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Titre : Néogenèse lymphoïde induite par l’infection bactérienne bronchopulmonaire
chronique.
Résumé : Introduction : Les follicules lymphoïdes (FL) sont absents du poumon normal
mais ont été décrits dans les poumons de patients atteints de mucoviscidose ou de dilata-
tions de bronches non mucoviscidosiques, suggérant un rôle pour l’infection bronchique
dans la néogenèse lymphoïde (NL). Nous avons étudié la dynamique de la néogenèse
lymphoïde dans l’infection bactérienne.
Méthodes : Les souris C57BL/6 ont reçu une instillation intratrachéale de billes d’aga-
rose contenant du PAO1 ou du S. aureus (106 CFU/animal) permettant une infection
prolongée et ont été comparées à des souris contrôles (billes stériles ou absence de billes).
Les souris ont été sacrifiées à J1, J4, J7 et J14.
Résultats : L’instillation unique de billes d’agarose contenant du PAO1 ou du S. aureus

induit en 14 jours des FL fonctionnels situés sous l’épithélium en regard des zones d’infec-
tion. Le marquage pour CXCL12 et CXCL13 est faible chez contrôles, mais présent dans
l’épithélium (CXCL13) dès J1 et présent également dans les FL (CXCL12 et CXCL13)
à J14 chez les souris infectées. Le traitement des souris par un anticorps anti CXCL12
ou anti CXCL13 n’inhibe pas la formation des FL induite par l’infection à PAO1.
Conclusion : Nos données suggèrent un rôle pour l’infection bactérienne prolongée et
l’épithélium respiratoire dans la NL des bronchopathies chroniques. Notre modèle per-
met d’évaluer les mécanismes de la formation et de persistance des FL dans le poumon.

Title : Intrapulmonary lymphoid neogenesis induced by prolonged bacterial airway in-
fection in mice.
Abstract : Introduction : Lymphoid follicles (LF) are absent in normal lungs, but are
described in lungs of subjects with cystic fibrosis (CF) or non-CF bronchiectasis, sug-
gesting a role for bacterial infection in lymphoid neogenesis. We aimed to study the
dynamic of pulmonary lymphoid neogenesis (LN) during bacterial infection.
Methods : C57BL/6 mice were instilled intratracheally with PAO1- or S. aureus-coated
(1.106 CFU/mouse) agarose beads (which produced prolonged airway infection) and
compared to controls (sterile beads or no instillation). Mice were sacrificed on day (d)1,
d4, d7, and d14 after instillation.
Results : Chronic pulmonary infection with PAO1 or S. aureus induced organised LF
in 14 days after a single challenge with PAO1- or S. aureus-coated beads. Bacteria-
induced LF were exclusively localized in the subepithelium of infected airways. Staining
for CXCL12 and CXCL13 was weak in airway epithelium of controls, but was positive
in airway epithelium (CXCL13) at 1 day and in LF (both) of infected mice at 14 days.
Treatment with anti CXCL12 or anti CXCL13 Ab did not reduce LN induced by PAO1
infection.
Conclusions : Chronic bacterial infection and respiratory epithelium could contribute to
LN in chronic airway diseases. Our unique model allows to study mechanisms for the
formation and maintenance of lung LF.

Mots-clés : Néogenèse lymphoïde, iBALT, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus, immunité adaptative, CXCL12, CXCL13, mucoviscidose, BPCO
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"Tae a Moose" (Robert Burns, 1785)

Wee, sleekit, cow’rin, tim’rous beastie,
O, what a panic’s in thy breastie !
Thou need na start awa sae hasty

Wi bickering brattle !
I wad be laith to rin an’ chase thee,

Wi’ murdering pattle.

I’m truly sorry man’s dominion
Has broken Nature’s social union,

An’ justifies that ill opinion
Which makes thee startle

At me, thy poor, earth born companion
An’ fellow mortal !

I doubt na, whyles, but thou may thieve ;
What then ? poor beastie, thou maun live !

A daimen icker in a thrave
’S a sma’ request ;

I’ll get a blessin wi’ the lave,
An’ never miss’t.

Thy wee-bit housie, too, in ruin !
It’s silly wa’s the win’s are strewin !

An’ naething, now, to big a new ane,
O’ foggage green !

An’ bleak December’s win’s ensuin,
Baith snell an’ keen !

Thou saw the fields laid bare an’ waste,
An’ weary winter comin fast,

An’ cozie here, beneath the blast,
Thou thought to dwell,

Till crash ! the cruel coulter past
Out thro’ thy cell.

That wee bit heap o’ leaves an’ stibble,
Has cost thee monie a weary nibble !

Now thou’s turned out, for a’ thy trouble,
But house or hald,

To thole the winter’s sleety dribble,
An’ cranreuch cauld.

But Mousie, thou art no thy lane,
In proving foresight may be vain :

The best-laid schemes o’ mice an’ men
Gang aft agley,

An’ lea’e us nought but grief an’ pain,
For promis’d joy !

Still thou are blest, compared wi’ me !
The present only toucheth thee :
But och ! I backward cast my e’e,

On prospects drear !
An’ forward, tho’ I canna see,

I guess an’ fear !

5



Liste des abréviations

— ADCC : antibody-dependant cell-mediated cellular cytotoxicity
— AMPc : adénosine monophosphate cyclique
— APRIL : a proliferation-inducing ligand
— ARN : acide ribonucléique
— ARNm : acide ribonucléique messager
— ATP : adénosine triphosphate
— BAFF : B-cell activating factor
— bmpr2 : Bone Morphogenetic Protein Receptor type II
— BOS : bronchiolitis obliterans syndrome
— BPCO : bronchopneumopathie chronique obstructive
— CFTR : Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator
— CFU : colony forming unit
— CMH : complexe majeur d’histocompatibilité
— coDC : cellule dendritique conventionnelle
— CPA : cellule présentatrice d’antigène
— DAB : 3,3’-Diaminobenzidine tetrahydrochloride
— DDB : dilatation des bronches
— DICV : déficit immunitaire commun variable
— dsRNA : double strand ribonucleic acid
— EDTA : Éthylène Diamine Tétra-Acétique
— EFR : explorations fonctionelles respiratoires
— EGF : epidermal growth factor
— EGFR : récepteur à l’epidermal growth factor
— ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay
— FACS : fluorescence-activated cell sorting
— FDC : cellule dendritique folliculaire
— Foxp3 : forkhead box P3
— FPI : fibrose pulmonaire idiopathique
— GOLD : Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
— HEV : high endothelial venules
— HTAP : hypertension artérielle pulmonaire
— iBALT : inducible bronchus-associated lymphoid tissue
— IFN : interféron
— Ig : immunoglobuline
— IL : interleukine
— iTregs : induced T-regulator cells
— LB : lysogeny broth
— LBA : lavage broncho-alvéolaire
— LLR : leucine-rich repeat
— LPS : lipopolysaccharide
— LTBR : lymphotoxin beta receptor
— LTi : lymphocyte T inducer
— Mb : mégabase
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— moDC : cellule dendritique dérivée des monocytes
— MVA : modified vaccinia virus Ankara
— NETT : National Emphysema Treatment Trial
— NK : natural killer
— NKT : natural killer-T
— NLR : nucleotide binding oligomerization domain (NOD)-like receptor
— PA : Pseudomonas aeruginosa
— PAMPs : pathogen-associated molecular paterns
— PAO1 : Pseudomonas aeruginosa souche O1
— PAP : pression artérielle pulmonaire
— PBS : phosphate buffered saline
— PCNA : proliferating cell nuclear antigen
— pDC : cellule dendritique plasmacytoïde
— phospho-EGFR : forme phosphorylée de l’EGFR
— PNAd : peripheral lymph node addressin
— PRRs : pattern-recognition receptors
— qPCR : quantitative polymerase chain reaction
— RAS : restrictive allograft syndrome
— RLRs : retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-like receptors
— ROS : espèce réactive de l’oxygène
— RT-PCR : reverse transcriptase-polymerase chain reaction
— SAA : serum-amyloid A
— SAMS : Staphylococcus aureus sensible à la méthicilline
— SARM : Staphylococcus aureus résistant à la méthicilline
— SEM : erreur standard sur la moyenne
— SLPI : secretory leukocyte protease inhibitor
— SVF : sérum de veau fœtal
— TCR : T-cell receptor
— TGF : Transforming Growth Factor
— Th : T-helper
— TIR : Toll/Interleukine 1 receptor
— TLRs : Toll-like receptors
— TNF : tumor necrosis factor
— TS : trypticase soja
— VEMS : volume expiré maximum en une seconde
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Chapitre 1

Introduction

1.1 Néogenèse lymphoïde

1.1.1 Immunité innée et acquise

Le poumon est en contact direct avec l’extérieur et est en permanence exposé

à différents stimuli infectieux (virus, bactéries, champignons) contenus dans l’air

inhalé. L’immunité antiinfectieuse y est donc en permanence mise en jeu. La dé-

fense contre les agents infectieux inhalés fait appel à deux groupes de mécanismes :

l’immunité innée et l’immunité adaptative (cf. figure 1.1).

Immunité innée

L’immunité innée est ainsi nommée car elle ne nécessite pas d’exposition anté-

rieure au pathogène. C’est le premier mécanisme mis en jeu dans les infections ai-

guës. L’immunité innée repose sur la reconnaissance de composants microbiens très

conservés, les pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), par les pattern-

recognition receptors (PRRs), situés à la surface des cellules épithéliales et des

phagocytes [66].
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Dans le poumon, l’immunité innée est mise en jeu grâce aux cellules résidentes

du poumon que sont les cellules épithéliales respiratoires (cf. infra) et alvéolaires,

ainsi que par des cellules immunitaires.

Les cellules dendritiques résidentes du poumon sont de trois types : convention-

nel (cDCs), plasmacytoïde (pDCs) et dérivées des monocytes (moDCs), chaque

type ayant des fonctions et des voies de différentiation spécifiques que nous ne

détaillerons pas ici [73]. Elles sont situées principalement du côté basolatéral de

l’épithélium respiratoire et exercent une surveillance continue des agents patho-

gènes situés dans l’arbre respiratoire par "échantillonage" [73].

Il existe également plusieurs types de macrophages intrapulmonaires : les macro-

phages bronchiques, interstitiels et alvéolaires (ces derniers représentent 90 à 95%

des macrophages à l’état stable) ; de plus, des macrophages ont été décrits chez

l’homme à la face interne des capillaires pulmonaires, mais ils n’ont pas été retrou-

vés chez le rongeur [73]. Les macrophages alvolaires ont un rôle important dans la

tolérance immunitaire face aux agents non pathogènes situés dans l’arbre respira-

toire, en réprimant l’activation des lymphocytes T par les cellules dendritiques, en

diminuant la production de Transforming Growth Factor (TGF)-β et en induisant

la différentiation des lymphocytes T en cellules régulatrices Foxp3+. Cette tolé-

rance est rompue lorsque un agent pathogène pénètre dans l’arbre respiratoire, et

induit l’activation de PRRs [73]. Les macrophages alvéolaires sont essentiels à la

défense contre les bactéries intra et extracellulaires, les virus et les champignons,

du fait de leur pouvoir important de phagocytose [73]. Les macrophages alvéolaires

peuvent présenter deux grands phénotypes : M1 et M2, qui diffèrent par leur profil

d’expression de chimiokines et leurs fonctions [129].

Les polynucléaires neutrophiles sont recrutés au sein du poumon en réponse aux

chimiokines sécrétées par les cellules épithéliales et les macrophages, notamment

IL8, CCL3, CCL4 et CXCL2 ; leur fonction essentielle est la destruction intra
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et extracellulaire des agents pathogènes, via la production d’espèces réactives de

l’oxygène (ROS) et la dégranulation ou excrétion du contenu de leurs granules

azurophiles (myéloperoxydase, élastase, défensines, lysozymes) [143].

Certaines cellules lymphoïdes sont également rattachées à l’immunité innée : les

cellules NK sont des cellules lymphoïdes innées présentes à l’état basal dans le

poumon et pouvant exercer leurs fonctions par cytotoxicité directe indépendante

de l’antigène ou par la voie ADCC (antibody-dependent cell-mediated cellular cy-

totoxicity, c’est-à-dire destruction d’une cellule infectée sur laquelle est fixée un

anticorps) [26]. Les cellules lymphoïdes innées sont des sous-types de lymphocytes

plus récemment mis en évidence, qui semblent provenir de la même sous-population

que les cellules NK ; elles ont des profils de sécrétions de chimiokines particuliers

permettant de les différentier [143]. Enfin les cellules Tγδ et les cellules NKT (cf.

infra) sont à la frontière entre immunité innée et adaptative.

L’immunité innée comprend également le système du complément, un groupe de

protéines pouvant être activé selon trois voies distinctes : la voie classique d’une

part, qui nécessite la présence d’un anticorps spécifique, et les voies alternes et des

lectines d’autre part, qui peuvent être activées en l’absence d’anticorps spécifique.

La cascade du complément est activée très précocement après la rencontre avec le

pathogène. La voie alterne est en permanence active à la recherche de "surfaces

activatrices" du complément. La voie des lectines et la voie classique sont activées

en cas de reconnaissance d’éléments comme des débris cellulaires, des pathogènes,

des complexes immuns. Ces trois voies convergent vers le clivage de la protéine

inactive C3 en deux fragments actifs : C3a (médiateur de l’inflammation) et C3b

(opsonine favorisant la destruction de la cellule infectée ou du pathogène par pha-

gocytose) [86, 87].
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Immunité adaptative

L’immunité adaptative ou acquise nécessite un contact préalable avec l’agent

microbien en cause et fait intervenir les lymphocytes B, T et NKT.

Il existe trois grands lignages de lymphocytes chez l’Homme et la souris, utili-

sant des récepteurs recombinants pour la surveillance de leur environnement et la

mise en jeu de la réponse de l’hôte : les lymphocytes B, les lymphocytes Tαβ et

les lymphocytes Tγδ. Les lymphocytes B sont responsables de l’immunité humo-

rale par la synthèse d’anticorps ou immunoglobulines (Ig), dont il existe plusieurs

types (IgA, D, E, G et M principalement) ; ils existent sous forme de lymphocytes

B naïfs, c’est-à-dire n’ayant pas encore rencontré l’antigène, mais également de

lymphocytes B mémoires, capables de produire rapidement un anticorps de haute

affinité en cas de nouvelle rencontre avec un antigène connu. Plus récemment, on a

également mis en évidence l’existence de lymphocytes B régulateurs, qui peuvent

inhiber la différentiation des lymphocytes proinflammatoires de type Th1, Th2

et Th17 (cf. infra) et favoriser la différenciation de lymphocytes T régulateurs

(Foxp3+et TR1) [115].

Les lymphocytes T expriment à leur surface le cluster de différentiation CD3 et le

récepteur TCR (T Cell Receptor) qui peut être de deux types : hétérodimère αβ

(très majoritaire) ou hétérodimère γδ. Dans le cas des lymphocytes Tαβ, ce récep-

teur est associé à d’autres marqueurs permettant de définir des sous-populations

lymphocytaires : lymphocytes T CD4+ dits helpers, T CD8+ dits cytotoxiques.

Les lymphocytes CD4+ naïfs helpers peuvent se différencier à leur tour pour as-

surer différentes fonctions : lymphocytes Th1, Th2, Th17. Les lymphocytes Th1

(sécrétant de l’interféron (IFN)-γ, de l’interleukine (IL)-2 et du tumor necrosis

factor (TNF)-β), Th2 (sécrétant les interleukines IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 et

IL-13) et Th17 (sécrétant l’interleukine 17) diffèrent par les chimiokines qu’ils pro-

duisent et donc par la réaction immunitaire qu’ils induisent, centrée plutôt sur la
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réponse cellulaire ou humorale [114]. Il existe également des lymphocytes T CD4

régulateurs (induced T regs ou iTregs), exprimant la protéine Foxp3 et impliqués

dans le contrôle de la réponse immunitaire [80].

Les lymphocytes Tγδ représentent une part variable des lymphocytes T chez

l’Homme et la souris, selon le stimulus antigénique en cours et l’organe auquel

on s’intéresse. On sait qu’ils ont un rôle dans la clairance du pathogène, la répara-

tion tissulaire, la surveillance tumorale et l’immunorégulation mais leurs fonctions

sont moins bien connues que celles des lymphocytes Tαβ, en premier lieu du fait

de leur moins grande fréquence qui rend leur étude plus difficile. Il a été montré

qu’ils ont un rôle dans la défense contre divers pathogènes d’intérêt pour le pou-

mon, dont Staphylococcus aureus et Mycobacterium tuberculosis [150].

Les cellules NKT sont des cellules NK exprimant également un récepteur des lym-

phocytes T (TCR), dont les fonctions sont à la frontière entre immunité innée et

acquise car ils peuvent être activés par des voies dépendantes ou indépendantes de

l’antigène, mais sont également capables de produire des cytokines de type Th1

ou Th2 [63].

Le recrutement des lymphocytes peut se faire par deux grands mécanismes :

— un contact direct avec les cellules présentatrices d’antigènes (CPA), qui

sont les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B eux-

mêmes. Elles ont pour fonctions principales la capture de l’antigène et sa

présentation aux lymphocytes B et T, la maturation cellulaire et l’activation

des lymphocytes. Après endocytose médiée par le clathrine, phagocytose

ou pinocytose, l’antigène est présenté conjointement avec des éléments du

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I ou II [2, 113]. Les

CPA présentent également à leur surface des molécules de costimulation

participant à l’activation des lymphocytes. Les neutrophiles participent au

recrutement des CPA en libérant des ROS (reactive oxygen species), les
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contenus de leurs granules de phagocytose et des chimiokines ; ils peuvent

ainsi participer au recrutement et à la différentiation des lymphocytes mais

ne possèdent pas stricto sensu les caractéristiques des CPA, notamment la

capacité à présenter l’antigène accompagné du CMH [131].

— par le biais de chimiokines attirant les lymphocytes, sécrétées par les CPA

et les cellules épithéliales, et du système du complément (cf. supra).

Dans le cas d’une infection aiguë, l’immunité adaptative est mise en jeu après l’im-

munité innée, notamment grâce au recrutement des cellules de l’immunité acquise

par les cellules de l’immunité innée, dont les cellules dendritiques ; dans le cas

d’une infection chronique, la part respective de l’immunité innée et de l’immunité

adaptative est moins bien connue et il est probable qu’elles coexistent.

1.1.2 Rôle de l’épithélium respiratoire dans l’immunité

L’épithélium respiratoire tapisse les voies aériennes dans leur ensemble. Celles-

ci, à partir des bronches, présentent des divisions régulières sous forme de bronches

puis de bronchioles et d’alvéoles. La division bronchique se fait de façon dichoto-

mique chez l’Homme (chaque bronche se divise en deux) et de façon monopodale

chez la souris (une grosse bronche donne naissance à plusieurs plus petites) et il

existe quelques différences de composition de l’arbre bronchique entre ces deux

espèces, notamment du fait de la présence de cartilage uniquement dans la trachée

et les bronches lobaires et de l’absence quasi complète de bronchioles terminales

chez la souris [57]. Chez ces deux espèces toutefois, l’arbre bronchique est recouvert

d’un épithélium composé de plusieurs types cellulaires, essentiellement des cellules

ciliées et des cellules mucosécrétantes. L’épithélium respiratoire constitue une des

premières lignes de défense de l’organisme. Ceci passe d’une part par une barrière

physique, grâce au mucus sécrété par les cellules épithéliales et aux mouvements

de l’épithélium cilié (clairance mucociliaire), d’autre part par la synthèse de molé-
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Figure 1.1 – Schéma synthétique du système immunitaire. D’après [70].
L’immunité innée y est représentée par les cellules épithéliales, les cellules NKT,
les macrophages, les polynucléaires (non représentés ici) et la flore bactérienne
commensale. Les cellules dendritiques, à la frontière entre immunité innée et adap-
tative, sont activées directement par les PAMPs et par les cellules de l’immunité
innée ; elles présentent l’antigène aux cellules de l’immunité adaptative qui, une fois
activées, se différencient en cellules effectrices (cellules B, cellules T CD4+ Th1 et
Th2, cellules T CD8+) et en cellules T et B régulatrices exerçant un rétrocontrôle
sur les différentes cellules immunitaires.
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cules antimicrobiennes et l’expression de PRRs (cf. figure 1.2).

Les cellules épithéliales sécrètent des molécules appartenant à différentes classes :

enzymes, peptides perméabilisants, opsonines, inhibiteurs de protéases, petites mo-

lécules toxiques et macromolécules liant et neutralisant les pathogènes potentiels.

Il s’agit essentiellement des défensines, de la lactoferrine, du lysozyme, des collec-

tines, des pentraxines, de l’IL-37, du secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI),

du serum amyloid A (SAA)) [66]. Parmi les PRRs, on compte la famille des Toll-like

Receptors (TLR) qui comprend à l’heure actuelle 13 récepteurs (cf. tableau 1.1).

