a une altération de la struc-
ture de la bronche : lésions épithéliales, épaississement de
la membrane basale et du muscle lisse, hypertrophie glandu-
laire, augmentation de la vascularisation et du nombre de
fibroblastes, augmentation de la production de collagéne.
Ces lésions sont a l’origine d’une altération de la fonction
bronchique et épithéliale. De telles lésions ont été décrites
dans de nombreuses pathologies inflammatoires comme la
BPCO, ’asthme ou la mucoviscidose [1].

Epithélium des voies aériennes et
remodelage

L’épithélium des voies aériennes joue un role de barriere
physique et fonctionnelle entre I’hote et I’environnement,
assuré par plusieurs mécanismes de défense: le main-
tien de Uintégrité de la barriére épithéliale, la clairance
mucociliaire et la sécrétion de molécules a activité antibac-
térienne, antioxydante et antiprotéasique [2].

La morphologie de I’épithélium des voies aériennes et sa
composition cellulaire participent a la fonction de défense
(Fig. 1). Ainsi, U’épithélium bronchique, de type muco-
ciliaire, est composé principalement de cellules ciliées
formant, avec les cellules basales et une faible composante
de cellules caliciformes, une structure pseudostratifiée. Les
cellules ciliées occupent la majorité de la surface en contact
avec la lumiere bronchique, les cellules basales couvrant la
presque totalité de la membrane basale [3]. L’épithélium
bronchiolaire comprend des cellules ciliées, des cellules
basales et des cellules de Clara (cellules sécrétoires non
ciliées bronchiolaires ou Club cells) [4], les bronchioles les
plus distales présentant un épithélium constitué uniqguement
de cellules de Clara [5]. Le maintien de ’intégrité de cette
barriére épithéliale est assuré par un systéme de jonctions
intercellulaires: jonctions serrées au niveau apical de la

membrane basolatérale des cellules, jonctions adhérentes
et desmosomes au niveau des membranes latérales.

La clairance mucociliaire est un phénomeéne complexe
et régulé. Elle nécessite, d’une part, une production de
mucus par les cellules caliciformes et les cellules sécrétoires
des glandes sous-muqueuses, et, d’autre part, une sécrétion
de fluide périciliaire, comprenant une structure dense de
macromolécules appelée «brosse », émanant de la surface
des cils et de la membrane des cellules apicales et fixées a la
surface cellulaire par des domaines transmembranaires. Ce
modeéle de «gel sur brosse » a récemment été décrit avec le
mucus « gel » recouvrant la « brosse » composée des mucines
et mucopolysaccharides [6,7]. Un battement ciliaire rythmé
et coordonné permet, pendant sa phase active, la mobilisa-
tion du mucus et des particules et bactéries qui y sont piégés
[2,8,9]. Pendant la phase de relaxation, les cils relachent le
mucus, permettant sa propulsion ascendante par une action
«tapis roulant » [2]. La viscosité du mucus joue ainsi un role
majeur dans l’efficacité de la clairance mucociliaire.

Enfin, ’épithélium, en réponse a une agression toxique
ou infectieuse, peut sécréter dans la lumiére des voies
aériennes des substances antimibrobiennes (B-défensine,
cathélicidine LL-37, lysosyme, lactoferrine, secretory leu-
kocyte proteinase inhibitor [SLPI], élafine, phospholipase
A2), principalement produites par les cellules séreuses des
glandes sous-muqueuses, et dont certaines ont également
un role antiprotéasique [10—13]. L’ épithélium des voies
aériennes peut également sécréter des chimiokines et cyto-
kines, permettant d’initier la réaction inflammatoire [14].
La sécrétion de lactoperoxidase protégeant la surface épi-
théliale par la production de radicaux oxydants [15,16],
la libération d’IgA sécrétoires [17] ou de protéines par-
ticulieres comme ’utéroglobine, CCSP ou CC10 [18—20]
permettent également d’assurer la fonction de défense
de Uépithélium. Enfin, U'implication de métalloprotéases
matricielles (MMP) a été montrée, en particulier la MMP7
(matrilysine), exprimée de facon constitutive par les cel-
lules épithéliales des voies aériennes, et capable d’activer la
forme latente de peptides antimicrobiens comme les défen-
sines [21].