Les TLR sont des glycoprotéines membranaires et peuvent être situés directement

à la membrane cellulaire ou dans des vésicules intracytoplasmiques selon le PAMP

qu’ils reconnaissent. Ce sont des récepteurs transmembranaires de type I compor-

tant 3 éléments : un domaine N-terminal extracellulaire contenant des "leucine rich

repeats" (LLRs) permettant la reconnaissance du ligand ; une région transmembra-

naire ; un domaine C-terminal globulaire TIR (Toll/interleukine-1 receptor, ainsi

nommé du fait de la grande homologie entre ces deux récepteurs), permettant

la signalisation. Les cellules épithéliales expriment essentiellement les TLR2-6 et

peuvent donc reconnaître différents pathogènes viraux et bactériens [66]. Les cel-

lules épithéliales respiratoires sécrètent également des chimiokines dont le B cell-

activating factor (BAFF), CXCL9, CXCL10, CCL17, CCL20 et CCL22 et peuvent

donc induire la migration des cellules B et T de type Th1 et Th2 [66]. La synthèse

épithéliale de CCL20 peut être induite par une grande variété de stimuli, comme

le Tumor Necrosis Factor (TNF)-alpha, les interleukines (IL)1, IL4, IL13 et IL17

et certains PAMPS dont le dsRNA et le peptidoglycane. L’épithélium respiratoire

peut également exprimer des PRRs n’appartenant pas à la famille des TLR, no-

tamment les scavenger receptors, les Retinoic acid–inducible gene-I (RIG-I)-like

receptors (RLRs), les C-type lectin receptors (CLRs) et les Nucleotide binding

oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRs) [143].
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Pathogen

Figure 1.2 – Expression de PRRs par l’épithélium respiratoire.En pré-
sence d’un pathogène, des PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) sont
reconnus par les pattern recognition receptors (PRRs) exprimés par l’épithélium,
qui sont les récepteurs TLR, NOD, PAR et les lectines de type C. La liaison aux
PRRs engendre des cascades de signalisation conduisant au recrutement des cel-
lules immunitaires et à la sécrétions d’oxydants et d’espèces réactives de l’oxygène
(ROS). D’après [75].

Le récepteur à l’epidermal growth factor (EGFR) est exprimé par l’épithélium

respiratoire. Ce récepteur est impliqué dans la réponse immunitaire innée à divers

stimuli, dont le virus respiratoire syncitial, le lipopolysaccharide (LPS), certaines

protéines de S. aureus. Cela passe par la liaison à des PRRs comme le récepteur

TLR4, qui peut activer le récepteur à l’EGF et induire la production de mucines,

la réparation épithéliale et la synthèse d’interleukine 8 conduisant au recrutement

de neutrophiles [18]. Il a par ailleurs été montré que la phosphorylation de l’EGFR

peut être induite par l’activation des récepteurs TLR2, TLR4 et TLR6. L’activa-

tion de la voie EGFR peut, en retour, induire la sécrétion de certaines chimiokines,

dont CCL20, qui à son tour favorise la phosphorylation de l’EGFR [69].
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L’EGFR appartient à la famille ErbB, formée de 4 récepteurs : EGFR (également

appelé ErbB1 et human epidermal growth factor receptor (HER)1), ErbB2/Neu

(ou HER2), ErbB3 (ou HER3) et ErbB4 (ou HER4) [18]. La liaison des ligands

aux récepteurs ErbB induit une homo- ou une hétérodimérisation et une acti-

vation du domaine tyrosine kinase intrinsèque (cf. figure 1.3). Cette activation

entraîne une phosphorylation de certains résidus du récepteur et déclenche la cas-

cade signalétique intracellulaire selon deux voies : la voie Ras-Raf-MEK-ERK et la

voie phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-AKT. Parmi les stimuli d’intérêt dans

les bronchopathies chroniques et pouvant induire une activation de l’EGFR, on

compte des stimuli infectieux bactériens, viraux et fongiques, mais également non

infectieux (nicotine, fumée de cigarette) [82].

L’ensemble de ces données laisse présager un rôle pour l’épithélium dans la réponse

immunitaire innée et adaptative via diverses voies de signalisation, dont la voie de

l’EGFR.

Table 1.1 – Récepteurs TLRs exprimés par l’épithélium respiratoire.
D’après [27]. La liste des ligands n’est pas exhaustive ; MP : membrane plasma-
tique ; PGN : peptidoglycane ; dsRNA : ARN double brin ; LPS : lipopolysaccha-
ride.

TLR Espèce Localisation Ligands microbiens
TLR2 Homme/souris MP PGN, zymosan, acide lipoteichoïque
TLR3 Homme/souris Endolysosome dsRNA viral
TLR4 Homme/souris MP/endolysosome LPS
TLR5 Homme/souris MP flagelline
TLR6 Homme/souris MP zymosan, acide lipoteichoïque

1.1.3 Généralités sur les follicules lymphoïdes

La réponse immunitaire adaptative est initiée dans les organes lymphoïdes se-

condaires comme la rate et les ganglions. Le rôle de ces organes lymphoïdes se-
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Figure 1.3 – Voie de signalisation de l’EGFR. La liaison des ligands in-
duit une homodimérisation (jaune) ou une hétérodimérisation (jaune et bleu) des
récepteurs ErbB ; deux grandes voies de signalisation cohabitent : la voie Ras-
Raf-MEK-ERK et la voie phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)-AKT. ERK, ex-
tracellular signal-regulated kinase ; GRB2, growth factor receptor-bound protein
2 ; mTOR, mammalian target of rapamycin ; SOS, son of sevenless. D’après [67].
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condaires est de favoriser l’interaction entre les cellules présentatrices d’antigènes

et les lymphocytes afin d’induire une expansion clonale des lymphocytes B et T

qui seront ensuite recrutés sur des sites spécifiques pour y exercer leurs fonctions.

Le développement des organes lymphoïdes secondaires a lieu de manière contrôlée

et à des localisations précises durant l’embryogenèse [85]. Au cours de la vie, lors

d’une stimulation antigénique, des formations lymphoïdes ectopiques peuvent se

développer au sein même du poumon [3]. Ce phénomène est appelé néogenèse lym-

phoïde. Les structures ainsi créées sont dénommées follicules lymphoïdes (terme

que nous utiliserons par la suite) ou iBALT (inducible bronchus-associated lym-

phoid tissue) du fait de leur caractère inductible.

Les follicules lymphoïdes sont absents du poumon humain et murin normal [100].

Leur formation résulte d’un processus dynamique. Les mécanismes de formation de

ces organes lymphoïdes tertiaires pourraient se rapprocher pour partie de ceux né-

cessaires à la formation des organes lymphoïdes secondaires (rate, plaques de Peyer,

ganglions, amygdales). Celle-ci implique une interaction entre des lymphocytes spé-

cifiques, les « lymphocytes T inducer » (LTi, cellules CD45+CD4+CD3- dérivées

des progéniteurs hématopoïétiques du foie), et les cellules stromales, à l’origine de

la sécrétion des chimiokines homéostatiques CXCL12, CXCL13, CCL19, CCL21

qui vont permettre le recrutement et l’organisation des lymphocytes en follicules

(cf. infra) [38, 85, 94]. Une différence notable entre les organes lymphoïdes secon-

daires et tertiaires est toutefois la possibilité d’obtenir des organes lymphoïdes

tertiaires matures en l’absence de lymphotoxines, notamment en réponse à l’expo-

sition à la fumée de cigarette ou au virus grippal [28,92]. Les lymphotoxines alpha

et bêta sont des cytokines de la famille du Tumor Necrosis Factor (TNF) qui sont

sécrétées par les lymphocytes T et se lient à la surface des cellules à leur récep-

teur (Lymphotoxin Beta Receptor ou LTBR) sous forme d’hétérotrimère LTα1β2.

La présence de ces protéines est indispensable à la formation et au maintien des
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organes lymphoïdes secondaires [108].

Lorsqu’ils sont présents, les follicules lymphoïdes sont situés au sein d’un réseau

de cellules stromales et présentent plusieurs caractéristiques témoignant de leur

caractère fonctionnel [107](cf. figure 1.4) :

— des zones de lymphocytes B et T séparées ; les clusters de lymphocytes B

sont constitués de lymphocytes B matures pouvant proliférer et présentent

des centres germinatifs, c’est-à-dire des zones fonctionnelles de production

d’anticorps et de commutation isotopique des immunoglobulines ; les lym-

phocytes B peuvent également se différencier en plasmocytes. Les clusters

de lymphocytes T sont souvent moins denses et peuvent contenir d’autres

cellules, notamment macrophages et cellules dendritiques ;

— la présence de vaisseaux spécialisés dénommés high endothelial venules

(HEV) dont la fonction est de permettre l’entrée des cellules immunitaires

naïves au sein du follicule. Ces vaisseaux contribuent par ailleurs à la for-

mation et la persistance du follicule en exprimant des récepteurs aux lym-

photoxines [116], des chimiokines comme CCL21 [111] et des molécules

d’adhésion, dont la peripheral lymph node addressin PNAd, qui permet

le recrutement de lymphocytes naïfs au sein du follicule ;

— la présence de cellules dendritiques folliculaires (FDC) au sein du follicule ;

ces FDC sécrètent la chimiokine attractante des lymphocytes B CXCL13.

Les cellules dendritiques sont impliquées dans la formation mais également

dans la persistance des follicules lymphoïdes. Ainsi, l’instillation intranasale

de virus Ankara induit des follicules lymphoïdes en 8 jours mais la déplétion

pulmonaire sélective des cellules dendritiques CD11b+CD11c+ entraîne une

nette réduction de la taille des follicules [45]. Après une infection par le

virus de la grippe, les cellules dendritiques pulmonaires CD11b+CD11c+

isolées sécrètent les chimiokines CXCL12, CXCL13, CCL19 et CCL21 et
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la lymphotoxine bêta même après la clairance du virus et il existe une

augmentation de l’ARNm de CXCL12, CXCL13, CCL19 et CCL21 dans

ces cellules dendritiques [41].

FDC
Zone B

Zone T

HEV

DC

Plasmocytes

Figure 1.4 – Représentation schématique d’un follicule lymphoïde. DC
= Cellule dendritique ; FDC = Cellule dendritique folliculaire ; HEV = High en-
dothelial venule. D’après [149].

Le rôle des follicules lymphoïdes n’est à l’heure actuelle pas connu. En effet,

il semble qu’ils participent à l’immunité anti-infectieuse mais il n’existe pas de

données sur leur rôle dans les pathologies non infectieuses ni sur leur potentiel

rôle néfaste dans l’aggravation des lésions pulmonaires ; ainsi, la présence de fol-

licules lymphoïdes chez les patients atteints de BPCO sévère pourrait contribuer

à l’inflammation chronique et donc à la destruction des voies respiratoires, pos-

siblement par l’induction de cellules immunitaires et d’anticorps autoréactifs en

réponse à l’exposition chronique à des fragments de cellules épithéliales et alvéo-

laires [50,149], ce d’autant qu’il existe des autoanticorps dans le sérum des patients

atteints de BPCO [101]. En revanche, l’induction préalable de follicules lymphoïdes

par l’administration d’une protéine non infectieuse (protein cage nanoparticle ou
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PCN) accélère la clairance de coronavirus ou de pneumovirus et améliore la survie

des souris [145]. De même, l’induction de follicules lymphoïdes par une stimulation

avec la bactérie E. coli permet une amélioration de la survie lors d’une stimula-

tion ultérieure par le virus grippal à dose subléthale [96]. Il pourrait s’agir d’un

rôle protecteur des follicules lymphoïdes, stimulant la réponse immunitaire locale

et diminuant la réponse systémique [149]. La figure 1.5 résume les hypothèses

concernant le rôle potentiel des follicules lymphoïdes pulmonaires.

Dans la suite de cette introduction, nous allons détailler les principaux stimuli

ayant démontré leur capacité à induire des follicules lymphoïdes et les principales

chimiokines mises en jeu dans la formation et le maintien de ces follicules.

Figure 1.5 – Possibles rôles des follicules lymphoïdes. LF= Follicules lym-
phoïdes ; DC = Cellule dendritique ; FDC = Cellule dendritique folliculaire ; HEV
= High endothelial venule. Issu de [149].
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1.2 Néogenèse lymphoïde dans les maladies res-

piratoires

L’existence de follicules lymphoïdes a été montrée dans plusieurs maladies res-

piratoires chroniques, mais avec des différences importantes entre ces maladies.

Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP)

L’HTAP idiopathique (anciennement dénommée HTAP primitive) est définie

par la survenue d’une hypertension pulmonaire en l’absence d’une affection asso-

ciée [90]. Il s’agit d’une maladie touchant les artères pulmonaires de petit calibre,

entraînant une augmentation progressive des résistances artérielles pulmonaires et

une défaillance ventriculaire droite. Histologiquement, l’artériopathie plexiforme,

lésion vasculaire caractéristique de l’HTAP, associe une hypertrophie de la média,

une fibrose de l’intima, des lésions plexiformes et des thromboses organisées et

recanalisées. 10 à 30 % des cas sont liés à la mutation du gène bmpr2. La dys-

pnée d’effort est le signe le plus souvent retrouvé, présent chez plus de 95% des

patients, d’apparition en règle générale progressive et souvent négligée, expliquant

le fréquent retard à la prise en charge (environ 2 ans entre le début des symptômes

et le diagnostic). Le cathétérisme droit est le seul examen permettant d’affirmer

le diagnostic d’HTAP, avec une pression artérielle pulmonaire (PAP) moyenne su-

périeure à 25 mmHg au repos ou supérieure à 30 mmHg à l’effort en l’absence

d’élévation de la PAP d’occlusion.

L’étude d’explants de patients atteints d’hypertension artérielle pulmonaire (n=21)

met en évidence la présence d’agrégats lymphoïdes en nombre significativement

augmenté par rapport aux patients contrôles (n=21) et aux patients atteints de

syndrome d’Eisenmenger (hypertension pulmonaire compliquant l’évolution de cer-

taines cardiopathies congénitales, n=5) [104]. Ces agrégats lymphoïdes sont situés
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autour des lésions de remodelage vasculaire caractéristiques de l’hypertension ar-

térielle pulmonaire (cf. figure 1.6) mais sont variables en taille et en composition,

avec des agrégats ne contenant que des lymphocytes et des agrégats correspondant

à des follicules lymphoïdes fonctionnels. Il existe par ailleurs significativement plus

de follicules lymphoïdes fonctionnels chez les patients non mutés pour bmpr2 com-

parativement aux patients mutés (n=7 dans chaque groupe).

A B C

Figure 1.6 – Follicules lymphoïdes dans l’hypertension artérielle pulmo-
naire idiopathique (HTAP). A) L’étude d’explants pulmonaires de patients
atteints d’HTAP montre la présence de follicules lymphoïdes (tête de flèche) au-
tour des lésions vasculaires (Ar, DV). B) La quantification des follicules montre
qu’ils sont quasi absents chez les sujets contrôles (gauche) et significativement plus
fréquents dans l’HTAP (IPAH, milieu) que dans le syndrome d’Eisenmenger (ES,
droite). C) Les patients mutés pour bmpr2 (gauche) présentent significativement
moins de follicules lymphoïdes que les patients non mutés (droite). D’après [104].

Fibrose pulmonaire idiopathique (FPI)

La FPI est une maladie chronique progressive et irréversible. il s’agit d’une

maladie sévère, dont la médiane de survie ne dépasse pas 3 ans. Elle représente,

en fréquence et gravité, la première des pneumopathies infiltrantes diffuses idiopa-

thiques [25] et débute en majorité entre 60 et 70 ans. La prévalence a été évaluée

aux Etats-Unis entre 14 et 28/100 000 personnes, ce qui correspondrait à un mi-

nimum de 9000 patients en France, et une incidence entre 6,8 et 8,8/100 000

par an, soit un minimum de 4400 nouveaux patients par an en France [25]. Le
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diagnostic est retenu soit sur un aspect scanographique typique, associé à l’ex-

clusion d’une autre cause de pneumopathie infiltrante diffuse, soit sur la présence

en anatomopathologie d’une pneumopathie interstitielle commune [25]. L’étude de

Marchal-Somme et coll. a porté sur des poumons de 12 patients atteints de fi-

brose pulmonaire idiopathique et a étudié deux types de spécimens : des explants

pulmonaires et des fragments de biopsies pulmonaires chirurgicales. Tous les pa-

tients inclus dans l’étude présentaient des lésions caractéristiques de FPI et un

trouble ventilatoire restrictif aux EFR, sans que la sévérité de l’atteinte fonction-

nelle ne soit précisée dans l’article. L’étude immunohistochimique des spécimens

retrouve des follicules lymphoïdes autour des lésions de fibrose alvéolaire, à proxi-

mité des vaisseaux pulmonaires [79]. Ces follicules présentent des zones B CD20+

et T CD3+ distinctes, des cellules dendritiques folliculaires CNA42+, mais peu

de centres germinatifs toutefois, ceux-ci ayant été marqués dans l’article par l’an-

tigène Ki67 (cf. figure 1.7). Ces résultats sont légèrement discordants avec ceux

de l’étude de 2006 de Rangel-Moreno, qui a porté sur des biopsies pulmonaires de

patients atteints de pneumopathie infiltrante diffuse d’étiologies variées. Au sein

du groupe de 7 patients présentant en histologie une pneumopathie intersitielle

commune, aucun n’avait de cellules dendritiques folliculaires (marquées par un an-

ticorps dirigé contre le CD21) et seuls 4 avaient des centres germinatifs au sein

des follicules lymphoïdes, mais ceux-ci avaient été marqués cette fois-ci par un

anticorps dirigé contre le PCNA [110].

Bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO)

La BPCO est une cause très importante de morbidité et de mortalité dans le

monde, puisqu’on estime qu’elle touche 65 millions de personnes et qu’elle devien-

dra la troisième cause de décès en 2030 [98]. La première cause en est le tabagisme

actif, mais il existe également des causes environnementales et professionnelles.

34



D E

Figure 1.7 – Follicules lymphoïdes dans la fibrose pulmonaire idiopa-
thique (FPI). A) L’étude d’explants pulmonaires de patients atteints d’HTAP
montre la présence d’agrégats de lymphocytes T CD3+ autour des vaisseaux (bv).
B)-E) Ces agrégats de lymphocytes T CD3+ (B) sont associés à des agrégats de
lymphocytes B CD20+ (C) situés dans des zones distinctes et à des cellules den-
dritiques folliculaires CNA42+ (D). Il existe un marquage faible pour le Ki67,
marqueur des centres germinatifs (E). D’après [79].

Elle se caractérise cliniquement par une dyspnée d’effort progressive, associée chez

certains patients à une bronchite chronique, avec une toux et une expectoration

persistantes. Elle peut à terme se compliquer d’insuffisance respiratoire chronique.

En parallèle de cette évolution chronique, les patients peuvent présenter des exacer-

bations de la maladie dont les facteurs déclenchants sont variés (infection virale ou

bactérienne, exposition à des irritants dont le tabac) qui contribuent à l’aggravation

de la pathologie. Les explorations fonctionnelles respiratoires (EFR) retrouvent un

trouble ventilatoire obstructif non ou incomplètement réversible ; la sévérité de la

maladie peut être déterminée entre autres par la classification GOLD, qui prend

en compte le VEMS (volume expiré maximal pendant la première seconde) et la

fréquence des exacerbations. Dans la BPCO, Pseudomonas aeruginosa n’est res-

ponsable que de 5 à 10% des exacerbations infectieuses mais ce taux est 6 fois

supérieur chez les patient les plus sévères (VEMS <50%) [88,95,127].
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Du fait de sa fréquence et de sa gravité, elle est responsable de coûts importants,

liés directement aux soins en état stable et en exacerbation, aux hospitalisations,

mais également à l’arrêt, temporaire ou permanent, de l’activité professionnelle.

En France, la BPCO représente la deuxième indication de transplantation pulmo-

naire [1].

La BPCO se caractérise par une obstruction progressive et permanente des voies

aériennes liée à un remodelage des voies aériennes distales et du parenchyme pul-

monaire (emphysème). La plupart des cellules inflammatoires ont été retrouvées

en excès dans les voies aériennes des patients atteints de BPCO (lymphocytes T

CD4+, CD8+, B, cellules dendritiques, polynucléaires neutrophiles et éosinophiles,

et mastocytes) et une réponse inflammatoire persistante et exagérée est supposée

être impliquée dans le remodelage (cf figure 1.8) [81].

L’étude de biopsies bronchiques ou de pièces de résection chirurgicale de pa-

tients fumeurs montre significativement plus de lymphocytes T CD8+ chez les

patients présentant une BPCO par rapport aux patients fumeurs sans obstruc-

tion bronchique ou aux patients non fumeurs, et cette infiltration est inversement

corrélée au VEMS, y compris chez les patients ayant une obstruction bronchique

modérée [99,117,118].

Plusieurs études font état de la présence d’agrégats lymphoïdes dans la BPCO

[50,139]. L’étude de Hogg et coll a porté sur des patients fumeurs présentant soit

une tumeur pulmonaire (spécimen obtenu lors de la chirurgie de résection) soit un

emphysème (patients inclus dans l’étude National Emphysema Treatment Trial

ou NETT) et a inclus uniquement des patients ayant une BPCO de stade GOLD

0 (VEMS normal) à 4. Sur les 159 patients, 25% étaient GOLD 0, 25% étaient

GOLD 1, 13% GOLD 2, 10% GOLD 3 et 27% GOLD 4 ; tous les patients de stade

GOLD 3 et 4 ont été inclus via l’étude NETT. Ces agrégats, constitués de zones
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Figure 1.8 – Mécanismes potentiels menant aux anomalies structurelles
des petites voies aériennes et alvéoles en réponse au tabac. EGFR, epi-
dermal growth factor receptor ; TGF-bêta, transforming growth factor ; TLR-4,
toll-like receptor-4 ; CTGF, connective tissue growth factor ; MMPs, matrix me-
talloproteinases. D’après [81]
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de lymphocytes B et T CD4+ et CD8+, ne sont présents que chez les patients

ayant une BPCO sévère (stade GOLD 3 ou 4) et sont situés sous l’épithélium

bronchique (cf. figure 1.9). Les auteurs font état de la présence de centres germi-

natifs au sein de la zone de lymphocyte B, sans toutefois que le marqueur utilisé

pour les mettre en évidence ne soit précisé dans l’article. La présence de follicules

lymphoïdes uniquement chez les patients ayant une BPCO sévère semblait confir-

mée par l’étude de Van Pottelberge et coll., qui a comparé des sujets témoins non

fumeurs, fumeurs n’ayant pas de BPCO et fumeurs atteints de BPCO. Il exis-

tait des agrégats lymphocytaires constitués de zones séparées de lymphocytes B

et T, au sein desquels on trouvait également des cellules dendritiques plasmacy-

toïdes. Ces agrégats n’étaient toutefois présents en quantité significative que chez

les patients ayant une BPCO de stade GOLD 3 et 4, qui représentaient 19% des

patients de l’étude, contre 38% pour les patients GOLD 1 et 2. L’étude de Litsiou

et coll. a porté sur des patients atteints de BPCO de sévérité variable mais dont

la moitié environ étaient en stade GOLD 2 (BPCO modérée) ; les auteurs mettent

en évidence la présence de follicules lymphoïdes (définis dans l’étude uniquement

par des agrégats de lymphocytes B et T) également chez les patients ayant une

BPCO modérée, mais en nombre beaucoup plus faible. Ces follicules présentent

une expression intense de la chimiokine CXCL13 et de la lymphotoxine alpha. La

présence de follicules lymphoïdes chez les patients ayant une BPCO modérée est

confirmée par les données plus récentes de Polverino et coll. [106]. Cette étude a

comparé des sujets non fumeurs (n=5), fumeurs sans BPCO (n=5), et atteints de

BPCO (n=19, VEMS moyen dans l’étude à 45% de la valeur prédite) ; les follicules

lymphoïdes ont été définis par la présence de lymphocytes B et T (CD4+ et CD8+)

dans des zones séparées, de cellules dendritiques folliculaires, mais la présence de

centres germinatifs n’a pas été étudiée. Les auteurs mettent en évidence la présence

de follicules lymphoïdes chez l’ensemble des sujets de l’étude, mais en nombre plus
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important chez les patients ayant une BPCO que chez les sujets non fumeurs ou

fumeurs sans BPCO, au niveau du parenchyme, autour des parois vasculaires et

bronchiques. Les follicules lymphoïdes retrouvés chez les patients ayant une BPCO

présentent plus fréquemment des centres germinatifs, témoignant de leur caractère

fonctionnel, que les follicules observés chez les sujets n’ayant pas de BPCO (16%

des follicules dans la BPCO, versus 11% chez les sujets fumeurs sans BPCO et

0% chez les sujets non fumeurs). Chez les patients les plus sévères (GOLD 4),

les follicules lymphoïdes sont significativement plus importants en nombre et en

taille que chez les patients GOLD 1 ou 2 et il existe significativement plus de cel-

lules marquant le B-cell activating factor (BAFF, chimiokine des lymphocytes B)

au sein des follicules lymphoïdes chez les patients GOLD 4, tandis que chez les

patients GOLD 1 ou 2 on retrouve plus fréquemment des cellules apoptotiques.

Figure 1.9 – Agrégats lymphoïdes dans la bronchopneumopathie chro-
nique obstructive (BPCO). L’étude de poumons de patients atteints de BPCO
met en évidence la présence de centres germinatifs (A, marqueur non précisé par les
auteurs), au sein d’une zone de lymphocyte B CD20+ (B), et une zone de lympho-
cyte T CD4+ (C). L’étude histomorphométrique (D, histogrammes de gauche)
montre que ces agrégats ne sont présents que chez les patients les plus sévères
(stade GOLD 3 et 4). Issu de [50].

Asthme

L’asthme est une maladie bronchique chronique qui touche plus de 10 millions

de personnes de moins de 40 ans en Europe ; en France, 3,5 millions de personnes

présentent un asthme dont 1/3 d’enfants, ce qui en fait un véritable problème de
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santé publique. Il existe des prédispositions génétiques à l’asthme, souvent dans

un contexte d’atopie, mais ces facteurs génétiques n’expliquent pas à eux seuls la

survenue de l’ensemble des cas d’asthme. L’atopie est retrouvée chez 80% à 90%

des enfants et chez 30% à 50% des adultes asthmatiques. En l’absence de contrôle

approprié de l’asthme par les traitements, il existe un remodelage bronchique qui

peut être responsable à long terme d’une insuffisance respiratoire chronique. En-

viron 10% des patients ont un asthme sévère, non ou difficilement contrôlé par

le traitement. Les EFR retrouvent cette fois-ci un trouble ventilatoire obstructif

réversible.

Une série autopsique a comparé les agrégats lymphoïdes présents chez des patients

témoins, fumeurs, atteints d’asthme fatal ou non fatal [31]. Chez les patients asth-

matiques, il existe significativement plus d’agrégats lymphoïdes, situés sous l’épi-

thélium, et ces agrégats comprennent plus de structures vasculaires que chez les

sujets témoins et fumeurs ; ces agrégats prédominent dans les voies aériennes proxi-

males. Les auteurs n’ont toutefois pas caractérisé ces agrégats et il n’est donc pas

possible d’affirmer qu’il s’agit de follicules lymphoïdes fonctionnels.

Déficit immunitaire commun variable (DICV)

Une seule étude à ce jour a fait état de follicules lymphoïdes dans le DICV, un

groupe hétérogène de maladies caractérisées par une hypogammaglobulinémie de

cause inconnue avec déficit de production d’anticorps spécifiques après immunisa-

tion, provoquant des infections bactériennes récidivantes, en général par bactéries

encapsulées. La prévalence est estimée à 1/25 000 dans la population d’origine

européenne ; la plupart des cas sont sporadiques mais 20% environ seraient fa-

miliaux à transmission autosomique dominante (80%) ou autosomique récessive

(20%). Dans le DICV, les follicules semblent plus variables en composition, avec

une prédominance de cellules B ou T selon les patients ; ils sont également situés
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sous l’épithélium mais peuvent s’accompagner de pneumonie organisée réaction-

nelle [78].

Dysfonction chronique de greffon pulmonaire

Des follicules lymphoïdes ont été observés dans les explants de patients trans-

plantés pulmonaires présentant un rejet chronique [124]. Les prélèvements ont été

obtenus au moment de la retransplantation, avec des patients ayant donc probable-

ment une maladie sévère, même si les auteurs ne donnent pas d’information sur la

fonction respiratoire. Il faut souligner par ailleurs que la dysfonction chronique du

greffon est une pathologie hétérogène comportant des formes de type bronchiolite

oblitérante (Bronchiolitis Obliterans Syndrome ou BOS) et des formes de type res-

trictif (Restrictive Allograft Syndrome ou RAS). Ces follicules sont de répartition

diffuse dans le poumon, mais essentiellement péribronchovasculaire (46% des folli-

cules). Ils comprennent des zones de lymphocytes B et de lymphocytes T séparées,

avec des lymphocytes T mémoires effecteurs CD45RO+, des cellules dendritiques

folliculaires, des centres germinatifs et des HEV, et présentent donc les caracté-

ristiques de follicules lymphoïdes fonctionnels. Les auteurs ont également réalisé

des prélèvements successifs par biopsies transbronchiques chez des patients trans-

plantés et ont retrouvé l’apparition d’HEV au fil du temps, significativement plus

importante chez les patients développant une dysfonction chronique du greffon.

Ainsi, si des agrégats lymphoïdes ont été constatés dans plusieurs maladies respi-

ratoires, leur localisation est différente d’une maladie à l’autre et semble coïncider

avec le siège préférentiel de l’atteinte respiratoire correspondante (parenchyma-

teuse, vasculaire ou bronchique) et l’ensemble des caractères des follicules lym-

phoïdes fonctionnels n’a pas été systématiquement étudié dans toutes les études.
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Cela suggère un rôle et des mécanismes de formation différents d’une maladie à

l’autre.

1.3 Stimuli induisant une néogenèse lymphoïde

intrapulmonaire

Divers stimuli sont capables d’induire une néogenèse lymphoïde intrapulmo-

naire chez l’animal. On peut les classer en deux groupes : les stimuli non infectieux

et les stimuli infectieux.

1.3.1 Stimuli non infectieux induisant une néogenèse lym-

phoïde pulmonaire

Dans l’étude de Bracke et coll., des souris ont été exposées de façon répétée à la

fumée de cigarette selon un protocole standardisé : exposition de 10 animaux dans

une cage à la fumée de 5 cigarettes de référence, 4 fois par jour avec un intervalle

libre de 30 minutes entre chaque exposition, 5 jours par semaine. Cette exposition

pendant 24 semaines est suffisante pour induire une néogenèse lymphoïde chez la

souris [12]. Cette néogenèse est dépendante de la lymphotoxine alpha [28].

L’inhalation 5 jours sur 7, 7 heures par jour, de particules de diesel pendant 3

mois, à forte dose (3 mg/m3), induit la présence d’agrégats de lymphocytes B et

T, ces derniers étant situés à la périphérie des agrégats de lymphocytes B [48]. Il

n’y a pas eu dans cette étude de recherche de cellules dendritiques folliculaires ou

de centres germinatifs, en revanche les agrégats sont constatés chez deux souches

de souris différentes (Balb/c et C57BL/6 ). Cela s’accompagne d’une augmenta-

tion de la quantité d’ARNm des cytokines TNF-α, IL-12p40, IL-4 et IL-10 dans le

poumon total. L’exposition à de plus faibles concentrations de particules n’induit
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pas la formation de ces agrégats lymphoïdes.

Dans l’étude de Baay-Gunzman et coll., la néogenèse lymphoïde a été étudiée dans

un modèle d’asthme induit par l’ovalbumine chez la souris Balb/c. Ce modèle com-

porte deux phases expérimentales : une sensibilisation préalable par injection in-

trapéritonéale d’ovalbumine associée à de l’aluminium à J1 et J5, puis une semaine

plus tard (J12) une phase de stimulation antigénique ("challenge") par instillation

intratrachéale d’ovalbumine, répétée à J22. Chez les animaux sacrifiés à J26, il

existe des agrégats lymphoïdes, situés sous l’épithélium bronchique et exprimant

la chimiokine CXCL13 [7].

Une étude de 2013 ayant utilisé des souris C57BL/6 atteintes d’arthrite autoim-

mune a montré l’existence chez ces souris de follicules lymphoïdes [128]. Ce modèle

repose sur un croisement entre des souris K/BxN et des souris disposant d’une mu-

tation activatrice (knock-in) d’un récepteur BCR de haute affinité pour glucose-

6–phosphate isomerase (GPI), une enzyme impliquée dans la glycolyse. L’expres-

sion d’un transgène KRN T-cell receptor (TCR), qui reconnaît un auto-allèle de

la GPI présenté par le CMH de classe II, active les cellules T et B et conduit au

développement d’une arthrite spontanée associée à des lésions pulmonaires. Ces

lésions pulmonaires sont constituées d’agrégats de lymphocytes B et T en zones

distinctes et contiennent des centres germinatifs. Elles ne sont pas présentes chez

les souris K/BxN ou les souris ayant la mutation activatrice du BCR seule, souli-

gnant la coopération nécessaire entre lymphocytes B et T pour la formation des

follicules lymphoïdes. De façon intéressante, ces souris sont protégées de la fibrose

pulmonaire induite par l’instillation intratrachéale de bléomycine. Cela rejoint les

données de l’étude de Trujillo et coll., qui a mis en évidence une fibrose pulmonaire

moindre chez les souris déficientes pour CCR7 traitées avec de la bléomycine en

comparaison aux souris C57BL/6 sauvages, alors même que l’intensité du recrute-

ment des fibrocytes est identique à celle des souris sauvages ; les souris déficientes

43



présentent spontanément des follicules lymphoïdes fonctionnels autour des grosses

bronches et artères, mais ces follicules ne semblent pas augmenter en taille ou

nombre 21 jours après une exposition intratrachéale à la bléomycine, qui provoque

plutôt une inflammation endoalvéolaire, et sont associés à la présence intrapulmo-

naire précoce et prolongée de cellules T régulatrices Foxp3+ [71,133]. Cette étude

a été réalisée avec un modèle de fibrose pulmonaire à la bléomycine dans lequel

les animaux reçoivent une instillation intratrachéale unique de bléomycine et sont

sacrifiés à différents temps entre J3 et J21 après l’instillation.

Enfin, l’étude du rejet chronique de transplantation orthotopique de trachée et de

poumon chez le rat Lewis montre l’existence de follicules lymphoïdes constitués de

zones de lymphocytes B et de zones de lymphocytes T contenant des HEV autour

des petites voies aériennes, 21 jours après la transplantation [123].

1.3.2 Stimuli infectieux induisant une néogenèse lymphoïde

pulmonaire

Parmi les stimuli infectieux, il faut distinguer les extraits d’agents microbiens

des agents microbiens entiers (inactivés ou vivants).

Extraits microbiens

Dans l’étude de Huvenne et coll., l’administration endonasale d’entérotoxine B

de S. aureus (0,5 µg tous les deux jours pendant 12 jours) permet d’obtenir chez la

souris une néogenèse lymphoïde en 4 semaines seulement lorsqu’elle est combinée

à une exposition à la fumée de cigarette (exposition à la fumée de 5 cigarettes de

référence 4 fois par jour, 5 jours par semaine), tandis que l’exposition à la fumée de

cigarette seule ne provoque l’apparition d’amas lymphoïdes peu denses qu’en cas
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d’exposition chronique (6 mois), sans zones B et T séparées [56]. Ainsi, l’adjonction

d’un stimulus bactérien pourrait être responsable d’une majoration de l’inflamma-

tion induite par un stimulus non infectieux chez l’animal, sans pour autant que

les auteurs aient pu déterminer quels antigènes étaient en cause. Il n’y a toutefois

pas d’étude publiée à ce jour ayant utilisé du Staphylococcus aureus vivant chez

l’animal.

Dans l’étude de Vernooy et coll., l’administration intratrachéale bihebdomadaire

pendant 12 semaines de lipopolysaccharide (LPS), composant de la paroi des bac-

téries à Gram négatif (5 µg, dose correspondant à la dose délivrée au poumon par

25 cigarettes), induit l’apparition d’un infiltrat de lymphocytes B, T CD4+ et T

CD8+ atour des voies aériennes, mais sans organisation en zones distinctes, ne

permettant pas de parler de follicules lymphoïdes [141]. Cet infiltrat persiste néan-

moins au moins 8 semaines après la fin de l’exposition au LPS alors que l’infiltrat

alvéolaire de macrophages diminue après la fin de l’exposition. Rangel-Moreno et

coll. ont étudié les effets du LPS à différents stades de la vie chez la souris (5 ins-

tillations à raison d’une instillation tous les deux jours, par voie intranasale, à des

doses comprises entre 1 et 10 µg), et en combinaison avec un stimulus viral (virus

de la grippe) [109]. Le développement de follicules lymphoïdes organisés (zones B

et T séparées, présence de cellules dendritiques folliculaires) n’est observé qu’en cas

d’instillation préalable de LPS chez le nouveau-né associée à une infection unique

par le virus grippal à 6 semaines de vie ou à une nouvelle administration répétée

de LPS à 8 semaines de vie. Ces follicules s’observent 3 semaines après le dernier

stimulus par LPS ou l’infection par le virus de la grippe. L’administration endona-

sale de LPS seul chez la souris âgée de 6 semaines induit uniquement l’apparition

d’agrégats de lymphocytes sans organisation en follicules lymphoïdes ; de même,

l’administration répétée de LPS chez la souris plus âgée (au delà de 2 semaines de

vie) avant une infection par le virus grippal ne permet pas l’obtention de follicules
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lymphoïdes organisés. Les auteurs n’ont pas pratiqué d’infection par une bactérie

totale.

Agents microbiens entiers

Dans les études sur des modèles d’infection chronique à Pseudomonas aerugi-

nosa chez la souris C57BL/6, les colorations par l’hématoxyline/éosine montrent

la présence d’un infiltrat inflammatoire péribronchique après 14 jours d’infection

par une souche clinique mucoïde ou par la souche de laboratoire PAO1, mais il n’y

a pas eu à ce jour de caractérisation détaillée de cet infiltrat ; certaines souches de

Pseudomonas aeruginosa induisent plutôt une infection aiguë avec une mortalité

importante qu’une infection chronique, d’autres au contraire (souche BT dérivée

de la souche PA14) induisent uniquement une infection chronique avec une faible

mortalité. Ces études utilisent souvent des billes d’agarose de petite taille (100 à

200 µm chez la souris), et l’étude par immunohistochimie montre que 2 semaines

après une instillation unique de billes contenant du P. aeruginosa, les bactéries

persistent dans les billes situées dans les petites bronches, et dans les alvéoles sous

forme de macrocolonies [13].

Dans un modèle murin d’infection intranasale à Mycoplasma pulmonis (applica-

tion de 25 µL dans chaque narine d’une solution contenant 106 CFU), il existe

en 14 jours un développement de follicules lymphoïdes associé à un développe-

ment à proximité des vaisseaux et sous l’épithélium bronchique [10]. Mycoplasma

pulmonis, bactérie intrapulmonaire, n’est toutefois pas une espèce classiquement

pathogène chez l’Homme.

L’administration de Mycobacterium tuberculosis sous forme d’un aérosol unique

(100-200 CFU par animal) permet de créer une infection pulmonaire chronique se

prolongeant au moins pendant 120 jours. Dans l’étude de Kahnert et coll., l’analyse

immunohistochimique a permis de mettre en évidence des follicules lymphoïdes dès
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J42 post infection, contenant des zones B et T séparées et des cellules dendritiques

folliculaires [65] ; ces follicules persistent jusqu’à J120 après infection. Ces résul-

tats ont été confirmés par la suite par l’étude de Khader et coll., qui utilise la

même souche de M. tuberculosis (souche H37Rv), administrée par aérosol [68]. Ces

données expérimentales chez l’animal sont par ailleurs concordantes avec les obser-

vations anatomopathologiques d’Ulrichs et coll., qui avaient constaté la présence

d’amas évocateurs de follicules lymphoïdes autour de la nécrose caséeuse des gra-

nulomes tuberculeux sur des pièces de résection chirurgicales réalisées en raison

de lésions tuberculeuses extensives [136]. Ces amas étaient constitués de zones B

et T séparées et portaient l’antigène Ki67, faisant suspecter la présence de centres

germinatifs en leur sein.

Enfin, il a été montré qu’un stimulus viral unique (100 unités de virus grippal par

voie endonasale) induit en 7 jours la présence de follicules lymphoïdes matures

chez les animaux chimériques dépourvus d’organes lymphoïdes secondaires (rate,

ganglions et plaques de Peyer), tandis que les souris adultes de souche sauvage

infectées de la même façon présentent seulement des amas de lymphocytes B [93].

Notons que les animaux étaient maintenus sous antibiothérapie préventive par co-

trimoxazole dans l’étude. L’utilisation du poxvirus MVA (modified vaccinia virus

Ankara) permet l’obtention de follicules lymphoïdes fonctionnels après une infec-

tion unique (107 unités par animal, par voie endonasale), mais il existe également

dans les poumons des agrégats de lymphocytes ne présentant pas les caractéris-

tiques de follicules lymphoïdes (cellules B et T agrégées de façon diffuse) [37, 45].

Ce virus ne provoque pas de maladie respiratoire chez l’Homme et présente une

immunogénicité élevée.
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1.4 Principales chimiokines impliquées dans la

néogenèse lymphoïde pulmonaire

Les chimiokines sont des protéines chimiotactiques (c’est-à-dire capables de

provoquer la migration cellulaire), de bas poids moléculaire (8 à 10 kDa). Elles

sont classées, selon la répartition de leurs résidus cystéines en N-terminal, en 4

groupes : CXC, CC, C et CX3C-. Elles induisent une voie de signalisation intracel-

lulaire en se liant à leur récepteur correspondant. Leur rôle principal est le recru-

tement et l’activation des leucocytes, mais leurs récepteurs sont exprimés par de

nombreuses cellules non hématopoïétiques, au premier rang desquelles les cellules

tumorales [8]. Ces récepteurs se divisent en deux grands groupes : des récepteurs

transmembranaires couplés aux protéines G (dont CCR7, CXCR4 et CXCR5) et

des récepteurs non couplés aux protéines G (dépendants de l’arrestine).

Les chimiokines sont impliquées dans le développement et la persistance des folli-

cules. Les chimiokines CXCL12, CXCL13, IL17, CCL19 et CCL21 semblent impli-

quées de façon prédominante dans la néogenèse lymphoïde. Il existe toutefois des

différences selon le stimulus utilisé pour induire la néogenèse et il semble qu’aucune

d’entre elle ne soit indispensable [38].