L’ensemble de ces mécanismes concourt au maintien de
la fonction de U’épithélium normal. En conditions patho-
logiques, ils peuvent étre diversement altérés. En effet,
une anomalie de la clairance mucociliaire liée a des
pathogénes, des aérocontaminants, a une pathologie inflam-
matoire chronique comme [’asthme ou la BPCO ou génétique
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Figure 1.  Structure de U’épithélium des voies respiratoires. A. L’épithélium bronchique est constitué de cellules basales (1), de cellules

caliciformes (2) et de cellules ciliées (3), reposant sur une membrane basale (4). Le mucus bordant cet épithélium est composé de deux
phases: la phase gel (5), superficielle et viscoélastique, et la phase sol (6), plus fluide et ou baignent les cils. B. Les bronchioles, sans
cartilage ni glandes, présentent un épithélium bronchiolaire, plus fin, constitué de cellules basales (1), de cellules sécrétrices non ciliées
(cellules Club ou cellules de Clara) (2) de cellules ciliées (3). C. L’épithélium alvéolaire est constitué des pneumocytes de type | (1) et de

type Il (2).

comme la mucoviscidose, aboutit a une modification plus ou
moins étendue de ’architecture de U’épithélium des voies
aériennes. Le développement de modeéles expérimentaux,
xénogreffe dans la souris nude de cellules de patients pour
la mucoviscidose ou modéles animaux d’exposition chro-
nique a des aérocontaminants, ovalbumine pour ’asthme,
tabac pour la BPCO, ont permis de mettre en évidence
et d’étudier les différentes composantes du remodelage
des voies aériennes. Il a ainsi été décrit des modifications
épithéliales de type lésion épithéliale, métaplasie malpi-
ghienne, hyperplasie des cellules basales et sécrétoires,

hyperplasie des glandes sous-muqueuses, ainsi que des
modifications sous-épithéliales de type prolifération et acti-
vation des fibroblastes, synthése dérégulée des composants
de la matrice extracellulaire, angiogenése, hyperplasie et
hypertrophie des cellules musculaires lisses [22—45]. Ces
modifications sont associées différemment dans l’asthme, la
BPCO et la mucoviscidose (Tableau 1) [46—48], leur corréla-
tion avec les symptomes ou l’évolution de la maladie n’étant
toutefois pas clairement établie. En effet, une métaplasie
malpighienne de ’épithélium des petites voies aériennes
et une hypersécrétion muqueuse semblent étre associées a

Tableau 1 Eléments du remodelage de U’épithélium des voies respiratoires décrits dans ’asthme, la BPCO et la
mucoviscidose.

Asthme BPCO Mucoviscidose
Lésions épithéliales X [1,22,23] X [24—26]
Métaplasie malpighienne X [1,27,28,41,42] X [25,29,30]
Hyperplasie des cellules caliciformes X [31] X [1,22,32—34,40] X [24—26,29]
Hyperplasie des cellules basales X [24—-26]
Hypertrophie des glandes sous-muqueuses X [22,30,32,35] X [22,32] X [36—38]
Augmentation de la hauteur épithéliale X [24]
Epaississement de la lame basale X[1,22] X [1,39] X [25,26,44]
Fibrose de la paroi des voies aériennes X [1,35] X [1,22,32] X [43]
Hypertrophie du muscle lisse X [22,35] X [22,32] X [45]
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la sévérité de 'obstruction bronchique dans la BPCO, alors
qu’une métaplasie malpighienne des voies aériennes proxi-
males n’est pas corrélée au degré d’obstruction ou a la
présence d’une bronchite chronique [49]. Le remodelage
épithélial dans l’asthme ne semble pas corrélé a la fonction
respiratoire (VEMS, VEMS/CVF) ni au degré d’hyperréactivité
bronchique [50].

Les modéles expérimentaux ont également permis
d’étudier plus spécifiquement le role de différentes
cellules, molécules de jonctions et médiateurs dans le
remodelage bronchique, et plus récemment d’analyser
le profil d’expression génique de U’épithélium remodelé
dans la BPCO [51]. Des modeéles d’exacerbation infectieuse
(virale, bactérienne ou fongique) associée au remodelage
ont également été mis au point. Enfin, ces modeles ont
permis de récemment mettre en évidence le concept
d’unité trophique épithélio-mésenchymateuse, soulignant
le role de U’épithélium respiratoire dans les processus de
développement, réparation et remodelage pulmonaire et
bronchique [47,52].