1.4.1 Chimiokine CXCL13

CXCL13 est chimiotactique des lymphocytes B matures, qui expriment son

récepteur CXCR5. Le gène codant pour la protéine CXCL13 est situé sur le chro-

mosome humain 4 et sur le chromosome murin 5. Elle est exprimée de façon

constitutive dans les organes lymphoïdes secondaires (rate, ganglions et plaques

de Peyer) et sa présence est indispensable au développement embryonnaire de ces

organes [34]. Elle a été impliquée dans la formation et la persistance des follicules

lymphoïdes intrapulmonaires en réponse à divers stimuli.
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CXCL13 et fumée de cigarette

La relation entre l’exposition à la fumée de cigarette et l’expression de CXCL13

a été mise en évidence dans plusieurs études chez l’homme et l’animal.

Dans l’étude de Bracke et coll., il s’agissait de patients âgés en moyenne de plus

de 60 ans, à la fonction respiratoire plutôt préservée (VEMS >65% dans le groupe

BPCO) [12]. Les auteurs ont constaté une augmentation significative de l’expres-

sion de la protéine CXCL13 dans l’expectoration induite et de l’ARNm de CXCL13

dans les pièces de résection chirurgicale chez les patients ayant une BPCO, en com-

paraison avec les patients non fumeurs. Il existait une augmentation non signifi-

cative pour les patients fumeurs sans BPCO. Dans cette même étude, l’exposition

quasi-quotidienne (5 jours sur 7) de souris à la fumée de cigarette pendant 24

semaines était suffisante pour induire une néogenèse lymphoïde, et un traitement

prophylactique (avant exposition à la fumée) ou curatif (pendant l’exposition) par

anticorps anti CXCL13 permettait d’inhiber cette néogenèse. Ces résultats vont

dans le même sens que ceux de l’étude de Litsiou et coll., qui ont retrouvé des fol-

licules lymphoïdes sur des pièces de résection chirurgicale pulmonaire de patients

atteints de BPCO en majorité de classe GOLD I et II, avec une corrélation entre

la surface de follicules observée et la concentration en CXCL13 mesurée en ELISA

dans l’homogénat des pièces de résection. Ils sont discordants avec les travaux plus

anciens de Hogg et coll., qui ne retrouvaient de follicules lymphoïdes de façon si-

gnificative que chez les patients ayant une obstruction bronchique sévère (GOLD

III et IV).

Autres stimuli non infectieux

Chez les patients présentant une atteinte interstitielle pulmonaire de polyar-

thrite rhumatoïde, on retrouve des follicules lymphoïdes autour des vaisseaux et

des voies aériennes, mais également sous la plèvre [110] ; tous les agrégats lym-
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phoïdes ne comportent pas les caractéristiques de follicules lymphoïdes organisés

et fonctionnels dans cette étude. CXCL13 est exprimée au sein de ces follicules par

les cellules dendritiques folliculaires, mais également par des vaisseaux sanguins

situés en dehors du follicule. Aucun des patients inclus dans l’étude ne présentait

de dilatation de bronche en imagerie.

Dans l’hypertension artérielle pulmonaire, on constate la présence de follicules

lymphoïdes sur les explants pulmonaires de patients (cf. supra), associée à une

augmentation de l’expression de l’ARNm de CXCL13 et à une expression de la

protéine CXCL13 au sein des follicules, notamment par les cellules dendritiques

folliculaires [104].

Enfin, l’étude de Baay-Gunzman menée chez la souris, et utilisant le modèle d’ex-

position à l’ovalbumine détaillé plus haut, retrouvait une augmentation de l’expres-

sion de CXCL13 par rapport au groupe contrôle, avec une expression épithéliale,

endothéliale et au sein d’agrégats lymphoïdes évoquant des follicules lymphoïdes.

Le traitement des souris par anticorps anti CXCL13 permettait de prévenir l’ap-

parition de ces agrégats. En parallèle, les auteurs montraient que la protéine et

l’ARNm de CXCL13 étaient augmentés dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire

(LBA) de patients asthmatiques atopiques [7].

Stimuli infectieux

Dans l’étude de Kahnert et coll., l’infection par une dose unique de Mycobac-

terium tuberculosis chez la souris s’accompagne d’une néogenèse lymphoïde avec

une augmentation progressive de l’expression de l’ARNm CXCL13 et une expres-

sion de CXCL13 au sein des follicules (jusqu’à 120 jours post infection) [65] ;

dans cette étude, il n’existe toutefois pas de colocalisation stricte du marquage

pour CXCL13 avec celui des cellules dendritiques folliculaires. Cette expression

de CXCL13 semble être sous le contrôle de l’interleukine 23, car dans l’étude de
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Khader et coll., utilisant la même souche de Mycobacterium tuberculosis, les souris

knock-out pour IL23 perdent l’expression de CXCL13 [68].

Une étude récente chez l’animal (Fleige et coll.) a comparé deux stimuli infectieux :

l’un viral par le poxvirus MVA (modified vaccinia virus Ankara, application unique

intranasale) et l’autre bactérien, avec une souche clinique hypervirulente de Pseu-

domonas aeruginosa (PA14) inactivée par la chaleur (2 applications intranasales

à J0 et J6) [37]. Dans les deux cas, l’infection résultait en l’apparition de follicules

lymphoïdes pulmonaires, mais seul le virus induisait l’expression de CXCL13.

L’implication de CXCL13 dans la réponse antivirale n’est cependant pas parfai-

tement établie, car les souris déficientes pour CXCL13 (knock-out CXCL13) pré-

sentent des follicules lymphoïdes normaux en nombre et architecture en réponse à

une infection intranasale unique par le virus grippal [93, 111].

1.4.2 Chimiokine CXCL12

CXCL12 a pour récepteur principal CXCR4. Il a également été plus récemment

montré que CXCL12 peut se lier au récepteur CXCR7 [9], exprimé sur certains

lymphocytes B [54]. Le gène codant pour la protéine CXCL12 est situé sur le

chromosome humain 4 et sur le chromosome murin 5. CXCL12 est impliquée dans

l’adressage aux organes lymphoïdes secondaire des lymphocytes B tant pendant le

développement intra-utérin que chez l’adulte. Il existe un antagoniste de CXCR4,

le plerixafor (Mobizil), possédant une autorisation de mise sur le marché pour

la mobilisation des cellules souches hématopoïétiques avant autogreffe chez les

patients atteints d’hémopathie maligne. Un anticorps anti CXCL12 (NOX-A12)

est en cours d’étude chez l’Homme.
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Stimuli infectieux

L’étude de Fleige et coll. a permis de montrer que la voie CXCL13 n’était

pas la seule impliquée dans le recrutement des lymphocytes B au sein des follicules

lymphoïdes. Ainsi, l’infection par voie intranasale avec du Pseudomonas aeruginosa

(PA) souche 14 inactivé par la chaleur et l’infection par le virus MVA induisaient

toutes deux une néogenèse lymphoïde pulmonaire avec une expression de CXCL12

au sein des zones B des follicules lymphoïdes [37] ; dans le cas de l’infection à PA14,

cette néogenèse était fortement réduite chez les animaux traités par un anticorps

anti CXCL12. L’infection à PA14 n’induisait pas, comme nous l’avons vu plus

haut, l’expression CXCL13.

Stimuli non infectieux

Il a été montré que les patients présentant un rejet chronique de transplantation

pulmonaire présentaient sur les greffons explantés des follicules lymphoïdes associés

à une expression épithéliale et stromale de CXCL12 [124]. D’autre part, dans un

modèle murin de fibrose pulmonaire, une pathologie s’accompagnant de néogenèse

lymphoïde, il a été retrouvé une augmentation de CXCL12 dans le liquide de

LBA [132] ; dans l’étude de Perros et coll., contrairement à CXCL13 il n’existait pas

d’augmentation de l’ARNm de CXCL12 chez les patients atteints d’HTAP [104].

1.4.3 Interleukine 17

La famille de l’interleukine (IL) 17 comprend 6 membres (IL17-A à IL-17F).

L’IL-17A (souvent appelée IL-17) et l’IL-17F sont produites par les lymphocytes T-

helper (Th) 17. IL-17A et IL-17F se lient au récepteur hétérodimérique composé des

sous-unités IL17RA et IL17Rc, préférentiellement exprimé sur les fibroblastes et

les cellules épithéliales [44]. L’IL-17 augmente la production épithéliale de CXCL8
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chimiotactique pour les neutrophiles, et augmente la sensibilité des macrophages

aux pathogen-associated molecular pattern (PAMPs) [62,140].

Stimuli non infectieux

Dans les poumons de patients atteints de BPCO, il existe une expression d’IL-

17A et d’IL-17F par les lymphocytes, les macrophages et les neutrophiles. Dans

l’étude d’Eustace et coll., l’expression d’IL-17F était plus importante que celle

d’IL-17A en immunohistochimie dans les follicules lymphoïdes et l’épithélium [32].

Il s’agissait toutefois de patients peu sévères, avec un VEMS moyen supérieur à

60% . Chez la souris déficiente en IL17RA, l’exposition répétée à l’extrait de fumée

de cigarette administré par voie intratrachéale pendant 6 mois ne provoque pas

d’emphysème, contrairement aux souris sauvages [22].

Stimuli infectieux

L’infection de souris par une dose unique de virus grippal induit une néoge-

nèse lymphoïde associée à une augmentation de la production d’IL-17, sans qu’il

soit décrit dans cette étude s’il s’agit d’une cause ou conséquence de la néoge-

nèse lymphoïde [125]. Les données sur l’implication de l’IL-17 dans la néogenèse

lymphoïde sont par ailleurs discordantes. Ainsi, les souris déficientes pour IL-17A

présentent une réduction en taille et nombre des follicules lymphoïdes par rapport

aux souris sauvages en réponse à une administration répétée de LPS (tous les deux

jours pendant 10 jours par voie intranasale) [109]. Il existe toutefois probablement

d’autres voies nécessaires au développement des follicules lymphoïdes en réponse

à un stimulus bactérien car, dans la même étude, les souris déficientes pour le

récepteur RORγ présentent une néogenèse lymphoïde normale en réponse au LPS

alors que ces souris ont une production d’IL-17 par les cellules T CD4+αβ et Tγδ

très diminuée. En revanche, Fleige et coll. rapportent une néogenèse lymphoïde
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normale en réponse à une stimulation unique par le virus MVA chez les souris

double-déficientes pour IL-17A et IL-17F [36, 37] mais pas après une stimulation

répétée (J0 et J6, cf. supra) par du Pseudomonas aeruginosa inactivé par la cha-

leur. Dans le cas d’une stimulation par P. aeruginosa, à J12, les agrégats formés

chez les souris déficientes ne présentent pas de zones B et T séparées ni de cellules

dendritiques folliculaires, contrairement aux souris sauvages, et on ne peut donc

les qualifier de follicules lymphoïdes [37]. Ces différences pourraient être liées à

une orientation différente de la réponse immunitaire selon l’agent microbien en

cause (plutôt de type Th1 dans les infections virales versus de type Th17 dans les

infections bactériennes), ou à la production résiduelle d’IL17 par les lymphocytes

T chez les souris déficientes pour le récepteur RORγ [36, 109].

Dans l’étude de Gopal et coll., l’infection prolongée (au moins 60 jours) a été ob-

tenue par l’administration de Mycobacterium tuberculosis en aérosol unique (100

CFU) chez la souris [43]. Chez la souris déficiente pour IL17, la charge bacté-

rienne pulmonaire à J30 et J60 est identique à celle des souris sauvages au fil du

temps en cas d’utilisation d’une souche de laboratoire classique de M. tuberculosis

(H37Rv), mais significativement plus élevée à J30 et J60 en cas d’infection par

la souche hypervirulente HN878, qui induit une production d’IL-17 importante et

dépendante de TLR-2 et IL-1β. Les souris déficientes pour IL-17 ont une produc-

tion de CXCL13 et un nombre de follicules lymphoïdes diminués par rapport aux

souris sauvages en réponse à l’infection par la souche hypervirulente ; la surexpres-

sion pulmonaire d’IL-17 par administration intratrachéale d’un vecteur adénoviral

exprimant IL17 permet de diminuer la charge bactérienne pulmonaire au même

niveau que celui des souris sauvages, diminue l’infiltrat périvasculaire de lympho-

cytes T, augmente la surface des agrégats lymphoïdes B et augmente l’ARNm et

la protéine de CXCL13.
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1.4.4 Chimiokines CCL19 et CCL21

CCL19 et CCL21 ont pour récepteur CCR7, présent notamment sur les cellules

dendritiques folliculaires matures, les lymphocytes B et T naïfs. CCL19 est expri-

mée sur les vaisseaux lymphatiques au sein des zones T des follicules lymphoïdes ;

CCL21 est exprimée sur les cellules endothéliales et réticulaires, souvent en pé-

riphérie des follicules [93]. Elles ont été impliquées dans la néogenèse lymphoïde

extrapulmonaire et notamment le recrutement des lymphocytes B et l’organisation

des amas [76]. Les données sur la néogenèse lymphoïde intrapulmonaire sont moins

nombreuses.

Le récepteur CCR7 est exprimé à la surface des cellules T régulatrices Foxp3+ et

il a été montré que les souris déficientes pour CCR7 présentent spontanément des

follicules lymphoïdes pulmonaires dès 5 jours de vie en l’absence de tout stimu-

lus [71]. Le transfert adoptif de cellules T régulatrices sauvages permettait dans

cette étude de diminuer le nombre de follicules.

Stimuli non infectieux

Nous avons vu plus haut qu’il existe une néogenèse lymphoïde dans l’hyper-

tension artérielle pulmonaire [104]. Les auteurs retrouvent une augmentation de

l’expression de CCL19 et CCL21 en immunofluorescence mais, de même que pour

CXCL12, sans augmentation de l’ARNm correspondant. Le marquage observé est

essentiellement situé sur les vaisseaux lymphatiques et dans les zones T des folli-

cules.

Stimuli infectieux

Une étude de 2007 montre que la présence de CCL19 et CCL21 est indispen-

sable à la néogenèse lymphoïde induite par le virus grippal car les souris plt/plt,

qui sont déficientes pour ces deux chimiokines, présentent une nette réduction de
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la quantité d’agrégats de lymphocytes B, ces agrégats ne comprenant par ailleurs

pas de cellules dendritiques folliculaires [111]. Il n’y avait toutefois pas dans cette

étude d’inhibition sélective de CCL19 ou CCL21.

En résumé, les différents stimuli capables d’induire une néogenèse lymphoïde chez

l’animal sont associés à des expressions différentielles de chimiokines, ce qui sug-

gère des mécanismes de formation et d’homéostasie différents. La fumée de ciga-

rette et l’exposition à un allergène (ovalbumine) sont liées de façon prédominante à

CXCL13 ; dans les infections, le type d’agent microbien, sous réserve de l’utilisation

fréquente d’extraits pathogènes ou d’agents inactivés, semble pouvoir dépendre de

CXCL12 ou de CXCL13.

1.5 Mucoviscidose et dilatations de bronches

1.5.1 Dilatations de bronches non mucoviscidosiques

Les dilatations de bronches (DDB) non mucoviscidosiques sont définies par une

augmentation permanente et irréversible du calibre des bronches dont les fonctions

sont altérées, et sont caractérisées par une hypersécrétion bronchique (bronchor-

rhée), d’intensité variable. Elles représentent un groupe de maladie hétérogène, du

fait de la variété des étiologies retrouvées [103]. Les causes les plus fréquentes de

DDB sont les séquelles d’infections respiratoires sévères, virales, bactériennes ou

mycobactériennes (séquelles de rougeole, coqueluche ou tuberculose notamment).

Elles peuvent également être de cause génétique (dyskinésie ciliaire primitive),

liées à un déficit immunitaire primitif ou secondaire (Maladie de Bruton, déficit

immunitaire commun variable, hypogammaglobulinémie secondaire) ou à une ma-

ladie inflammatoire chronique (polyarthrite rhumatoïde, syndrome de Gougerot-

Sjögren...). Les manifestations respiratoires peuvent donc être isolées ou s’inscrire
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au sein des manifestations générales liées à la pathologie sous-jacente. Les ma-

nifestations inflammatoires au niveau pulmonaire peuvent être différentes selon

l’existence ou non d’une maladie inflammatoire [110].

1.5.2 Mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie génétique de transmission autosomique ré-

cessive. Elle est liée à l’atteinte du gène cftr (Cystic Fibrosis Transmembrane

conductance Regulator) situé sur le chromosome 7, qui code pour un canal chlo-

rure et bicarbonate régulé par l’AMP cyclique (AMPc) exprimé au pôle apical des

cellules épithéliales. Plus de 2000 mutations ont été identifiées à ce jour, dont la

plus fréquente (rencontrée chez près de 70 % des malades en France) est la muta-

tion F508del. Les différentes mutations sont regroupées en 6 classes, selon le défaut

qu’elles engendrent : absence totale (mutations de classe I) ou partielle (classe V)

de protéine, absence d’adressage à la membrane (classe II), protéine totalement

(classe III) ou partiellement (classe IV) non fonctionnelle, protéine instable (classe

VI) [5]. Sa prévalence est très variable selon les populations, et en France elle est

d’environ 1/4250 naissances. Cette fréquence relativement importante associée au

bénéfice d’une prise en charge précoce ont conduit à la mise en place d’un dépis-

tage néonatal systématique depuis 2002.

Le canal CFTR est impliqué dans la régulation du contenu hydrique du mucus

respiratoire. Sa dysfonction dans le cadre de la mucoviscidose se traduit par un

défaut de clairance mucociliaire lié à un mucus exagérément épais. Ce défaut de

clairance entraîne une infection bactérienne très précoce (dès les premiers jours

de vie) de l’arbre respiratoire conduisant progressivement à l’apparition des di-

latations de bronches, malgré des poumons normaux à la naissance. Il existe en

parallèle un important recrutement de cellules inflammatoires au sein des voies

aériennes (cf. infra). C’est cette atteinte respiratoire qui fait la gravité de la mala-
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die et est responsable du décès, par insuffisance respiratoire chronique dans la très

grande majorité des cas.

La prise en charge actuelle de l’atteinte respiratoire consiste d’une part à améliorer

la clairance du mucus par une kinésithérapie quotidienne voire pluriquotidienne, et

des aérosols fluidifiant les sécrétions, d’autre part à traiter précocement et agres-

sivement les infections bactériennes par des antibiothérapies itératives et adaptées

aux germes mis en évidence dans l’expectoration. De nouveaux traitements sont

par ailleurs commercialisés ou font l’objet de protocoles de recherche, qui per-

mettent de rétablir une activité partielle de la protéine CFTR chez les patients :

correcteurs, et potentiateurs de CFTR [5]. L’efficacité de ces traitements est dé-

pendante de la mutation en cause. Malgré une nette amélioration de l’état de santé

respiratoire de ces patients, avec une espérance de vie médiane à la naissance ac-

tuellement aux alentours de 40 ans [39,142], la prise en charge actuelle ne permet

pas d’éviter l’apparition des dilatations de bronches et du handicap respiratoire.

Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques menant

à la destruction progressive de l’arbre bronchique est nécessaire. De même que

dans la BPCO, il existe une inflammation importante et persistante au sein des

poumons des patients atteints de mucoviscidose, et un rôle de cette inflammation

est suspecté dans l’aggravation des lésions pulmonaires, mais il n’a pas été mis en

évidence de façon certaine à l’heure actuelle [52].

1.5.3 Importance de l’infection bactérienne dans ces pa-

thologies

Dans ces bronchopathies chroniques, l’infection bactérienne tient globalement

une place importante. Les bactéries mises en cause ne sont toutefois pas les mêmes

58



selon la pathologie et le stade évolutif de la maladie. Dans la mucoviscidose, les

données des registres nord-américain et français font état d’une prédominance dans

l’enfance de la colonisation à Staphylococcus aureus, avec plus de 70% des patients

colonisés à l’âge de 10 ans ; cette prévalence chute par la suite au profit d’une colo-

nisation de plus en plus fréquente à Pseudomonas aeruginosa, dont la prévalence

est de moins de 25% avant 10 ans mais dépasse les 50% à partir de 20 ans [39,142].

Ces données microbiologiques sont résumées dans la figure 1.10. Dans les DDB,

Pseudomonas aeruginosa et Haemophilus influenzae sont les pathogènes les plus

fréquents, atteignant environ 30% des patients [97].

Dans ces bronchopathies, l’infection chronique des voies aériennes par Pseudomo-

nas aeruginosa est associée à une morbidité (moins bonne fonction respiratoire et

plus grande consommation de soins) et une mortalité plus importantes [42,89].

Les raisons de la persistance de Pseudomonas aeruginosa dans les voies aériennes

des patients atteints de bronchopathie chronique sont mal comprises [23]. Dans

la mucoviscidose, la bactérie est retrouvée principalement sous forme de macro-

colonies situées au sein de bouchons de mucus bronchiques hypoxiques [147]. Il

existe par ailleurs des modifications phénotypiques et génotypiques permanentes

du Pseudomonas : l’étude des expectorations de patients atteints de mucoviscidose

au fil du temps a mis en évidence une hypermutabilité avec l’apparition successive

de clones de virulence adaptée, ainsi que l’existence de mécanismes d’échappement

du Pseudomonas au système immunitaire [11,14].