¢ Lafonctionnalité de I’épithélium des voies aériennes
est assurée par le maintien de lintégrité de la
barriere épithéliale, la clairance mucociliaire et la
capacité sécrétoire de I’épithélium.

Réparation — régénération de |I’épithélium
des voies aériennes

Etapes de réparation et régénération de
I’épithélium des voies aériennes

Suite a différents types d’agression (inhalation de parti-
cules polluantes, de produits toxiques, de microorganismes)
ou dans des pathologies inflammatoires chroniques comme
la BPCO, la mucoviscidose ou l’asthme, U’épithélium
des voies aériennes peut présenter une desquama-
tion plus ou moins importante. Différents modéles de
lésion/réparation/régénération in vivo et in vitro ont permis
de mettre en évidence quatre étapes dans la reconstitution
de Uarchitecture épithéliale : I’étalement puis la migration
des cellules bordant la zone de lésion, la prolifération et
enfin la différenciation des cellules épithéliales aboutissant
a un épithélium pseudostratifié mucociliaire fonctionnel
[53,54]. En effet, le processus de réparation débute par
une dédifférenciation des cellules épithéliales bordant la
zone de lésion: les cellules basales, qui sont également
les cellules progénitrices de I’épithélium bronchique [55],
s’étalent puis migrent [56], recouvrant ainsi la membrane
basale dénudée et restituant une barriére physique épi-
théliale [57]. Lorsque la zone lésée est réépithélialisée, la
majorité des cellules sont entrées en phase de prolifération
et expriment des cytokératines telles que les cytokératines
13, 14 et 18 [53]. Ces cellules forment, de maniére tran-
sitoire, une structure épithéliale stratifiée, similaire a une
métaplasie malpighienne, composée de plusieurs couches
de cellules cuboidales couvertes d’une couche de cellules
étalées morphologiquement squameuses. La phase prolifé-
rative cellulaire diminue ensuite et les cellules épithéliales

entrent dans une phase de différenciation provoquant le
remaniement de la structure épithéliale squameuse. Deux
grands mécanismes sont alors mis en jeu, d’une part, la
différenciation sécrétoire et, d’autre part, ’activation de
la ciliogenése. Les premieres cellules ciliées apparaissent,
I’épithélium n’est alors plus stratifié mais acquiert un aspect
architectural pseudostratifié, avec des cellules pyramidales
recouvrant la quasi-totalité de la lame basale, et des cellules
ayant une morphologie cylindrique (Fig. 2).

Processus de ciliogenése

La ciliogeneése est un processus de différenciation terminale
des cellules de U’épithélium des voies aériennes nécessaire
a la mise en place de la clairance mucociliaire. Ce proces-
sus permettant de développer les structures centriolaires a
’origine de U’architecture des cils présents a la surface des
cellules ciliées nécessite I’expression préalable du facteur
de transcription de la ciliogenése FOXJ1, facteur exprimé
en amont de U’apparition des cils [58]. Le mécanisme de
ciliogenese requiert la polarisation préalable des cellules
épithéliales. Les corps basaux ciliaires migrent en effet vers
la surface de la cellule a 'aide du cytosquelette d’actine
[59]. Les protéines ezrine et RhoA, régulées par le facteur
de transcription FOXJ1, sont impliquées dans le processus
de la ciliogenése en modulant le cytosquelette d’actine ce
qui va permettre la migration vers la surface apicale de la
cellule des corps basaux ciliaires, dont l’origine proviendrait
de la transformation des centrioles, [60—63].

Jain et al. ont montré la présence de cils primaires
au niveau des cellules bronchiques murines et humaines
en culture. L'étude de U’évolution temporelle de ces
cils indique que ces cellules bronchiques ont la capacité
d’acquérir des cils motiles, suggérant que le cil primaire
serait a U'origine des cils motiles apparaissant lors de la
différenciation terminale des cellules ciliées. Leur absence
dans ’épithélium bronchique mature ainsi que leur appari-
tion lors de la régénération post-lésions semblent impliquer
les cils primaires dans les processus de réparation et de
différenciation épithéliale [64].

Modéeles d’étude
Modeéles de réparation/régénération in vivo

Différents modéles d’étude in vivo chez des petits mam-
miferes: furet, souris, cochon d’Inde [65—68] ont été
développés afin de reproduire les conditions de lésions
et de régénération observées chez ’homme. Ces modéles
permettent d’étudier les mécanismes de la régénération
épithéliale en conditions physiologiques, ainsi que le réle
de inflammation et implication d’autres facteurs dans le
processus de réparation/régénération épithéliale.