1.5.4 Mise en jeu de l’immunité dans ces bronchopathies

chroniques

Dans la mucoviscidose, les anomalies du mucus induites par la dysfonction de

CFTR favorisent la persistance de pathogènes dans l’arbre respiratoire par diminu-
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Figure 1.10 – Evolution de la colonisation bactérienne selon l’âge dans
la mucoviscidose. D’après les données du registre nord-américain de la mucovis-
cidose

tion de la clairance mucociliaire. De plus, la faible teneur en oxygène des bouchons

de mucus contenant des bactéries, les anomalies du pH liées à la dysfonction de

CFTR pourraient perturber la réponse immunitaire en inactivant certaines mo-

lécules de l’immunité innée et en induisant des voies de signalisation secondaires

à l’hypoxie [20]. La dysfonction de CFTR perturbe également la voie du NO et

la phagocytose de certaines bactéries in vitro (B. cepacia) [47]. Enfin, il existe de

façon précoce et prolongée un afflux de polynucléaires neutrophiles au sein des

bronches des patients atteints de mucoviscidose.

Il existe également de forts arguments pour impliquer l’immunité adaptative dans

la réponse à l’infection bactérienne chronique dans la mucoviscidose et les DDB

non mucoviscidosiques. Des constatations anatomopathologiques anciennes (1952)

font état de la présence de follicules autour de certaines lésions de dilatations de

bronches, alors considérées comme des bronchiolites folliculaires [144]. L’étude a

été réalisée sur 200 spécimens de résection chirurgicale de dilatations de bronches

(lobectomies ou pneumonectomies pour la grande majorité) issus de 196 patients.

Les spécimens étaient traités au bloc opératoire par instillation de formol dans

l’arbre bronchique sous contrôle de la vue (arrêt de l’instillation lorsque le niveau
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d’inflation pulmonaire semblait proche de celui observé lors de la ventilation). Les

régions les plus sévèrement et les moins sévèrement atteintes macroscopiquement

ont été étudiées. 74% des pièces provenaient du poumon gauche (68,5% dans le

lobe inférieur). L’auteur classe les DDB en trois types histologiques : folliculaires,

sacculaires (lésions à paroi fibreuse sans épithélium cilié) et atélectatiques (réduc-

tion de calibre plus ou moins marquée avec un épithélium plus ou moins respecté)

mais plus de la moitié des lésions ne rentrait dans aucune de ces catégories ("un-

classified bronchiectasis"). Les lésions de DDB folliculaire sont décrites comme un

excès de tissu lymphoïde situé dans la région sous-épithéliale des bronches et bron-

chioles, parfois compressives sur la lumière bronchique, et également autour des

alvéoles (cf. figure 1.11). Elles concernaient dans cette étude moins de la moitié

des patients et semblaient prédominer dans l’enfance et l’adolescence (aucun pa-

tient n’avait plus de 20 ans au moment de la chirurgie), et 50% des patients avaient

des symptômes depuis moins de 5 ans au moment de la chirurgie. L’ancienneté de

ces constatations ne permet toutefois pas d’affirmer avec certitude qu’il s’agis-

sait de follicules lymphoïdes matures tels que nous les avons définis plus haut, en

raison de l’absence d’identification des différentes populations de cellules immu-

nitaires constituant ces follicules. En revanche, une étude plus récente a montré

la présence de lymphocytes T dans les biopsies bronchiques de certains patients

adultes atteints de DDB non mucoviscidosiques [40]. Dans cette étude, la moitié

des patients recevaient des corticoïdes inhalés et le VEMS moyen était de 60%.

L’infiltration cellulaire était située dans la muqueuse bronchique mais il s’agissait

de biopsies obtenues en bronchoscopie, c’est-à-dire de prélèvements de petite taille

ne permettant pas l’étude fine des lésions sous-muqueuses. Il n’y avait pas d’infil-

trat lymphocytaire B significatif.

Dans la mucoviscidose, il n’existe pas de follicules lymphoïdes dans les poumons
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A B

L

Figure 1.11 – Dilatations de bronches folliculaires décrites par Whitwell
en 1952. A) On observe des agrégats de cellules sous l’épithélium bronchique (têtes
de flèches). B) Ces agrégats sont parfois compressifs sur la lumière bronchique (L).
Ces lésions concernent dans l’étude uniquement des patients de moins de 20 ans
et moins de la moitié des patients au total. Issu de [144]

de foetus décédés in utero de mucoviscidose [53]. Hubeau et coll. ont étudié l’infil-

trat inflammatoire pulmonaire chez des patients atteints de mucoviscidose et pré-

sentant une colonisation bronchique à Pseudomonas aeruginosa ou Burkholderia

cepacia, comparés à des sujets sains [52]. Ils retrouvent de façon significativement

plus élevée des agrégats de lymphocytes B sous-épithéliaux et une accumulation de

lymphocytes T sous et dans l’épithélium bronchique. Il s’agissait dans cette étude

d’explants pulmonaires obtenus lors de transplantation pulmonaire, avec des pa-

tients présentant un trouble ventilatoire obstructif sévère (VEMS entre 16 et 27%

de la valeur prédite) et les auteurs n’ont pas cherché à caractériser ces amas pour

déterminer s’il pouvait s’agir de follicules lymphoïdes fonctionnels tels que nous

les avons définis plus haut.

Ainsi, malgré les limites de ces études anatomopathologiques portant souvent sur

des malades sévères, l’ensemble de ces données suggère une mise en jeu de l’im-

munité adaptative dans les bronchopathies chroniques associées à une infection

bactérienne persistante ; le stimulus déclenchant et le rôle, protecteur ou néfaste à
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plus ou moins long terme, ne sont toutefois pas bien connus. Ils pourraient en effet

se développer en réponse à l’infection mais par la suite contribuer à l’aggravation

des lésions pulmonaires, en reconnaissant les produits de dégradation pulmonaire

présentés par le biais des cellules de l’immunité innée [16,149].

Il n’existe à ce jour pas de données publiées sur la néogenèse lymphoïde dans la mu-

coviscidose et les DDB non mucoviscidosiques. Des travaux menés au laboratoire

utilisant des explants pulmonaires de patients atteints de mucoviscidose d’une part,

et des pièces de résections chirurgicale de dilatations de bronches d’autre part, com-

parés à des pièces de résection chirurgicale de patients témoins (résection pour une

pathologie en général néoplasique), ont montré la présence de follicules lymphoïdes

péribronchiques dans la mucoviscidose et les DDB en nombre statistiquement plus

important que chez les patients témoins de l’étude (Marie-Noëlle Lothe-Cartier,

travail de Master 2). Ces follicules lymphoïdes présentaient les caractéristiques de

follicules lymphoïdes matures, comprenant des zones B et T séparées, de HEV et

des centres germinatifs. Ces données sont résumées dans la figure 1.12.
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Figure 1.12 – Néogenèse lymphoïde dans la mucoviscidose et les dilata-
tions de bronches. A : présence d’amas lymphoïdes B sous-épithéliaux chez
les patients atteints de DDB et mucoviscidose. B : follicules lymphoïdes ma-
tures associés à ces amas lymphoïdes comprenant des zones B (CD20+) et T
(CD3+) séparées, des cellules dendritiques folliculaires (FDC), des centres germi-
natifs (PCNA+) et des HEV (PNAd+). C : quantification histomorphométrique
des amas lymphoïdes B chez les patients témoins (carrés blancs), atteints de DDB
(carrés noirs, première colonne) et de mucoviscidose (carrés noirs, deuxième co-
lonne). B = bronche ; V = vaisseau ; DDB = dilatations de bronches ; NS : non
significatif
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1.6 Hypothèse de travail

La néogenèse lymphoïde est présente dans les poumons des patients atteints

de mucoviscidose et de DDB non mucoviscidosiques. Elle est en revanche absente

des poumons de foetus atteints de mucoviscidose, ce qui suggère que la néogenèse

lymphoïde n’est pas un mécanisme dépendant de CFTR. Nous avons vu plus haut

que l’infection bronchopulmonaire chronique était constante dans ces maladies et

précoce dans le cas de la mucoviscidose. Nous avons donc émis l’hypothèse que

l’infection bactérienne prolongée pouvait induire une néogenèse lymphoïde. Nous

avons utilisé un modèle animal d’infection bactérienne prolongée par instillation

intratrachéale de billes d’agarose contenant des bactéries, mis au point dans notre

laboratoire [83]. Notre choix s’est porté d’une part sur la bactérie Pseudomonas

aeruginosa (une bactérie à Gram négatif) et d’autre part sur la bactérie Staphy-

lococcus aureus (une bactérie à Gram positif), qui sont les pathogènes principaux

retrouvés chez les patients atteints de mucoviscidose [39, 142] ; Pseudomonas ae-

ruginosa est également très fréquent dans les DDB non mucoviscidosiques [97] et

la BPCO [127].
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Chapitre 2

Méthodes

2.1 Modèle d’infection bactérienne bronchique

chronique

2.1.1 Choix de la souche de Pseudomonas aeruginosa

La souche de Pseudomonas aeruginosa de sérotype O1 (PAO1) est une souche

de laboratoire non mucoïde. Il s’agit de la souche de laboratoire de référence, dont

le génome de 6,3 Mb a été complètement séquencé. Elle a déjà été utilisée avec

succès dans un modèle d’infection pulmonaire chronique chez le rat comme chez

la souris [15, 74]. Sa relevance clinique est également augmentée par sa capacité

à s’entourer de biofilms et sécréter de l’alginate dans ces mêmes études, ce qui

permet de se rapprocher du phénotype mucoïde observé chez les patients atteints

de mucoviscidose et de DDB.

2.1.2 Choix de la souche de Staphylococcus aureus

En l’absence de souche de laboratoire de S.aureus consensuelle en termes de

relevance clinique dans la mucoviscidose, nous avons choisi une souche de S.aureus
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sensible à la méticilline (SAMS) provenant des expectorations d’un patient muco-

viscidosique suivi au CRCM de l’hôpital Cochin et infecté depuis de plus de 10

ans à ce germe. Le choix du caractère sensible à la méticilline se justifie d’une

part sur un argument de fréquence : en Europe, la prévalence de SAMS chez les

patients mucoviscidosiques et atteints de DDB non mucoviscidosiques est nette-

ment supérieure à celle de SARM [137, 142]. D’autre part, le caractère résistant

à la méticilline chez S.aureus est dû à l’acquisition d’une cassette chromosomique

portant le gène mecA, lui-même codant pour une protéine liant la pénicilline [49].

L’acquisition de cette cassette a pour conséquence une résistance accrue aux anti-

biotiques entraînant des difficultés de prise en charge thérapeutique mais elle n’est

pas considérée comme un facteur de virulence à part entière. La présence de cette

cassette dans le génome de S.aureus ne modifie donc pas la pathogénicité de la

bactérie (si l’on compare 2 souches ayant le même fond génétique) [102]. La per-

sistance de S.aureus dans l’arbre bronchique des patients résulte d’un processus

d’adaptation complexe de la bactérie en réponse au système immunitaire de l’hôte,

à la pression antibiotique et à la compétition inter-espèces en cas de colonisation

à plusieurs germes [102]. L’utilisation d’une souche issue de l’arbre respiratoire

d’un patient mucoviscidosique permet donc de développer notre modèle à partir

d’une bactérie possédant ces propriétés d’adaptation et de mimer ainsi l’infection

chronique humaine.

2.1.3 Choix de la souche de souris C57/BL6J

La complexité et la multiplicité des mécanismes mis en jeu lors de la réaction

immunitaire ne permettent pas de s’affranchir de l’utilisation d’animaux de labo-

ratoire par des études cellulaires seules. La possibilité de moduler l’expression de

certains gènes (souris transgéniques ou knock-out) est un avantage certain pour

étudier le rôle de cellules ou de molécules. Par ailleurs, les études antérieures ont
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montré que des souris de fonds génétiques différents avaient une sensibilité diffé-

rente à l’infection broncho-pulmonaire bactérienne. Ainsi les souris Balb/C sont

résistantes au développement d’une infection chronique alors que les souris C57bl/6

développent une infection broncho-pulmonaire se poursuivant plusieurs mois sans

surmortalité excessive contrairement à d’autres souches de souris (DBA2 notam-

ment) [91,130]. L’ensemble de ces éléments nous a incités à porter notre choix sur

la souche C57/BL6J.

2.1.4 Réisolement de la souche bactérienne

A partir d’une souche de Pseudomonas aeruginosa (PA) O1 ou de Staphylococ-

cus aureus conservée à -80˚C dans du glycérol, on ensemence à J-4 de l’instillation

sur un milieu de culture solide « Lysogeny Broth » (LB) sans ampicilline en boîte

de Pétri. La boîte de Pétri est ensuite placée pendant 24h à l’étuve à 37˚C. Cela

permet d’isoler une colonie unique qui servira à la fabrication des billes.

2.1.5 Culture bactérienne

La colonie de Pseudomonas aeruginosa sélectionnée est prélevée à l’aide d’une

anse à inoculer et ensemencée dans deux tubes stériles contenant 45 mL de mi-

lieu de culture Trypticase Soja (TS). Les tubes, incomplètement fermés afin de

maintenir l’aérobiose, sont placés à 37˚C sur plateau rotatif pendant 72h (pic de

sécrétion des facteurs de virulence du Pseudomonas [19]).

La souche de S.aureus est réisolée sur membrane d’agarose à partir de la souche

congelée puis pré-cultivé en milieu liquide dans du trypticone soy (TS) pendant

10 à 12 heures. A la fin de la pré-culture, la bactérie est cultivée pendant 15 à

18 heures dans du TS frais et le bouillon ainsi obtenu est concentré afin d’obtenir
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environ 1010 CFU/ml.

Les bactéries sont utilisées dans l’heure pour la préparation des billes.

2.1.6 Quantification sur les cultures bactériennes

Après 72h de culture, le bouillon de culture est homogénéisé et 100 µL sont

prélevés pour la quantification. Après dilutions successives au 100e dans du sé-

rum physiologique stérile, un étalement est réalisé sur milieu de culture LB sans

ampicilline. La boîte est placée à 37˚C pendant 24h puis le nombre de colony

forming units (CFU) est compté et exprimé en CFU/mL de bouillon de culture.

Nos cultures de bactéries en milieu liquide contiennent environ 3,1.1010 CFU/mL.

2.1.7 Fabrication des billes d’agarose

Un modèle utilisant des bactéries enrobées dans des billes d’agarose, qui per-

mettent l’obtention d’une infection broncho-pulmonaire prolongée, a été développé

dans notre laboratoire à partir de modèles préexistants [138]. Pour la préparation

des billes d’agarose, nous nous sommes inspirés des techniques décrites par plu-

sieurs équipes dans la littérature [21, 91]. Ces modèles publiés utilisent toutefois

des billes d’agarose de petit calibre qui provoquent une infection essentiellement

pulmonaire (alvéolaire). La technique de fabrication a donc été adaptée à nos be-

soins quant à la taille et à la concentration des billes dans la solution d’instillation.

Le but est d’obtenir des billes d’une taille de 300 à 400 µm de diamètre afin qu’elles

se bloquent dans les bronches des souris et non dans les alvéoles [83]. L’utilisation

de billes d’agarose permet d’éviter la clairance bactérienne spontanée : après une

instillation unique de bactéries planctoniques, la souris meurt en général de sepsis

dans les premières 48 à 72 heures si la quantité de bactéries instillées est élevée,

mais survit avec une éradication bactérienne et une résolution complète de l’in-
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flammation en 72 heures si la quantité de bactéries instillées est plus faible [13].

Pour préparer les billes contenant du Pseudomonas aeruginosa, de l’huile minérale

(SIGMA 330760, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) est chauffée à

50˚C et mélangée à 8.5 mL d’agarose (SIGMA A7299 type XII, Sigma-Aldrich,

Saint-Quentin Fallavier, France) préalablement dissout au bain marie. A ce mé-

lange, on ajoute la souche de Pseudomonas aeruginosa (PA) O1 ou de Staphylo-

coccus aureus en suspension dans son milieu de culture (1 mL). Pour la fabrication

des billes d’agarose stériles ("billes contrôles"), on mélange 9.5 mL d’agarose dis-

sout avec l’huile minérale, tous les instruments en contact avec la solution ayant

été préalablement stérilisés. Pour les deux préparations, 0,5 mL d’encre de Chine

pure sont ajoutés afin de permettre la visualisation des billes sur les coupes histolo-

giques en microscopie optique. Les mélanges ainsi obtenus sont ensuite maintenus

à 50˚C et mélangés pendant 6 minutes, puis rapidement refroidis à 4˚C tout en

continuant de mélanger à la même vitesse pendant 20 minutes. La taille finale

des billes dépend de la vitesse de mélange et de la rapidité de refroidissement.

L’huile minérale dans laquelle les billes sont initialement en suspension est ensuite

progressivement remplacée par rinçage et centrifugation par une solution tampon

(sodium deoxycholate puis phosphate-buffered saline, PBS) stérile. Pour obtenir

des billes d’un calibre homogène, la solution de billes est tamisée au travers de

deux filtres avec des pores de 400 puis 300 µm. Les billes ayant une taille comprise

entre 300 et 400 µm sont conservées et remises en suspension dans du PBS stérile à

la concentration de 20%. Cette concentration de billes permet d’obtenir une solu-

tion d’une viscosité suffisamment faible pour réaliser une instillation satisfaisante,

avec peu ou pas de mortalité immédiate et un nombre de billes par poumon de

souris compris entre 10 et 30. Les billes d’agarose sont mises en culture de façon à

comptabiliser la quantité de bactéries instillées aux souris pour les billes contenant

des bactéries, et afin de vérifier leur stérilité pour les billes contrôles (cf. infra). La
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figure 2.1 représente des billes de 300 à 400 µm photographiées en microscopie

optique. Les intérêts principaux de ce modèle sont d’utiliser une instillation unique,

non traumatique, permettant le suivi au fil du temps de la réaction immunitaire.

Ce modèle présente également une valeur localisatrice car les billes, grâce à l’encre

de chine, peuvent être visualisées macroscopiquement et microscopiquement dans

les poumons.

Figure 2.1 – Billes calibrées entre 300 et 400 µm photographiées en
microscopie optique.

2.1.8 Inoculum bactérien

Notre objectif est de limiter la quantité de l’inoculum bactérien pour ne pas

provoquer une surmortalité précoce des souris. Il faut cependant avoir un inocu-

lum suffisant pour provoquer une infection chronique. L’analyse de la littérature

montre que les modèles de pneumonie utilisent généralement un inoculum bacté-

rien de l’ordre de 107 à 109 CFU/animal, suggérant qu’un inoculum plus faible

(106 CFU/animal) est plus adapté à la création d’un modèle d’infection chro-

nique [13]. Nos cultures de Pseudomonas aeruginosa en milieu liquide contiennent
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environ 3,1.1010 CFU/mL ; les solutions de billes d’agarose contenant du Pseudo-

monas aeruginosa contiennent en moyenne 6, 8.107 CFU/mL, correspondant à une

instillation de 1, 1.106 CFU par souris en moyenne (pour 150 microlitres de solu-

tion de billes à 20%). Nos billes contenant du Staphylococcus aureus contiennent

en moyenne 1, 8.108 CFU/mL, correspondant à un inoculum de 1, 5.107 CFU par

souris en moyenne.

2.1.9 Quantification de l’inoculum bactérien théorique par

souris

Après fabrication de la solution de billes à 20%, 1 mL de la solution est prélevé

et homogénéisé au Turax™. Après dilutions sériées au sérum physiologique stérile,

les dilutions à 10−8 et 10−6 sont étalées sur milieu de culture LB sans ampicilline.

La boîte est placée à 37˚C pendant 24h puis le nombre de colony forming units

(CFU) de bactérie est compté et exprimé en CFU/150µL de solution de billes par

souris.

2.1.10 Vérification de la stérilité des billes contrôles

Après fabrication des billes d’agarose stériles, 1 mL de la solution est prélevé

et homogénéisé au Turax™ et étalé sur milieu de culture LB sans ampicilline. La

boîte est placée à 37˚C pendant 24h. L’absence de colonies bactériennes à 24h

montre la stérilité de la solution inoculée aux animaux.

2.1.11 Instillation

Les souris sont anesthésiées par injection intrapéritonéale d’un mélange de ké-

tamine (100 mg/kg d’une solution à 100 mg/mL) et xylazine (10 mg/kg d’une

solution à 20 mg/mL) au moyen d’une aiguille de 20 gauges, selon le protocole
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en vigueur dans notre animalerie. La souris anesthésiée est placée sur le dos, la

tête luxée par un contrepoids fixé au niveau des incisives supérieures. Une canule

à pointe arrondie est introduite à l’entrée de la trachée de façon non traumatique

et 150 µL d’une solution de billes d’agarose à 20% dans du PBS sont injectés

directement dans la trachée. La souris anesthésiée est observée attentivement, une

augmentation de sa fréquence respiratoire témoignant du succès de l’instillation

intratrachéale. La souris est ensuite placée dans une chambre contenant un air

enrichi en oxygène et surveillée jusqu’aux premiers signes de réveil (mouvements

spontanés). Les souris sont alors placées dans des cages propres sur des portoirs

ventilés à raison de 4 à 5 animaux par cage selon leur taille. Les animaux sont

observés quotidiennement. Avec ces conditions expérimentales, la mortalité pré-

maturée des souris est très faible (environ 3%) et la majorité des souris instillées

avec des billes contenant des bactéries développe une infection pulmonaire chro-

nique (authentifiée par la culture microbiologique des poumons de certaines souris

euthanasiées). Les souris instillées avec des billes d’agarose stériles n’ont pas d’in-

fection bactérienne.