Le modéle in vivo expérimental le plus utilisé pour
I’étude de la régénération épithéliale humaine est le modéle
chimérique de xénogreffe dans la souris nude. Il consiste
en Uimplantation sous-cutanée chez la souris d’une tra-
chée de rat déplétée de son épithélium, dans laquelle sont
ensemencées les cellules épithéliales de voies aériennes
humaines issues principalement de polypes nasaux ou de
bronches [69]. Ce modéle expérimental a l’avantage de
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Figure 2.

Régénération normale et pathologique de I’épithélium des voies aériennes. Suite a une lésion, les cellules bordant les plaies se

dédifférencient, s’étalent et migrent puis proliférent pour former une métaplasie transitoire, progressivement remplacée par un épithélium
différentié mature. Une réparation/régénération anormale de |’épithélium peut aboutir a une dédifférenciation avec le développement de
lésions précancéreuses, ou a une transdifférenciation, avec un remodelage épithélial (métaplasie malpighienne, hyperplasie des cellules

sécrétoires, hyperplasie de cellules basales).

permettre l’analyse des étapes successives de la régéné-
ration, le recueil des sécrétions épithéliales et I’étude de
la modulation de U’expression des molécules matricielles,
des facteurs de croissance et des cytokines au cours de la
régénération [70].

Modeéles de réparation/régénération in vitro

Laccessibilité cellulaire et U'observation des différents
événements de la réparation épithéliale restant toutefois
limitées dans les modeles d’étude in vivo, des modeéles de
lésions in vitro ont été mis au point. Des lésions chimiques
[71] ou mécaniques [72] permettent d’obtenir une desqua-
mation épithéliale localisée, les étapes successives de la
réparation pouvant alors étre étudiées. Ces modeles per-
mettent d’analyser les sécrétions de facteurs épithéliaux
impliqués dans la réparation de |’épithélium respiratoire,
mais aussi de moduler U’environnement dans lequel se
déroule ce processus.

Plusieurs modeles de réparation et de régénération
in vitro de U’épithélium des voies aériennes a partir de
cellules humaines en culture primaire —issues de polypes

nasaux, de bronches, de brossages bronchiques— ou de
lignées cellulaires ont été décrits [73,74].

Afin d’étudier les différentes étapes de la régénération
épithéliale et en particulier la phase de différenciation cel-
lulaire, un modeéle in vitro de culture bidimensionnelle en
interface air-liquide a été mis au point, qui permet d’obtenir
un épithélium différencié et fonctionnel (Fig. 3). Ce modéle
de régénération consiste a ensemencer des cellules épi-
théliales primaires de voies aériennes dans une chambre
bicompartimentale formée par un filtre poreux. Les cellules
sont tout d’abord cultivées en présence de milieu dans les
deux compartiments jusqu’a obtention d’une monocouche
cellulaire confluente. Elles sont alors cultivées en condition
air-liquide par suppression du milieu du compartiment api-
cal. Ce contact des cellules avec ’air ainsi que la présence
d’acide rétinoique dans le milieu de culture va permettre la
formation d’un épithélium mucociliaire fonctionnel [75].

D’autres modeéles in vitro existent, comme les modeéles
de régénération épithéliale en trois dimensions. Les cel-
lules primaires issues de voies aériennes humaines forment
alors des structures 3D, appelées organoides, obtenues par
agrégation des cellules maintenues en suspension dans le
milieu de culture. Suite a une dé-différentiation rapide
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Figure 3. Les différentes étapes de la régénération épithéliale observées en culture en interface air-liquide (a—d). Les cellules forment
tout d’abord une monocouche de cellules indifférenciées (a), puis une métaplasie malpighienne transitoire va se développer (b), avant la
pseudostratification épithéliale et |’apparition des premiéres cellules ciliées (c), puis la différenciation complete de ’épithélium pseudos-
tratifié (d). La détection en immunofluorescence sur coupes de cultures (e, f) ou sur cultures entiéres (g, h) de différents marqueurs montre
la présence de cellules basales exprimant la cytokératine 13 (e) et de cellules ciliées exprimant la tubuline-a (f, g). L’épithélium reconstitué
présente un réseau de jonctions serrées (détection de la protéine Z0O-1) sous la forme caractéristique en nid d’abeille (h). Grossissement

x20.

marquée par la perte de cellules ciliées et du complexe
CFTR-ezrin-Z01, les cellules épithéliales vont se rediffé-
rencier pour former un épithélium polarisé et fonctionnel.
L’intérét majeur de ces structures épithéliales est lié a leur
capacité a maintenir une différenciation cellulaire pendant
plusieurs mois [76].

Effecteurs de la réparation/régénération

L'utilisation des différents modeéles disponibles a permis de
mettre en évidence de nombreux facteurs impliqués dans
la réparation et la régénération de ’épithélium des voies
aériennes: des composants de la matrice extracellulaire,
des systemes protéolytiques tels que les MMP et leurs inhi-
biteurs ou les activateurs du plasminogene, des cytokines
pro-inflammatoires et des facteurs de croissance.

La matrice extracellulaire

Durant les phases précoces de réparation épithéliale carac-
térisées par des phénoménes d’étalement et de migration
des cellules afin de réépithélialiser la surface dénudée,
les cellules interagissent avec les protéines de la matrice
extracellulaire via des structures transitoires appelées
contacts focaux et primordiaux [54]. Les mouvements cel-
lulaires impliquent la formation de sites d’adhérence a
la matrice extracellulaire au péle antérieur des cellules
migrantes et la libération de sites d’adhérence au poéle
postérieur de ces cellules. La fibronectine, ainsi que les prin-
cipaux composants de la lame basale (laminines, collagéne
de type V), sont utilisés comme support pour la migration,
par U'intermédiaire de récepteurs cellulaires membranaires
spécifiques dont les intégrines. Pour exemple, |’utilisation
d’anticorps bloquants a permis de montrer que l’intégrine
a5B1 est nécessaire a une migration rapide des cellules épi-
théliales de voies aériennes sur de la fibronectine [77].

La synthese des protéines matricielles, en particulier
la fibronectine, est régulée par des médiateurs inflamma-
toires (TGF-B et histamine) au cours de la migration et de la

prolifération cellulaire [78,79]. Ces derniers sont probable-
ment libérés par les cellules épithéliales elles-mémes ou
par les cellules inflammatoires : neutrophiles, éosinophiles
et mastocytes.

Les systémes protéolytiques

Les MMPs sont impliquées dans de nombreux processus
pathologiques comme la progression tumorale [80,81]. Elles
jouent également un role dans les processus physiologiques
tels la réparation de ’épithélium des voies aériennes, en
particulier via le remodelage de la matrice provisoire sécré-
tée par les cellules réparatrices. Ainsi, la MMP-9 (gélatinase
B) joue un réle clé dans la migration des cellules épithéliales
bronchiques durant la réparation de la lésion : surexprimée
par les cellules basales migratoires au niveau de la plaie,
’inhibition de son activation induit une diminution voire une
inhibition totale de la réparation [82,83]. D’autres MMPs,
telles que les stromélysines 1et 3 (MMP3et MMP-11, res-
pectivement) semblent étre impliquées dans la migration
cellulaire et le remodelage de la matrice extracellulaire
durant les phénomenes de réparation. Elles sont en effet
exclusivement exprimées par les cellules basales répara-
trices qui acquiérent un phénotype mésenchymateux avec
expression de vimentine, filament intermédiaire impliqué
dans la migration des cellules [84].

Contrairement a la plupart des MMPs, la MMP-7 est consti-
tutivement exprimée par les cellules épithéliales des voies
aériennes, avec pour principale fonction !’activation de la
forme latente des défensines, jouant ainsi un role majeur
dans la défense de U’hGte [21]. La MMP-7 présente égale-
ment un role important dans la régénération épithéliale.
En effet, la MMP-7 est surexprimée par les cellules répara-
trices d’épithéliums bronchiques lésés et est modulée par
le tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1) [85].
Un blocage de la réépithélialisation de trachées de sou-
ris mutées pour la MMP-7a été décrit [86] et l'utilisation
d’inhibiteurs chimiques de la MMP-7 mais aussi de la MMP-
9a entrainé un défaut de la différenciation des cellules
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épithéliales de voies aériennes humaines dans le modéle de
régénération en xénogreffe [70].