2.1.12 Culture bactériologique des poumons de souris

Pour l’analyse bactériologique, les poumons sont extraits de la cage thoracique

en conditions stériles (cf. infra) puis homogénéisés au Turax™ dans 500 µL de

sérum physiologique. L’homogénat est mis en culture sur milieu de culture LB

sans ampicilline à différentes dilutions pour le décompte bactérien effectué 24h

plus tard.
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2.2 Traitements pharmacologiques administrés aux

animaux

2.2.1 Traitement par anticorps anti CXCL13 murin ou iso-

type contrôle

Nous avons choisi pour l’inhibition de CXCL13 un anticorps monoclonal afin

d’assurer une inhibition spécifique. La dose administrée à chaque injection est

identique à celle de l’étude de Bracke et coll. [12]. Dans cette étude, les animaux

étaient traités tous les 15 jours par anticorps selon un schéma prophylactique (dé-

but du traitement par anticorps au début de l’exposition à la fumée de cigarette)

ou curatif (début du traitement par anticorps après 13 semaines d’exposition à la

fumée de cigarette) ; nous avons décidé de traiter nos animaux à une seule reprise

selon le schéma prophylactique du fait de la rapidité d’apparition de nos follicules

(10 à 14 jours). Les anticorps lyophilisés sont reconstitués le jour même dans 200

µL de PBS sans calcium (SIGMA D8537, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,

France). Le traitement est administré par voie intrapéritonéale à J0, à raison de

500 µg d’anticorps monoclonal anti CXCL13 (R&D AF470) pour le groupe traité

ou 500 µg d’anticorps monoclonal de rat IgG2A isotype contrôle (R&D MAB006)

pour le groupe contrôle. L’instillation des billes infectées par PAO1 a lieu le même

jour (J0).

Les animaux sont pesés avant l’administration du traitement et marqués indivi-

duellement. Ils sont pesés à nouveau à J7 et J14 dans le cadre de la surveillance

clinique et sacrifiés après 14 jours d’infection.

75



2.2.2 Traitement par anticorps anti CXCL12 murin

Nous avons choisi pour l’inhibition de CXCL12 un anticorps monoclonal afin

d’assurer une inhibition spécifique. La dose administrée à chaque injection est iden-

tique à celle de l’étude de Fleige et coll., et le schéma d’administration (tous les

4 jours) a été adapté à partir de cette étude pour respecter le même intervalle

entre les injections [37]. Les anticorps lyophilisés sont reconstitués le jour même

dans 200 µL de PBS sans calcium (SIGMA D8537, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin

Fallavier, France). Le traitement est administré par voie intrapéritonéale à J1 (un

jour après instillation), J5 et J9 à raison de 250 µg d’anticorps monoclonal anti

CXCL12 (R&D MAB370).

Les animaux sont pesés avant l’administration du traitement et marqués indivi-

duellement. Ils sont pesés à nouveau à J5 et J10 dans le cadre de la surveillance

clinique et sacrifiés après 10 jours d’infection.

2.2.3 Traitement par gefitinib

Le gefitinib est un inhibiteur de la tyrosine kinase de l’EGFR, de la même

famille que l’erlotinib et l’afatinib. Il inhibe la phosphorylation de l’EGFR en en-

trant en compétition avec l’adénosine triphosphate (ATP) pour la liaison au site

catalytique de la tyrosine kinase de l’EGFR. Contrairement à l’afatinib, le gefiti-

nib et l’erlotinib, inhibiteurs de première génération, se fixent de façon réversible

à ce site ; de plus, l’afatinib inhibe l’ensemble des récepteurs de la famille ErbB,

c’est-à-dire EGFR, mais également HER2, HER3 et HER4 [105]. Cette absence

de sélectivité n’en faisait pas une molécule de choix pour notre étude. Ensuite, la

biodisponibilité du gefitinib chez l’Humain n’est pas modifiée par l’absorption de

nourriture, ce qui n’est pas le cas de l’erlotinib (biodisponibilité augmentée par

l’apport de nourriture) [105]. Enfin, le gefitinib a chez la souris une très bonne
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diffusion pulmonaire et une demie-vie plasmatique d’environ 3 heures, permettant

une seule administration par jour [84]. Notre choix s’est donc porté sur le gefitinib,

qui était un inhibiteur sélectif et efficace de l’EGFR ne nécessitant pas de mainte-

nir les animaux périodiquement à jeun. La figure 2.2 illustre la formule chimique

du gefitinib

Il existe des données pharmacologiques chez la souris permettant de fixer une dose

adaptée à l’animal : ainsi, si une dose de 20 mg/kg permet une inhibition par-

tielle de la phosphorylation de l’EGFR [46], il persiste une expression de la forme

phosphorylée de l’EGFR (phospho-EGFR) dans un modèle de souris stimulées à

l’ovalbumine et traitées à la dose journalière de 50 mg/kg [55]. En comparant les

concentrations sériques maximales chez l’homme et la souris, Harada et coll. ont

déterminé que la dose journalière standard utilisée en clinique humaine (250 mg/j

en une prise) correspondait à une dose située entre 20 et 90 mg/kg/j chez la souris.

Par ailleurs, la dose maximale tolérée par les animaux dans cette étude était de

200 mg/kg/j. L’ensemble de ces données nous a incités à utiliser une dose de gefi-

tinib proche des doses maximales tolérées (150 mg/kg/j) afin d’assurer un blocage

efficace de la phosphorylation de l’EGFR. Enfin, le gefitinib dispose d’une formu-

lation commerciale adaptée à l’expérimentation animale (Iressa Tocris Bioscience,

Lille, France), ce qui en fait une molécule de choix en termes de fiabilité des doses

administrées ; certaines études en effet sont réalisées avec des comprimés destinés

à l’usage humain écrasés, ce qui ne permet pas de garantir l’homogénéité des doses

d’un animal à l’autre.

Le gefitinib est reconstitué dans de l’hydroxypropyl-méthyl cellulose 0.5% (Santa

Cruz Sc-279197) reconstituée dans du polysorbate 80 0.1% (Santa Cruz Sc-255444).

La solution est par la suite aliquotée en quantité suffisante pour chaque jour de trai-

tement et conservée à -20˚C. Des aliquots de solvant seul sont réalisés et conservés

à -20˚C pour le traitement du groupe contrôle.
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Les animaux sont pesés avant la première administration de gefitinib et marqués

individuellement. Le traitement est administré par gavage oral de J-1 à J14 de l’ins-

tillation, à raison de 150 mg/kg/j de gefitinib en une prise. Les animaux sont pesés

à nouveau à J7 et J14 dans le cadre de la surveillance clinique. Le groupe contrôle

reçoit un volume égal de solvant seul selon les mêmes modalités. Les animaux sont

sacrifiés après 14 jours d’infection.
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Figure 2.2 – Formule chimique du gefitinib

2.3 Sacrifice des animaux

Les souris sont sacrifiées selon un protocole établi et conforme à la réglementa-

tion. Elles sont euthanasiées par l’injection intra-péritonéale d’une surdose d’anes-

thésiant (kétamine 200 mg/kg et xylazine 20 mg/kg d’une solution à 20 mg/mL).

Après le sacrifice, divers prélèvements sont réalisés :

— prélèvement des poumons : le sang est aspiré par ponction dans le ventricule

droit puis les gros vaisseaux sont sectionnés

— pour inclusion en paraffine : 1 mL de formaldéhyde 4% est injecté dans la

circulation droite. Les poumons sont ensuite prélevés et immédiatement

immergés dans le formaldéhyde 4% ;

— pour extraction d’ARN : 1 mL de PBS sans calcium est injecté dans la

circulation droite puis les poumons sont prélevés et rapidement immer-

gés dans l’azote liquide. Ils sont par la suite conservés à -80˚C ;
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— pour ELISA : les poumons sont recueillis dans 1,5 mL de tampon de

lyse (RIPA 1X (Cell Signaling ref 9806) 10 mL + 1 cp d’inhibiteur de

protéases et phosphatases sans EDTA (Thermo Scientific 88669))

— pour bactériologie : 1 mL de PBS sans calcium est injecté dans la circu-

lation droite puis les poumons sont prélevés et immergés dans du PBS

stérile. Ils sont par la suite conservés dans la glace.

— lavage bronchoalvéolaire : on met à nu la trachée en réalisant une incision

cervicale. La trachée est ouverte par une incision punctiforme et un cathéter

court pour perfusion périphérique de 20 Gauges est inséré. Le lavage est

réalisé en instillant et récupérant 2 mL de PBS sans calcium ± Sérum de

veau foetal en 4 fois. Les lavages sont conservés dans la glace.

2.4 Aspects éthiques

L’ensemble des procédures animales a été réalisé en conformité avec la régle-

mentation française et la directive européenne 2010/63/UE du 22 septembre 2010.

Le protocole expérimental a reçu un avis favorable du Comité d’Ethique Animale

de l’Université Paris Descartes (avis numéro CEEA34.PRB.135.12.)

2.5 Immunohistochimie

2.5.1 Inclusion en paraffine

Les poumons sont fixés par immersion dans une solution de formaldéhyde 4%

(Formalin SIGMA HT 501128-4L, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France)

pendant 48h puis déshydratés par des bains d’éthanol successifs de 15 minutes

à 30%, 50% et 70%. Par la suite, la bronche souche gauche est sectionnée aux

ciseaux pour séparer les deux poumons, puis les poumons sont placés dans des

79



cassettes d’inclusion (Histosette 2) et immergés pendant 12h dans l’éthanol 100%

puis pendant 4 heures dans le xylène.

Les poumons sont ensuite immergés pendant 4 heures dans la paraffine à 60˚C.

Ils sont disposés dans un moule en métal et la paraffine chaude est coulée dans

le moule à l’aide d’un appareil à inclusion (Leica EG1150H, Leica Microsystemes,

Nanterre, France). Les blocs sont démoulés lorsque la paraffine est solidifiée et

stockés à température ambiante jusqu’à la coupe.

2.5.2 Coupe au microtome

Des coupes de 5 µm sont réalisées à l’aide d’un microtome (Leica RM2145, Leica

Microsystemes, Nanterre, France) et disposées sur des lames en verre Superfrost.

Les lames sèchent à l’air libre pendant 24 heures puis sont stockées dans des boîtes.

2.5.3 Marquage des protéines d’intérêt

Les lames sont déparaffinées et réhydratées par des bains successifs de xylène

puis d’éthanol à degré décroissant. L’activité peroxydase endogène est bloquée par

immersion des lames dans un mélange de méthanol et de peroxyde d’hydrogène.

En cas de démasquage nécessaire de l’antigène à mettre en évidence, celui-ci est

réalisé par diverses méthodes :

— application d’une solution de protéase de Streptomyces griseus à 0.06%

(SIGMA P6911, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) pendant

5 à 30 minutes ;

— application d’une solution de saponine à 0.5% (SIGMA S4521, Sigma-Aldrich,

Saint-Quentin Fallavier, France) à 37˚C pendant 30 minutes ;

— immersion dans la solution de démasquage Target Retrieval Solution® de

Dako (Dako France, Les Ulis, France) à 95˚C pendant 40 minutes ;
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— immersion dans une solution de citrate à pH = 6 chauffée au four à micro-

ondes.

Après démasquage, les sites de fixation non spécifiques sont bloqués par applica-

tion d’une solution d’albumine bovine à 2% (SIGMA A3294, Sigma-Aldrich, Saint-

Quentin Fallavier, France) puis l’anticorps primaire est déposé à la concentration

appropriée ; les conditions de marquage sont récapitulées dans le tableau 2.1).

Après rinçage, l’anticorps primaire est remplacé par un anticorps secondaire bio-

tinylé adapté dilué au 1/200 puis la fixation est révélée par le système strepta-

vidine/peroxydase (Vector ABC Vectastain R.T.U. PK7100, Vector Laboratories,

Burlingame, USA). Les chromogènes utilisés sont le 3,3’-Diaminobenzidine tetra-

hydrochloride (SIGMA FAST DAB D0426, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Falla-

vier, France), marron, et le Vector VIP (SK-4600, Vector Laboratories, Burlin-

game, USA), violet. Les lames sont ensuite contre colorées à l’hématoxyline (Vec-

tor H-3401, Vector Laboratories, Burlingame, USA) ou au méthyl green (Vector

H-3402, Vector Laboratories, Burlingame, USA), déshydratées et montées de façon

permanente.

Table 2.1 – Liste des anticorps utilisés en immunohistochimie

Anticorps Référence Fournisseur Concentration Démasquage
CD20 sc-7735 Santa Cruz 1 : 250 Aucun
CD3 sc-101442 Santa Cruz 1 : 400 Protéase 5 min

PNAd 553863 BD Pharmingen 1 : 50 Aucun
Neutrophils Marker sc-71674 Santa Cruz 1 : 200 Protéase 5 min

PCNA PC474 Calbiochem 1 : 200 Protéase 15 min
Phospho-EGFR sc-16803 Santa Cruz 1 : 50 OVN Protéase 30 min
Pseudomonas ab68358 Abcam 1 : 400 Aucun

CXCL12 sc-28876 Santa Cruz 1 : 50 OVN Citrate
CXCL13 AF470 R&D 10 µg/mL OVN Citrate

IL17 sc-7927 Santa Cruz 1 :50 Saponine
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2.6 Analyse histomorphométrique

2.6.1 Quantification de l’expression épithéliale de la forme

phosphorylée de l’EGFR (phospho-EGFR)

Pour chaque animal, des immunomarquages sont réalisés pour le phospho-

EGFR. On prend par la suite 20 photos d’épithélium bronchique par animal,

au hasard, au grossissement 400. Par la suite, la surface épithéliale totale et la

surface épithéliale phospho-EGFR positive sont quantifiées sur chaque photo à

l’aide d’une grille histomorphométrique standardisée. Les résultats sont addition-

nés pour déterminer un pourcentage de surface épithéliale phospho-EGFR positive

pour chaque animal (rapport entre la surface phospho-EGFR positive et la surface

épithéliale totale).

2.6.2 Quantification des agrégats lymphoïdes

Les agrégats lymphoïdes CD20+ sont définis comme des amas arrondis ou ova-

laires marquant le CD20, péribronchiques ou périvasculaires. Pour chaque animal,

au moins 2 tissus distants de 200 µm sont marqués ; les follicules sont ensuite

comptés manuellement au microscope. La surface pulmonaire de l’ensemble des

tissus marqués est mesurée en cm2 à l’aide d’une grille de comptage histomorpho-

métrique et le nombre d’agrégats lymphoïdes est rapporté à la surface pulmonaire

(déterminée en cm2 à l’aide d’une grille histomorphométrique) pour chaque animal.

La même méthode est utilisée pour la quantification des agrégats CD3+.
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2.7 Traitement des liquides de lavage bronchoal-

véolaire (LBA)

2.7.1 Cytocentrifugation des liquides de LBA

Après recueil chez l’animal, les LBA sont immédiatement centrifugés à 250g

pendant 10 minutes à +4˚C. Les surnageants sont récupérés pour conservation

à -80˚C puis le culot cellulaire est repris dans 150 µL de PBS sans calcium. La

numération globale des cellules du LBA est réalisée sur cellule de Malassez. Pour

réaliser la cytocentrifugation, on utilise 2.104 cellules que l’on dilue dans du PBS

sans calcium (QSP 250 µL). Les cellules sont alors cytocentrifugées sur lame à 750

rpm pendant 5 minutes à température ambiante. Après séchage, elles sont colorées

par le kit RAL 555 (RAL diagnostics, Martillac, France) selon le protocole du

fabricant, déshydratées par trempage bref dans l’éthanol 100% et le xylène, et

montées de façon permanente. On réalise un compte cellulaire différentiel sur 200

cellules.

2.7.2 Cytométrie en flux sur les liquides de LBA

Après recueil, les LBA sont traités immédiatement. Ils sont filtrés sur membrane

en nylon (40 µm) afin de retirer les billes. Les cellules sont numérées au FACS puis

centrifugées à 1600 rpm pendant 6 minutes à 4˚C. Le culot est repris dans 200

µL de PBS-SVF et séparé en 2 parts égales pour réaliser le marquage myéloïde

et le marquage lymphoïde dans des plaques 96 puits. Après centrifugation à 2000

rpm pendant 1 minute à 4˚C, on pratique un blocage des sites de fixation non

spécifique par adjonction de 24G2 pendant 15 minutes à 4˚C. Les cellules sont

lavées et centrifugées et on dépose dans les puits l’anticorps primaire biotinylé

pendant 15 minutes à 4˚. Après lavage et centrifugation, on dépose le mélange de
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la streptavidine et des anticorps secondaires couplés à leur fluorochrome pendant

15 minutes à 4˚C. Après lavage et centrifugation, les échantillons sont analysés

en cytométrie en flux sur un appareil multicouleurs (BD Fortessa ou LSR II). Les

tableaux 2.2 et 2.3 récapitulent les anticorps utilisés pour les marquages.

Table 2.2 – Anticorps utilisés pour le marquage lymphoïde en cytométrie en flux

Anticorps Référence Fournisseur Concentration
TCRbêta biotinylé 553169 BD Pharmingen 1 : 100

SAV PE Cy7 557598 BD Pharmingen 1 : 100
CD4 PB 558107 BD Pharmingen 1 : 100

CD8 APC H7 130-096-602 MACS 1 : 50
CD19 FITC 553785 BD Pharmingen 1 : 100

NK1.1 Pcp Cy5.5 551114 BD Pharmingen 1 : 100
TCRgd PE 553178 BD Pharmingen 1 : 100
CD45 APC 559864 BD Pharmingen 1 : 100

Table 2.3 – Anticorps utilisés pour le marquage myéloïde en cytométrie en flux

Anticorps Référence Fournisseur Concentration
Ly6C biotinylé 557359 BD Pharmingen 1 : 100

SAV PB S11222 Invitrogen 1 : 600
CD11b APC 17011283 eBioscience 1 : 200

CD11c PE Cy7 558079 BD Pharmingen 1 : 100
NK1.1 PE 557391 BD Pharmingen 1 : 100

Ly6G FITC 551460 BD Pharmingen 1 : 100
CD45 Pcp Cy5.5 550994 BD Pharmingen 1 : 100

2.7.3 Mesure des concentrations de chimiokines par ELISA

Pour l’obtention des homogénats de poumon, les poumons sont broyés au

Turax™ 2 minutes à 24000 rpm à 4˚C. L’homogénat est laissé à la même tempé-

rature pendant 5 à 10 minutes puis centrifugé 150 000 rpm pendant 20 minutes à

4˚C. Les surnageants sont récupérés et utilisés immédiatement pour le dosage ou
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aliquotés et conservés à -80˚C jusqu’à leur utilisation.

Les concentrations des chimiokines CXCL12, CXCL13, CCL19 et IL17 dans les

surnageants de liquides de lavage bronchoalvéolaire ou dans les broyats de pou-

mons de souris sont mesurées à l’aide de kits ELISA commercialisés en suivant

les recommandations du fabricant (Quantikine mouse CXCL13 MCX130 et mouse

IL17 MI700 ; Duo Set mouse CCL19 DY440, Duoset mouse CXCL12 DY460 R&D

systems, Lille, France). Les échantillons et les contrôles de concentrations connues

sont déposés de façon répliquée sur une plaque de 96 puits recouverte au préalable

d’un anticorps monoclonal dirigé contre la chimiokine d’intérêt. Après incubation

pendant 2 heures et rinçage avec une solution de PBS-Tween 0.05%, un anticorps

polyclonal biotinylé également dirigé contre la chimiokine d’intérêt est déposé dans

les puits pendant 2 heures. Après un nouveau rinçage avec une solution de PBS-

Tween 0.05%, la streptavidine-HRP, qui se fixe à la biotine, est déposée dans les

puits de la plaque. Cette enzyme réagit avec un mélange de peroxyde d’hydrogène

et de tétraméthylbenzidine, entraînant une réaction colorée proportionnelle à la

quantité de la molécule d’intérêt détectée dans les puits. Cette réaction colorée

est arrêtée par l’ajout d’acide sulfurique. La plaque est ensuite lue à une longueur

d’ondes de 450 nm avec une correction des imperfections optiques de la plaque

par soustraction des densités optiques obtenues par lecture à 570 nm, à l’aide d’un

lecteur de densité optique à double longueur d’ondes (Elx 808, ultra microplate

reader, Biotek instruments). Les concentrations sont obtenues par comparaison à

une courbe de contrôles de concentrations connues et exprimées en pg/mL.
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2.8 Quantitative polymerase chain reaction (qPCR)

2.8.1 Extraction d’ARN

Après homogénéisation des poumons congelés par le système FastPrep system

(MP Biomedicals, Illkirch, France), l’ARN total a été extrait grâce au kit RNeasy

mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) selon les instructions du fabricant.