La métalloprotéinase matricielle membranaire de type 1
(MT-1-MMP ou MMP-14), produite par les cellules épithéliales
bronchiques, joue également un réle dans la réparation
épithéliale : apres une lésion des petites bronches par le
naphtaléne, les cellules mutées pour la MT1-MMP présentent
une diminution de la réparation épithéliale. Son activité
passe par le récepteur au keratinocyte growth factor (KGF)
[871.

L’implication d’un autre systéeme protéolytique a été
mise en évidence dans de récents travaux: le systéeme
activateur du plasminogéne. Stewart et al. ont montré
’implication d’uPAR (récepteur de l’urokinase — activateur
du plasminogene) dans la réparation de cellules épithéliales
bronchiques chez des patients asthmatiques. Il a été observé
chez ces patients, une augmentation de l’expression d’uPAR
via des modifications de la voie des MAP kinases (Erk1/2,
p38MAPK) et la voie de survie cellulaire (Akt), avec pour
conséquence une séquestration d’uPAR et une augmentation
du taux d’uPAR soluble, conduisant a une diminution de la
réparation épithéliale et a un remodelage de ’épithélium
[88].

Facteurs de croissance, cytokines et autres
effecteurs

Différents facteurs sécrétés par les cellules épithéliales et
modulant les phases de la réparation épithéliale que sont
la migration et la prolifération, mais également régulant la
différenciation cellulaire ont été décrits.

L’epidermal growth factor (EGF), via le récepteur EGFR,
stimule et accélere la réparation épithéliale en modulant
la migration cellulaire [88—91]. A Uinverse, un inhibiteur
de la voie EGFR tyrosine kinase entraine un blocage de
la réépithélialisation [89—93]. Trinh et al. ont également
montré que UEGF avait la capacité de stimuler certains
canaux potassiques, leurs actions combinées potentialisant
la migration et la prolifération des cellules épithéliales
respiratoires [94,95]. De plus, il a été montré que UEGF
et le platelet-derived growth factor (PDGF) influencent
la régénération de ’épithélium bronchique, en modulant
la prolifération et la différenciation des cellules épithé-
liales [93]. Des peptides trifoliés (TFF), en particulier
TFF2 et TFF3, peuvent également agir en synergie avec ’EGF
dans la réparation de U’épithélium des voies aériennes, via
I’activation de la protéine kinase C et de extracellular
signal-related protein kinase 1/2 (ERK 1/2) [96], et stimu-
ler la différenciation des cellules ciliées [97]. L’ hepatocyte
growth factor (HGF), le KGF et les interleukines IL-1a et
B interviennent également lors du processus de réparation
épithéliale en régulant la migration, mais également en sti-
mulant la prolifération cellulaire [98—100].

D’autres facteurs peuvent réguler de maniére indirecte
les mécanismes de réparation/régénération: I’IL-8 stimule
’expression des MMPs [70] et U’IL-13 favorise la sécrétion
de facteurs de croissance impliqués dans la migration et
la différenciation cellulaires ainsi que des peptides de
défense antimicrobienne [101]. Des travaux laissent pen-
ser que ’HGF pourrait non seulement réguler la migration
et la prolifération des cellules épithéliales, mais également

induire, suite a ’activation de son récepteur c-met, la dif-
férenciation des cellules ciliées [98,101]. Différentes études
montrent que UEGF et U’IL-13 joueraient un rdle inhibiteur
de la différenciation des cellules ciliées quand UEGF, UIL-
4, U'IL-9, UIL-13, U’élastase ou les défensines (HNP1-3) du
neutrophile seraient inducteurs de la différenciation des
cellules caliciformes [102—105]. Le nerve growth factor
(NGF), facteur impliqué dans l’inflammation pulmonaire, est
également régulateur de la réparation épithéliale : dans des
cultures cellulaires et des modeles murins, il augmente la
prolifération cellulaire et stimule la synthese de la fibro-
nectine et du collagéne de type | [106].

Maille et al. ont observé que le TNFa augmente la répa-
ration de ’épithélium de surface en amplifiant le taux de
migration. Les mécanismes cellulaires induits par le TNFa
sont une sécrétion de la MMP-9, une libération du facteur
EGF et une transactivation de ’EGFR, induisant une stimu-
lation des canaux potassiques dont les canaux KvLQT1et
Karp, également impliqués dans les processus de réparation
[107]. Il a été également montré que le TNFa et UIL-1B
favorisent la transition épithélio-mésenchymateuse induite
par le TGF-B1et dérégulent la réparation des lésions de
|’épithélium respiratoire [108]. Le TGF-B contribuerait éga-
lement au remodelage de U’épithélium par sa capacité a
limiter la différenciation des cellules sécrétoires et ciliées
[109]. En outre, dans des travaux publiés en 2011, Ito et al.
ont montré que le TGF-B1 et le TGF-B2 augmentent la répa-
ration de I’épithélium bronchique en favorisant l’activation
du récepteur EGFR par phosphorylation [110].

Enfin, une récente publication a rapporté que le canal
chlore CFTR, muté dans la mucoviscidose, pouvait jouer un
role important dans les phases précoces de régénération.
En effet, l’inhibition de CFTR par un composé chimique ou
par des ARN interférents diminue la vitesse de migration et
la prolifération de cellules humaines nasales et bronchiques
[25].

e Le processus de régénération épithéliale comporte
quatre étapes (étalement, migration, prolifération
et différenciation cellulaire). Il implique différents
facteurs: composants de la matrice extracellulaire
(fibronectine, laminines, collagéne de type IV),
protéases (MMPs, uPAR), facteurs de croissance
(EGF), cytokines (IL-8, IL-13), TNFa.

Cellules souches/progénitrices de
I’épithélium des voies aériennes humaines

Qu’est-ce qu’une cellule souche?

Les cellules souches (CS) sont des cellules immatures qui
possédent deux principales capacités spécifiques propres:
leur propriété d’auto-renouvellement et leur degré de plas-
ticité. Ainsi, une CS est capable de se diviser indéfiniment
pour donner deux cellules «filles », permettant de maintenir
en permanence un pool de CS, qui peut étre rapide-
ment mobilisé en cas de lésions tissulaires [111]. Il faut
cependant noter que les CS se divisent de maniére asy-
métrique, donnant une CS «fille » identique génétiquement
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a la cellule méere et une cellule progénitrice ou cel-
lule d’amplification transitoire, qui va pouvoir initier un
programme de différenciation [112]. La cellule progéni-
trice présente une forte capacité de prolifération mais
qui reste limitée dans le temps. Elle est a U'origine des
cellules matures et fonctionnelles spécifiques d’un tissu
donné [111]. Ainsi, aprés la simple division d’une CS, les
deux cellules qui en résultent vont présenter des proprié-
tés de prolifération et de différenciation différentes, soit
par ségrégation de facteurs intrinséques différents aprés
la séparation cellulaire, soit par la position de ces cellules
dans des micro-environnements distincts appelés niches. Les
CS sont indispensables a [’homéostasie des tissus en assu-
rant le renouvellement des cellules les composant et a la
régénération tissulaire. C’est pourquoi ’identification et la
caractérisation des CS de U’épithélium des voies aériennes
humaines restent des objectifs majeurs afin de pouvoir
mettre en place des thérapies favorisant la réparation et
la régénération de I’épithélium lésé.

Cellules souches respiratoires endogénes

Les CS endogénes résident au sein des épithéliums trachéo-
bronchique, bronchiolaire et alvéolaire. En 1995, Zepeda
et al. ont identifié grace a un modéle de xénogreffe tra-
chéale chez la souris, une population de cellules épithéliales
bronchiques humaines présentant des propriétés d’auto-
renouvellement important, de différenciation multipotente,
et capable de reconstituer U’épithélium de surface et de
générer un réseau de glandes respiratoires. Cette population
cellulaire n’a toutefois pas été identifiée [113]. Tout au long
de Uarbre respiratoire, différentes populations cellulaires
présentant un potentiel souche/progéniteur ont été décrites
chez le rongeur: les cellules basales des canaux glandu-
laires et de I’épithélium de surface trachéobronchique dans
les zones inter-cartilagineuses [114], une sous-population de
cellules de Clara dans I’épithélium bronchiolaire et a la jonc-
tion bronchiolo-alvéolaire [115,116], des cellules souches
capables de se différencier en cellules bronchiolaires et
alvéolaires, localisées a la jonction bronchiolo-alvéolaire
[117], une sous-population de pneumocytes de type Il au
sein de U’épithélium alvéolaire [118], ainsi qu’une popula-
tion de cellules souches spécifiques appelée side population
pulmonaire [119]. Cependant, les différences histologiques
existant entre ’épithélium des voies aériennes humaines et
murines rendent difficilement extrapolables les résultats de
ces études a ’homme [3,120].