2.8.2 qPCR

Les analyse de RT-PCR ont été réalisées sur un appareil ABI 7900 (Applied

Biosystems, Foster City, CA) dans un volume total de 10 µL contenant 1µL de

cDNA dilué, 300 nM de chaque amorce (sens et antisens) et du SYBR Green

PCR Master Mix (Fisher scientific, Illkirch, France). Le tableau 2.4 récapitule les

amorces utilisées pour la qPCR sur les poumons murins.

Table 2.4 – Amorces utilisées pour la PCR quantitative

Transcrit Amorce sens Amorce antisens
IL17 5’AAGGCAGCAGCGATCATCC3’ l5’GGAACGGTTGAGGTAGTCTGAG3’

CXCL12 5’GAGAGCCACATCGCCAGAG3’ 5’TTTCGGGTCAATGCACACTTG3’

CXCL13 5’CAGGCCACGGTATTCTGGA3’ 5’CAGGGGGCGTAACTTGAATC3’

CCL19 5’AGACTGCTGCCTGTCTGTGA3’ 5’GCCTTTGTTCTTGGCAGAAG3’

2.9 Analyse statistique

Les résultats sont exprimés en médiane pour les variables quantitatives et en va-

leur absolue (pourcentage) pour les valeurs qualitatives. Les variables quantitatives

ont été comparées deux à deux avec un test non paramétrique de Mann-Whitney.

Les variables qualitatives ont été comparées avec un test exact de Fisher ou par un
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test du Chi2. Une valeur de P <0,05 était considérée comme significative. L’analyse

statistique a été réalisée avec le programme Graphpad Prism 4.03.
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Chapitre 3

Résultats

3.1 Modèle d’infection bronchique prolongée

La mise en culture des poumons de souris instillés avec des billes contenant

du PAO1 ou du S. aureus à différents temps expérimentaux montre la persistance

de l’infection bactérienne jusqu’à 14 jours après une instillation unique (cf. fi-

gure 3.1). Cela confirme la validité de notre modèle expérimental avec chacune

des bactéries.

3.2 Inflammation intrapulmonaire provoquée par

l’infection prolongée

3.2.1 Etude par cytocentrifugation des liquides de lavage

bronchoalvéolaire (LBA)

Les souris non instillées (contrôles) présentent une cellularité faible dans le

LBA (moins de 50 000 cellules/mL), principalement composée de macrophages
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Figure 3.1 – Evolution de la charge bactérienne dans les poumons de
souris après instillation. Les souris ont été instillées avec une dose unique de
PAO1 (A) ou de S. aureus (B) et sacrifiées à différents temps (J) après instilla-
tion. Il persiste une charge bactérienne jusqu’à 14 jours (J) après instillation. Les
résultats sont présentés en médiane +/- erreur standard de colony forming unit
(CFU) par animal.

(plus de 95%). L’instillation avec des billes stériles n’entraîne pas d’augmentation

significative de la cellularité ni de la répartition des types cellulaires dans le LBA

par rapport aux contrôles (cf. figure 3.2).

L’instillation de billes contenant du PAO1 provoque une augmentation massive de

la cellularité du LBA à J1 (moyenne de 2,3 millions de cellules/mL), qui décroît

progressivement par la suite pour atteindre en moyenne 324 000 cellules/mL après

14 jours d’infection. Les souris sacrifiées à J1 présentaient une majorité de poly-

nucléaires neutrophiles dans le LBA (plus de 70%). Progressivement (dès J4), on

note une diminution du nombre total de polynucléaires neutrophiles et l’appari-

tion de lymphocytes (environ 10% à J14) et de macrophages (environ 85% à J14).

Ainsi, la persistance de l’infection endoluminale s’accompagne d’une diminution

de la quantité de cellules inflammatoires et d’une modification de la cellularité

différentielle.
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Figure 3.2 – Cellularité des LBA. A-D : Comptes cellulaires différentiels dans le
LBA. Les animaux non instillés (Contrôle, histogrammes blancs), ou instillés avec
des billes stériles (histogrammes hachurés) ou contenant du PAO1 (histogrammes
noirs) ont été sacrifiés à des temps (J) successifs. Les LBA ont été recueillis pour
une numération globale (A) et une cytocentrifugation permettant un compte cel-
lulaire différentiel des neutrophiles (B), lymphocytes (C) et macrophages (D). Les
résultats sont exprimés en moyenne±SEM ; * : p<0,05 par rapport au contrôle.
E : microphotographies représentatives de lames de cytocentrifugation des LBA
chez des souris instillées avec des billes stériles (a) ou PAO1 (b-d). Les cytocen-
trifugations sont réalisées à une concentration de 2.104 cellules/mL quelle que soit
la numération initiale, et la densité cellulaire est identique pour toutes les lames.
Grossissement original 400X.
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3.2.2 Etude par cytométrie en flux

Afin de caractériser par cytométrie en flux l’évolution des types cellulaires

recrutés après une instillation unique de billes contenant du PAO1, nous avons

sacrifié des animaux à des temps successifs (de J1 à J14 après instillation) et les

avons comparés à des animaux n’ayant pas reçu d’instillation (contrôles). Nous

avons recueilli le liquide de LBA et avons réalisé des marquages des différents

types cellulaires en cytométrie en flux, que nous avons comparés à ceux de souris

n’ayant pas reçu d’instillation (contrôles). Ces expériences ont confirmé l’augmen-

tation majeure de la cellularité du LBA à J1 après instillation de billes contenant

du PAO1, avec une diminution dans les temps plus tardifs (J7 et J14), et ont per-

mis de caractériser les types cellulaires présents dans le LBA des souris infectées

au fil du temps.

A J1 après instillation de billes contenant du PAO1, la cellularité du LBA est

essentiellement liée à la présence de polynucléaires neutrophiles (cf. figure 3.3).

Dès J4, il existe un afflux de cellules NK. Dès J7, on observe un changement

de la cellularité du LBA au profit de cellules de l’immunité acquise, initialement

des lymphocytes T CD8+ (à J7) puis des lymphocytes T CD4+, des lympho-

cytes Tγδ et des lymphocytes B CD20+, mais également des cellules dendritiques

CD11b+CD11c+ et des macrophages.

Ces résultats indiquent une modification de la réponse immunitaire intrapulmo-

naire en réponse à une infection bronchopulmonaire prolongée : l’infection aiguë

est caractérisée par une réponse immunitaire rapide et intense faisant intervenir

principalement les cellules de l’immunité innée (granulocytes puis cellules NK et

macrophages). La persistance de l’infection s’accompagne de l’apparition d’une

réponse adaptative caractérisée par la présence de lymphocytes T et B.
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Figure 3.3 – Evolution des comptes cellulaires différentiels dans le LBA
de souris infectées par PAO1 pendant 14 jours. Les souris ont été sacrifiées
sans instillation (Contrôle) ou à des temps successifs après instillation unique avec
des billes contenant du PAO1. Le LBA a été recueilli pour une numération glo-
bale des cellules hématopoïétiques (CD45+), un marquage des cellules myéloïdes
(Granulocytes, monocytes/macrophages, CD11b+CD11c+) et un marquage des
cellules lymphoïdes (Lymphocytes B, T CD4+, T CD8+, Tγδ). Les résultats ont
été comparés à des souris non instillées (contrôles, triangles blancs). Chaque tri-
angle représente un animal, les barres horizontales représentent les médianes ; * :
p<0,05 par rapport au contrôle.
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3.3 Aspect macroscopique des poumons

L’instillation de billes contenant du PAO1 (cf. figure 3.4) ou du S. aureus

(non représenté) provoque macroscopiquement un aspect inflammatoire autour

des billes, qui n’est pas observé avec l’instillation de billes stériles. En revanche, le

poumon situé à distance des billes reste macroscopiquement normal.

Contrôle Stérile

J1 J4 J7 J14

PAO1

500 µm

Figure 3.4 – Aspect macroscopique des poumons. Les poumons de souris
non instillées (contrôles) ou instillées avec des billes stériles ne sont pas inflam-
matoires macroscopiquement, tandis que les poumons des souris ayant reçu une
dose unique de billes contenant du PAO1 et sacrifiées à différents jours (J) post
intillation présentent des zones d’inflammation (têtes de flèche) autour des billes,
mais avec un poumon à distance des billes d’aspect normal.

3.4 Induction d’une néogenèse lymphoïde péri-

bronchique en 14 jours par l’infection bacté-

rienne bronchopulmonaire

Les données de la littérature montrent que l’infection par des virus ou des bac-

téries inactivées provoque une néogenèse lymphoïde en 10 à 14 jours. Par ailleurs,

nos données de cytométrie en flux retrouvent une mise en jeu de l’immunité adapta-

tive dans la lumière bronchique prédominant à la deuxième semaine post infection.

Nous avons donc étudié histologiquement les poumons de souris 14 jours après une

instillation unique par des billes contenant du PAO1 ou du S. aureus.

Dans les poumons de souris non instillées (souris contrôle), il n’est jamais observé
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d’agrégats lymphoïdes mais un marquage CD20 montre la présence de lympho-

cytes B dans les alvéoles pulmonaires. L’instillation de billes stériles ne provoque

pas l’apparition d’un infiltrat inflammatoire à J14. Chez les souris instillées avec

des billes contenant du PAO1 ("billes PAO1") ou du S. aureus (Billes "S. aureus") et

sacrifiées après 14 jours d’infection, on observe la présence d’agrégats distincts de

lymphocytes B CD20+ et T CD3+ autour des zones d’infection. Au sein des zones

B CD20+, il existe des centres germinatifs mis en évidence par le marquage pour le

proliferating cell nuclear antigen (PCNA) et des cellules dendritiques folliculaires

CD21+. Il existe également au sein des zones T CD3+ des vaisseaux spécialisés

caractéristiques des structures lymphoïdes matures, les high endothelial venules

(HEV), mis en évidence par le marquage dirigé contre la peripheral lymph node

adressin (PNAd). En dehors des zones d’infection (à distance des billes), le pou-

mon est normal. La figure 3.5 présente des microphotographies représentatives

après 14 jours d’infection.

3.5 Cinétique de formation des follicules lym-

phoïdes lors de l’infection bactérienne bron-

chopulmonaire prolongée

Afin de caractériser la cinétique de formation des follicules lymphoïdes lors de

l’infection bronchique prolongée, nous avons pratiqué une instillation unique de

billes contenant du PAO1 ou du S. aureus chez des souris et sacrifié les animaux

à des temps (J) successifs (J1, J4, J7 et J14). Les sections de tissus pulmonaires

ont été analysées en immunohistochimie.

L’instillation de billes contenant du PAO1 ou du S. aureus induit un recrutement

précoce (dès J1) de lymphocytes B CD20+ sous l’épithélium, en regard des zones

95



B

A

CD20 Ab

CD3 Ab

CD21 Ab

Stérile P. aeruginosa

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

L

B

B

B

B

B

B

B

B

a

b

c

d

e

f

S. aureus

g

h

i

500 µm

100 µm

B

L

L

B

L

L

L

B

CD20 Ab CD21 Ab CD3 Ab PCNA Ab PNAd Ab

Pseudomonas

50 µm

L

L
L

LL

ba c d e

S. aureus

f g h i j

Figure 3.5 – Vues microphotographiques après 14 jours d’infection bac-
térienne bronchopulmonaire. A. Les tissus pulmonaires ont été obtenus chez
des souris sacrifiées 14 jours après une instillation unique avec des billes stériles
(a-c), des billes contenant du PAO1 (d-f) ou des billes contenant du S. aureus (g-
i). Il existe chez les souris infectées des zones de lymphocytes B (CD20+, pointes
de flèches) et T (CD3+, flèches) mutuellement exclusives et des cellules dendri-
tiques folliculaires (c, f et i, marquage brun CD21+) sous l’épithélium des bronches
dans les zones d’infection. Grossissement original : 25X ; inserts 200 X. B=bille,
L=lumière bronchique. B. L’analyse par immunohistochimie de ces amas révèle
des follicules lymphoïdes matures avec présence de cellules dendritiques follicu-
laires CD21+ (b, g), de centres germinatifs PCNA+ (d, i) et de high endothelial
venules PNAd+ (e, j, pointes de flèches). Grossissement original 200X.
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d’infection. Ces lymphocytes s’organisent progressivement en amas lymphoïdes ar-

rondis ou ovalaires, sous-épithéliaux. A partir de J7, on note également l’apparition

d’agrégats de lymphocytes T CD3 qui s’organisent dans des zones distinctes, mais

au contact des zones CD20+. Chez les souris instillées avec des billes stériles, on

n’observe pas de recrutement de cellules B ou T. De même, les amas lymphoïdes ne

sont observés qu’à proximité des billes contenant du PAO1, le poumon à distance

étant normal. Des microphotographies représentatives de la cinétique de recrute-

ment des lymphocytes B et T en réponse à l’infection par PAO1 ou S. aureus sont

présentées dans la figure 3.6.

L’analyse histomorphométrique retrouve une augmentation significative des amas

lymphoïdes CD20+ et CD3+ de J7 à J14 pour les 2 bactéries (n=5 animaux au

minimum pour chaque temps expérimental et chaque bactérie). Ces résultats sont

illustrés par la figure 3.7.

3.6 Cinétique de l’expression des chimiokines ho-

méostatiques CXCL13 et CXCL12 lors de

l’infection bactérienne prolongée

Nous avons étudié l’expression des chimiokines CXCL12 et CXCL13 lors de l’in-

fection bactérienne bronchopulmonaire prolongée chez la souris. Notre choix s’est

porté sur ces chimiokines qui sont attractantes pour les lymphocytes B (CXCL12

et CXCL13), car elles avaient déjà été impliquées dans la néogenèse lymphoïde

intrapulmonaire induite par des stimuli infectieux ou non infectieux.
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Figure 3.6 – Microphotographies de la cinétique de recrutement des
lymphocytes B et T chez les souris instillées avec des billes contenant
du PAO1 ou du S. aureus. Les photos représentent respectivement des im-
munomarquages pour les lymphocytes B (CD20+, a-d et j-m) et les lymphocytes
T (CD3+, e-h et n-q) chez des souris sacrifiées à différents jours (J) après une
instillation unique avec des billes contenant du PAO1 (a-h) ou du S. aureus (j-
q). On observe un infiltrat de lymphocytes B dès J1 (pointes de flèches) mais de
lymphocytes T uniquement à partir de J7 (flèches). Grossissement original 200X.
B=bille, L=lumière bronchique.
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Figure 3.7 – Analyse histomorphométrique de la cinétique de recrute-
ment des lymphocytes B (A, C) et T (B, D) chez les souris non instil-
lées (Contrôle, triangles blancs) ou sacrifiées à différents jours (J) après
une instillation unique par des billes contenant du PAO1 (A, B) ou
du S. aureus (C, D) (triangles noirs). Chez les souris contrôles, il n’existe
pas d’agrégats lymphoïdes B ou T. Chez les souris instillées, il existe des agré-
gats lymphoïdes B dès J1 et une apparition plus tardive d’agrégats lymphoïdes T
(J7). Chaque triangle représente un animal, les barres horizontales représentent
les médianes d’agrégats/cm2 ; * : p<0,05 par rapport à J1.
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3.6.1 Expression de la chimiokine CXCL13

Nous avons comparé des souris non instillées et des souris instillées avec des

billes stériles, avec des souris ayant reçu une dose unique de billes contenant du

PAO1 et sacrifiées à différents jours (J) après instillation. Il existe une tendance à

l’augmentation (non significative) de l’ARNm de CXCL13, associée à une augmen-

tation significative de la protéine CXCL13 à J1 post instillation dans les poumons

totaux (figure 3.8, A).

L’étude des poumons de souris en immunohistochimie ne retrouve pas de marquage

épithélial pour CXCL13 chez les souris non instillées ou instillées avec des billes

stériles, en revanche l’instillation avec des billes PAO1 induit un marquage épithé-

lial pour CXCL13 dès J1 (figure 3.9, B). La quantification histomorphométrique

montre que cette expression est significativement augmentée dès J1 par rapport

aux souris non instillées et persiste jusqu’à J14 (figure 3.9, A). Après 14 jours

d’infection par PAO1 ou S. aureus, c’est-à-dire lorsque les follicules sont formés, il

existe un marquage pour la protéine CXCL13 au sein des follicules, réticulaire et

superposable à celui des cellules dendritiques (figure 3.8, C) . Enfin, l’infection

par PAO1 induit un marquage endothélial pour CXCL13 (non représenté).

L’instillation de billes stériles ne provoquait jamais d’augmentation de la protéine

ni de l’ARNm de CXCL13, ni d’expression significative dans l’épithélium, raison

pour laquelle les résultats sont présentés groupés pour ces souris.

3.6.2 Expression de la chimiokine CXCL12

L’instillation de billes PAO1 n’induisait pas d’augmentation de la quantité

d’ARNm ou de protéine CXCL12 dans le poumon total par rapport aux souris

non instillées ou instillées avec des billes stériles (figure 3.9, C).
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Figure 3.8 – Expression pulmonaire de CXCL13 après instillation de
billes contenant du PAO1 ou du S. aureus. A) Expression de l’ARNm
(gauche), de la protéine (milieu) et quantification histomorphométrique (droite) de
l’expression épithéliale de CXCL13 dans le poumon total en réponse à l’infection
à PAO1. Les souris non instillées (Contrôle, histogrammes et triangles blancs) ou
instillées avec des billes stériles (histogrammes hachurés et triangles blancs) ont
été comparées avec des souris ayant reçu une instillation unique de billes conte-
nant du PAO1 et sacrifiées à différents jours (J) post instillation (histogrammes et
triangles noirs). L’infection par PAO1 n’induit pas d’augmentation significative de
l’ARNm de CXCL13, mais induit une augmentation significative de la protéine à
J1 et expression épithéliale significative de CXCL13 de J1 à J14. Chaque triangle
représente un animal, les barres horizontales représentent les médianes ; * : p<0,05
par rapport aux souris contrôles. En l’absence de modification après instillation
de billes stériles, les résultats sont présentés groupés pour les animaux instillés
avec ces billes et sacrifiés à J1, J4 et J14 après instillation. B) Microphotographies
illustrant l’absence d’expression épithéliale de CXCL13 chez les souris Contrôles
(a) et instillées avec des billes stériles (b) et l’induction d’une expression épithéliale
de CXCL13 de J1 à J14 chez les souris infectées avec du PAO1 (c-e). Grossisse-
ment original 400X. C) Microphotographies illustrant l’existence après 14 jours
d’infection à PAO1 ou S. aureus d’un marquage folliculaire pour CXCL13 situé
au sein de la zone B (CD20+) du follicule, et superposable avec le marquage des
cellules dendritiques (CD21+). Grossissement original PAO1 : 100X, S. aureus :
200X. B=bille, L=lumière bronchique.
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L’étude des poumons de souris en immunohistochimie après 14 jours d’infection,

c’est-à-dire lorsque les follicules sont formés, montre l’existence d’un marquage

pour CXCL12 au sein des follicules diffus au sein de la zone B du follicule chez

les souris instillées avec des billes contenant du PAO1 ou du Staphylocoque (cf.

figure 3.9, A). Il n’y avait pas d’augmentation significative de l’expression de

CXCL12 par l’épithélium bronchique chez les souris infectées, ni à J14, ni à des

temps plus précoces post instillation. En revanche, l’instillation avec des billes

PAO1 induit un immunomarquage intense pour CXCL12, endobronchique et d’al-

lure neutrophilique, dès le premier jour d’infection et se prolongeant jusqu’à J14

(figure 3.9, B).

3.7 Effets de l’inhibition de CXCL12 ou CXCL13

sur la néogenèse lymphoïde induite par l’in-

fection bronchopulmonaire prolongée à P. ae-

ruginosa

L’étude de Fleige et coll. a mis en évidence une inhibition de la néogenèse

lymphoïde liée à un stimulus par du Pseudomonas inactivé en cas d’inhibition de

CXCL12 par un anticorps monoclonal [37]. Par ailleurs, dans les modèles de néoge-

nèse lymphoïde induite par un stimulus viral, par l’ovalbumine ou l’exposition à la

fumée de cigarette, CXCL13 semble tenir un rôle important [7,12,37]. L’inhibition

de CXCL13 par un anticorps monoclonal permet d’inhiber la néogenèse lymphoïde

liée à l’exposition à la fumée de cigarette ou à l’ovalbumine [7,12]. Nous avons donc

étudié les effets de l’inhibition de CXCL12 ou CXCL13 sur la néogenèse lymphoïde

dans notre modèle.
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Figure 3.9 – Expression pulmonaire de CXCL12 après instillation de
billes contenant du PAO1 ou du S. aureus. A) Expression de l’ARNm
(gauche) et de la protéine (droite) de CXCL12 dans le poumon total en réponse à
l’infection à PAO1. Les souris non instillées (Contrôle, histogrammes et triangles
blancs) ou instillées avec des billes stériles (histogrammes hachurés et triangles
blancs) ont été comparées avec des souris ayant reçu une instillation unique de
billes contenant du PAO1 et sacrifiées à différents jours (J) post instillation (his-
togrammes et triangles noirs). L’infection par PAO1 n’induit pas d’augmentation
significative de l’ARNm ni de la protéine de CXCL12. B) Microphotographies
illustrant l’absence d’expression de CXCL12 chez les souris Contrôles et l’induc-
tion d’un marquage endobronchique d’allure neutrophilique après une instillation
unique avec des billes contenant du PAO1 et sacrifice 1 à 14 jours (J) plus tard.
Grossissement original 200X. L=lumière bronchique. C) Microphotographies illus-
trant l’existence après 14 jours d’infection à PAO1 ou S. aureus d’un marquage
folliculaire pour CXCL12 situé au sein de la zone B (CD20+) du follicule, sans
colocalisation avec le marquage des cellules dendritiques (CD21+). Grossissement
original PAO1 : 100X, S. aureus : 200X.
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Nous avons traité les animaux par un isotype contrôle (animaux "Contrôles"), un

anticorps monoclonal dirigé contre CXCL12 ou un anticorps monoclonal dirigé

contre CXCL13, et les avons instillés avec des billes contenant du PAO1. L’ad-

ministration d’un anticorps anti CXCL12 ou anti CXCL13 n’a pas provoqué de

surmortalité ni de modification du poids ou du comportement des souris.