Chez ’lhomme, U’identification et la caractérisation des
cellules souches de I’épithélium des voies aériennes restent
difficiles en raison du faible taux de renouvellement cel-
lulaire. Toutefois, il est désormais admis que les cellules
basales des voies trachéobronchiques peuvent étre consi-
dérées, sinon comme les cellules souches, tout au moins
comme les cellules progénitrices de I’épithélium des voies
aériennes humaines [121]. Isolées par cytométrie en flux
grace a différents marqueurs membranaires tels que le
CD151 et le Facteur tissulaire [55], le nerve growth factor
receptor et U'intégrine a6 [122] ou ’aquaporine 3 [123],
ces cellules ont montré leur capacité a restaurer un épithé-
lium mucociliaire pseudostratifié fonctionnel et un réseau
de glandes respiratoires matures dans différents modeéles
in vivo et in vitro. Cependant, dans un travail récent de

Kajstura et al., une population de cellules exprimant le
marqueur c-kit a été isolée du poumon humain et carac-
térisée. Cette population, qui n’est pas d’origine épithé-
liale, endothéliale, hématopoiétique, mésenchymateuse ou
musculaire, présente une capacité d’auto-renouvellement,
de différenciation multipotente et d’intégration dans le
tissu pour participer a sa régénération, et pourrait donc étre
maintenant considérée comme une population de cellules
souches pulmonaires chez ’homme [124].

Potentiel des cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires (CSE), de par leurs pro-
priétés uniques d’auto-renouvellement illimité in vitro, a
’état indifférencié, et de pluripotence, représentent une
source cellulaire prometteuse pour de nombreuses appli-
cations en recherche fondamentale, thérapeutique, et en
ingénierie tissulaire. Leur capacité a se différencier en cel-
lules épithéliales de voies aériennes a été peu décrite. Il a
été démontré que les CSE murines ont la capacité de géné-
rer un épithélium fonctionnel, composé de cellules basales,
ciliées, intermédiaires et de Clara, similaire a un épithélium
trachéobronchique murin natif lorsqu’elles sont cultivées en
interface air-liquide [125]. En 2009, ’équipe de De Rycke
a rapporté 'obtention de différents types de cellules épi-
théliales des voies aériennes et des alvéoles a partir de
CSE humaines [126]. Enfin, en s’inspirant du développe-
ment embryonnaire pulmonaire humain afin de mettre au
point une méthode récapitulant les processus séquentiel
qui vont restreindre séquentiellement les cellules progéni-
trices de ’endoderme en lignages cellulaires spécifiques des
voies aériennes proximales, une étude tres récente a pro-
posé un protocole complexe permettant la différenciation
de cellules épithéliales de voies aériennes et la possibi-
lité de reconstitution d’épithélium in vitro a partir des CSE
humaines [127].

e Les cellules basales peuvent étre considérées comme
les cellules progénitrices de I’épithélium des voies
aériennes humaines.

Conclusion

Le développement de modéles originaux in vivo et in vitro
a permis une nette avancée dans la compréhension des
mécanismes de la régénération de l’épithélium respiratoire,
tout en soulignant leur complexité. Ils ont également per-
mis "étude du réle de différents stimuli pro-inflammatoires
[104,128] et de ’action de molécules a visée thérapeutique
dans les pathologies inflammatoires bronchiques [129,130]
ou la mucoviscidose [131]. L'identification et la caractérisa-
tion des cellules progénitrices/souches de |’épithélium des
voies aériennes restent actuellement l’objet de nombreux
travaux. Différentes approches ont été proposées, avec
pour objectif final commun la mise au point de thérapies
cellulaires et pro-régénératrices pour les pathologies pulmo-
naires. Cependant, malgré des avancées importantes dans
le domaine, la compréhension compléete des mécanismes de
la régénération de I’épithélium des voies aériennes est loin
d’étre acquise.
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POINTS ESSENTIELS

e La régénération épithéliale bronchique est un
processus physiologique de maintien de Uintégrité
des bronches mais peut étre responsable de
remodelage bronchique dans des conditions
pathologiques.

e Le processus de régénération épithéliale comporte
quatre étapes: étalement, migration, prolifération
et différenciation cellulaire.

e De nombreux facteurs interviennent dans la
régénération épithéliale bronchique: composants
de la matrice extracellulaire, protéases, facteurs de
croissance et cytokines.
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