Les animaux traités par l’isotype contrôle présentent après 14 jours d’infection bac-

térienne des agrégats lymphoïdes matures, contenant des zones de lymphocytes B

et T, des HEV, des centres germinatifs et des cellules dendritiques folliculaires. en

nombre comparable à celui obtenu par l’instillation de billes contenant du PAO1

à des souris sauvages non traitées.

Le traitement par un anticorps monoclonal dirigé contre CXCL12 ou CXCL13

n’induit pas de diminution de la taille ni du nombre des agrégats lymphoïdes B

et T (cf. figure 3.10). Par ailleurs, ces amas présentent les caractéristiques de

follicules lymphoïdes matures, avec des cellules dendritiques follicules CD21+ en

zone B et des HEV en zone T (non représenté).

3.8 Effet de l’inhibition de la voie de signalisa-

tion de l’EGFR sur la néogenèse lymphoïde

induite par l’infection bronchopulmonaire pro-

longée à P. aeruginosa

La voie de l’EGFR peut être activée par l’activation des TLR2, 4 et 6, qui

ont pour ligands des produits bactériens [72]. L’activation de cette voie induit

diverses cascades de signalisation et d’activation cellulaire au sein de la cellule épi-

théliale, dont nous avons vu qu’elle peut induire la migration des cellules B et T

de type Th1 et Th2. Nous avons donc décidé d’étudier le rôle de la voie de l’EGFR
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Figure 3.10 – Effet d’un anticorps anti-CXCL12 ou anti-CXCL13 sur la
néogenèse lymphoïde chez des souris instillées avec des billes contenant
du PAO1 et sacrifiés 10 jours (J, anticorps anti CXCL12) ou 14 jours
(isotype contrôle et anticorps anti CXCL13) après instillation. A) Micro-
photographies représentatives du marquage CD20 (lymphocytes B) chez les souris
traitées par un isotype contrôle (gauche), un anticorps monoclonal dirigé contre
CXCL12 (milieu) ou contre CXCL13 (droite). Il persiste des agrégats de lympho-
cytes B CD20+ chez les animaux traités (marquage brun). Grossissement original
50 X. B) Quantification histomorphométrique des agrégats lymphoïdes B (CD20+)
et T (CD3+) chez les animaux. L’administration d’un anticorps monoclonal dirigé
contre CXCL12 ou CXCL13 à des souris infectées par PAO1 ne diminue pas signi-
ficativement la quantité d’agrégats de lymphocytes B CD20+ ou de lymphocytes
T CD3+ par rapport au traitement par un isotype contrôle. Chaque triangle repré-
sente un animal, les barres horizontales représentent les médianes d’agrégats/cm2.
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dans la néogenèse lymphoïde induite par l’infection bactérienne prolongée à PAO1.

3.8.1 Effets cliniques de l’administration de gefitinib

L’administration quotidienne de gefitinib à la dose de 150 mg/kg/j n’a pas

provoqué de surmortalité ni de modification du comportement des souris. Il n’y a

pas eu de variation de poids significativement différente entre le groupe traité et

le groupe contrôle (cf. figure 3.11)
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Figure 3.11 – Evolution du poids sous gefitinib. Chaque triangle représente
un animal du groupe contrôle (a, triangles blancs) ou traité (b, triangles noirs) avec
pour chaque animal un suivi individuel du poids entre J0 (début du traitement)
et J14 (sacrifice).

3.8.2 Efficacité de l’inhibition de la phosphorylation de

l’EGFR par le gefitinib

Afin d’évaluer l’efficacité du traitement par gefitinib, nous avons réalisé des im-

munomarquages pour la forme phosphorylée de l’EGFR (phospho-EGFR). L’ana-
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lyse histomorphométrique de ces marquages a confirmé que l’expression épithéliale

du phospho-EGFR était significativement diminuée dans le groupe traité par gefi-

tinib par rapport au groupe contrôle (p<0,05), comme illustré dans la figure 3.12.
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Figure 3.12 – Effet du gefitinib sur la phosphorylation de l’EGFR. L’ad-
ministration de gefitinib pendant 14 jours à des souris infectées par PAO1 diminue
significativement l’expression épithéliale de la forme phosphoryléee de l’EGFR
(phospho-EGFR) par rapport au diluant seul. a : Microphotographies représenta-
tives de l’expression de phospho-EGFR chez les souris contrôles (gauche) et trai-
tées par gefitinib (gauche) ; grossissement original 200X. b : Histomorphométrie
quantitative de l’expression épithéliale de phospho-EGFR chez les souris contrôles
(triangles blancs) et traitées par gefitinib (triangles noirs). Chaque triangle repré-
sente un animal, les barres horizontales représentent les médianes ; * : p<0,05 par
rapport au groupe contrôle.

3.8.3 Effets du gefitinib sur la néogenèse lymphoïde

Nous avons traité les animaux par du gefitinib ou bien le diluant du gefitinib

(groupe "Contrôle") et les avons instillés avec des billes contenant du PAO1. Les

animaux traités par le diluant présentent après 14 jours d’infection bactérienne
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des agrégats lymphoïdes matures, contenant des zones de lymphocytes B et T, des

HEV, des centres germinatifs et des cellules dendritiques folliculaires. en nombre

comparable à celui obtenu par l’instillation de billes contenant du PAO1 à des

souris sauvages non traitées.

L’analyse des poumons de souris sacrifiées après 14 jours de traitement par gefitinib

et d’infection par PAO1 a montré la persistance de follicules lymphoïdes matures

contenant des cellules dendritiques folliculaires et des HEV au sein de zones B et

T séparées. Par ailleurs, il n’y avait pas de différence statistiquement significative

dans le nombre d’agrégats de lymphocytes B et T par rapport aux souris ayant

reçu le diluant du gefitinib (groupe contrôle), comme illustré sur la figure 3.13.
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Figure 3.13 – Analyse histomorphométrique de l’effet de l’inhibition de
l’EGFR sur la néogenèse lymphoïde. L’administration de gefitinib pendant 14
jours à des souris infectées par PAO1 ne diminue pas significativement la quantité
d’agrégats de lymphocytes B CD20+ ou de lymphocytes T CD3+ par rapport au
diluant seul. Chaque triangle représente un animal, les barres horizontales repré-
sentent les médianes d’agrégats/cm2.

3.9 Données complémentaires

Nous avons également étudié les chimiokines CCL19 et IL17, qui sont impli-

quées dans la néogenèse lymphoïde.
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3.9.1 Expression de la cytokine IL17

Les souris contrôles ou instillées avec des billes stériles expriment peu d’ARNm

et de protéine de CCL19 et IL17. L’instillation avec des billes stériles n’entraîne

pas d’augmentation significative, ni de l’ARNm, ni de la protéine de CCL19 et

d’IL17.

L’instillation avec des billes contenant du PAO1 induit une augmentation signifi-

cative précoce de la protéine IL17 (cf. figure 3.14), mais cette augmentation n’est

liée à une augmentation de l’ARNm d’IL17 qu’à un temps plus tardif (J14). En

revanche, cette infection n’induit pas d’augmentation significative de l’ARNm et

de la protéine de CCL19.

L’étude par immunohistochimie montre que les souris non instillées présentent un

marquage très faible, voire absent, pour IL17. L’infection par PAO1 induit un mar-

quage épithélial et dans les cellules inflammatoires dès J1, et à J14 ce marquage

est uniquement présent dans l’épithélium bronchique des souris infectées.

3.9.2 Expression de la chimiokine CCL19

Les souris contrôles ou instillées avec des billes stériles expriment peu d’ARNm

et de protéine de CCL19. L’instillation avec des billes stériles ou des billes PAO1

n’entraîne pas d’augmentation significative, ni de l’ARNm, ni de la protéine de

CCL19 (cf. figure 3.15).
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Figure 3.14 – Expression d’IL17 dans le poumon total en réponse à
l’infection prolongée à PAO1. A) Expression de l’ARNm d’IL17 dans le pou-
mon total en réponse à l’infection à PAO1. B) Expression de la protéine IL17
dans le poumon total en réponse à l’infection à PAO1. Les souris non instillées
(Contrôle, histogrammes blancs) ou instillées avec des billes stériles (histogrammes
hachurés) ont été comparées avec des souris ayant reçu une instillation unique de
billes contenant du PAO1 et sacrifiées à différents jours (J) post instillation (his-
togrammes noirs). L’infection par PAO1 induit une augmentation précoce de la
protéine d’IL17 et une augmentation plus tardive de l’ARNm d’IL17 par rapport
aux souris non instillées ou instillées avec des billes stériles. * : p<0,05 par rapport
aux souris contrôles.C) Microphotographies représentatives de l’expression d’IL17
dans le poumon chez des non instillées (contrôle) et de souris instillées avec une
dose unique de billes contenant du PAO1 et sacrifiées à différents jours (J) post
instillation. Les souris contrôles présentent un marquage très faible voire absent
pour IL17. L’infection à PAO1 s’accompagne d’un marquage précoce pour IL17,
dans l’épithélium et les cellules inflammatoires dès J1, puis à J14 uniquement dans
l’épithélium.
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Figure 3.15 – Expression de CCL19 en réponse à l’infection prolongé à
PAO1. Les souris non instillées (Contrôle, histogrammes blancs) ou instillées avec
des billes stériles (histogrammes hachurés) ont été comparées avec des souris ayant
reçu une instillation unique de billes contenant du PAO1 et sacrifiées à différents
jours (J) post instillation (histogrammes noirs). L’infection par PAO1 n’entraîne
pas d’augmentation significative de l’ARNm (A) ou la protéine (B) de CCL19 dans
le poumon total.
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Chapitre 4

Discussion

Les travaux effectués dans notre laboratoire indiquent qu’il existe une néoge-

nèse lymphoïde intrapulmonaire chez les patients adultes atteints de mucoviscidose

au stade de la transplantation pulmonaire. Cette néogenèse lymphoïde est aussi

observée dans les poumons de patients atteints de DDB non mucoviscidosiques,

suggérant que la néogenèse lymphoïde n’est pas directement liée à la dysfonction

de la protéine CFTR. Nous avons émis l’hypothèse d’un rôle pour l’infection bacté-

rienne chronique dans la néogenèse lymphoïde dans ces pathologies. Notre travail

a permis de montrer que l’infection bronchique prolongée par le Pseudomonas ae-

ruginosa (bactérie à Gram négatif) ou à Staphylococcus aureus (bactérie à Gram

positif), induit en 14 jours une néogenèse lymphoïde sous-épithéliale caractérisée

par la présence de follicules contenant des centres germinatifs. Ces follicules sont

localisés en regard des zones d’infection, avec un poumon à distance qui reste

normal ; ils sont associés à une expression épithéliale de chimiokines. L’infection

bactérienne induit également l’expression des principales chimiokines impliquées

dans la néogenèse lymphoïde (CXCL12, CXCL13, CCL19 et IL17) mais l’inhibi-

tion sélective de CXCL12 ou CXCL13 n’entraîne pas d’inhibition de la néogenèse

lymphoïde. Néanmoins, nos modèles expérimentaux permettent l’étude des méca-
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nismes de la néogenèse lymphoïde (formation des follicules lymphoïdes) et d’une

éventuelle résolution de l’inflammation folliculaire lors de l’infection bactérienne

chronique

4.1 Données humaines sur la néogenèse lymphoïde

dans les bronchopathies chroniques

Le travail mené au sein du laboratoire a montré une augmentation signifi-

cative du nombre de follicules lymphoïdes péribronchiques dans les poumons de

patients atteints de dilatations de bronches, mucoviscidosiques ou non (Marie-

Noëlle Lothe-Cartier, travail de master 2). Ces données ont été obtenues d’une

part sur des explants pulmonaires de patients atteints de mucoviscidose, d’autre

part sur des pièces de résection chirurgicale de dilatations de bronches. Dans la

mucoviscidose, les amas de lymphocytes B CD20+ étaient présents sous l’épithé-

lium des voies respiratoires. Jusqu’à présent, les cellules de l’immunité innée ont

été peu étudiés dans la mucoviscidose et les DDB, et ce sont plutôt les cellules de

l’immunité innée (macrophages et neutrophiles) qui ont été impliquées dans ces

pathologies [20,30]. Gaga a montré la présence de lymphocytes T dans les biopsies

bronchiques de certains patients adultes atteints de DDB non mucoviscidosiques

mais les prélèvements dans cette étude étaient des biopsies bronchiques de petite

taille et il n’était pas fait état d’un infiltrat significatif de lymphocytes B [40].

Dans l’étude de Regamey ayant porté chez l’enfant atteint de mucoviscidose, des

lymphocytes sous-épithéliaux ont été retrouvés, dont 82% étaient des lymphocytes

T [112] ; le nombre de lymphocytes T était augmenté en cas d’infection à Pseu-

domonas aeruginosa, mais pas celui des lymphocytes B. L’existence d’amas de

lymphocytes B dans la mucoviscidose a été montrée uniquement au stade de la

transplantation pulmonaire, alors que les poumons foetaux ne contiennent pas de
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follicules lymphoïdes [52, 53]. Ces données, bien que parcellaires, suggèrent l’im-

plication de l’immunité acquise dans l’inflammation de la mucoviscidose et des

DDB. Nos résultats constituent la première description de follicules lymphoïdes

fonctionnels, avec des zones B et T distinctes, des cellules dendritiques folliculaires

(FDC) et des centres germinatifs dans la mucoviscidose et les DDB. Les patients

atteints de mucoviscidose présentaient toutefois une maladie sévère, avec un VEMS

moyen à 22% de la valeur prédite. Nos données confirment les résultats de Whit-

well qui retrouvaient des follicules lymphoïdes à l’autopsie chez certains patients

atteints de DDB (bronchiolite folliculaire) [144] ; dans la description de Whitwell,

les amas lymphoïdes étaient situés au niveau des bronches et bronchioles, mais

également au niveau des alvéoles. Nos données permettent également de montrer

pour la première fois que ces follicules lymphoïdes comportent les éléments ca-

ractéristiques des organes lymphoïdes tertiaires, qui indiquent leur fonctionnalité

immunologique. Compte tenu de données comparables chez les patients atteints de

mucoviscidose et ceux atteints de DDB, nous avons émis l’hypothèse d’un rôle de

l’infection bactérienne chronique dans la néogenèse lymphoïde. Cette hypothèse a

été testée en analysant l’effet de l’infection bactérienne chronique à Pseudomonas

aeruginosa et Staphylococcus aureus chez la souris.

4.2 Modèles animaux

Nous avons étudié deux types de bactéries vivantes, à Gram positif et à Gram

négatif. Ces bactéries présentent des différences structurales au niveau de l’en-

veloppe bactérienne, avec la présence d’une membrane externe chez les bactéries

à Gram négatif, membrane contenant du lipopolysaccharide ; chez les bactéries à

Gram positif, il n’y a pas de membrane externe mais du peptidoglycane en grande
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quantité au niveau de la paroi. Ces deux types de bactéries induisent donc des

réactions immunitaires différentes, notamment au niveau de l’immunité innée, du

fait de la présence de motifs de reconnaissance différents. Malgré ces différences

structurelles, nous avons montré pour la première fois que l’infection prolongée

par PAO1 ou S. aureus induit une néogenèse lymphoïde en 14 jours, avec dans

les deux cas un marquage épithélial pour la protéine CXCL13 et un marquage

neutrophilique pour la protéine CXCL12.

Une publication ancienne rapporte l’existence la présence de tissu lymphoïde hy-

perplasique autour des bronches dans un modèle d’infection bronchique prolongée

à Pseudomonas aeruginosa [60]. L’étude a été réalisée avec une suspension de

billes d’agarose contenant une souche clinique mucoïde de P. aeruginosa, instil-

lée directement dans la trachée après mise à nu de celle-ci, à raison de 106 CFU

par animal. Les auteurs constatent également la présence de centres germinatifs

et d’HEV. Cette étude a toutefois été menée chez le rat, espèce dont le poumon

présente des follicules lymphoïdes à l’état basal [100] et n’a pas, probablement

pour des raisons techniques, déterminé avec certitude la présence de zones sépa-

rées de lymphocytes B et T. Jusqu’à présent, les autres données concernant la

néogenèse lymphoïde intrapulmonaire induite par des stimuli infectieux ont utilisé

des stimuli viraux (virus grippal, virus MVA), Mycobacterium tuberculosis, ou du

lipopolysaccharide (LPS, produit issus de bactéries pyogènes) [37,65,109,141]. Une

étude récente a utilisé du P. aeruginosa inactivé (deux instillations à une semaine

d’intervalle) [37]. L’avantage de notre modèle est, outre l’utilisation de bactéries

vivantes, l’instillation unique de billes d’agarose infectées. Cela permet un suivi ci-

nétique de l’inflammation induite par l’infection et permet d’obtenir une infection

endobronchique focale, dans les billes ; les follicules sont localisés autour des billes

avec un poumon plus à distance normal.

Nos donnés indiquent un recrutement très précoce des lymphocytes B lors du début
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l’infection bactérienne (dès J1), qui s’accentue lors des deux premières semaines

de l’infection, et qui est suivi à partir de J4 d’un recrutement de lymphocytes T

avec une organisation en follicules lymphoïdes entre le 7ème et le 14ème jour. Cet

afflux très précoce et important de lymphocytes B observé en réponse à l’infec-

tion bactérienne suggère que le primum movens de la néogenèse lymphoïde est le

recrutement de lymphocytes B.

4.3 Possible rôle de l’épithélium bronchique dans

la néogenèse lymphoïde

Dans nos études animales, les follicules lymphoïdes sont localisés autour des

bronches infectées (contenant des billes d’agarose). Ces données suggèrent une re-

connaissance des produits bactériens situés dans la lumière bronchique, par l’épi-

thélium respiratoire, possiblement via les récepteurs Toll-like (TLR). Elles sug-

gèrent que la cellule épithéliale joue un rôle prépondérant dans le recrutement des

lymphocytes B et T et la néogenèse lymphoïde. Jusqu’à présent, les études utilisant

des stimuli microbiens (virus, bactéries inactivées. . .) décrivaient la présence de fol-

licules lymphoïdes intrapulmonaires, sans définir précisément leur localisation. Il

restait, en particulier, impossible de lier la localisation de l’agent infectieux et du

follicule lymphoïde. L’expression précoce et persistante de CXCL13 par l’épithé-

lium bronchique en réponse à l’infection chronique à P. aeruginosa et S. aureus est

également en faveur d’un rôle de l’épithélium. Ces données sont concordantes avec

celles de l’étude de Baay-Gunzman, où il était également retrouvé, outre l’absence

d’expression de CXCL13 par l’épithélium à l’état basal, une induction de l’expres-

sion de CXCL13 par l’épithélium bronchique suivie d’une néogenèse lymphoïde en

réponse à un challenge à l’ovalbumine (modèle d’asthme) [7]. En revanche, les au-

teurs ne fournissent de données dans cette étude qu’à un seul temps d’étude (J26)
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correspondant au temps auquel les follicules lymphoïdes sont observés dans ce mo-

dèle. Ces données sont également concordantes avec celles montrant l’expression

de CXCL13 dans l’épithélium cornéen en réponse à l’infection par le virus Herpes

simplex [6]. Dans le modèle d’exposition à la fumée de cigarette, les auteurs ne pré-

sentent pas de données se rapportant spécifiquement à l’expression épithéliale de

CXCL13 mais les photos disponibles dans l’article ne semblent pas en montrer [12].

En pathologie humaine, CXCL13 est aussi retrouvé dans l’épithélium des patients

atteints de mucoviscidose (Marie-Noëlle Lothe-Cartier, travail de Master 2). Bien

évidemment, d’autres chimiokines peuvent sans doute contribuer au recrutement

des lymphocytes, produites par l’épithélium respiratoire ou par d’autres structures.

4.4 Mécanismes de la formation des follicules lym-

phoïdes

Compte tenu du rôle de CXCL13 et/ou de CXCL12 dans la néogenèse lym-

phoïde induite par des stimuli infectieux [37], par la fumée de cigarette [12], ou par

l’ovalbumine [7], nous avons étudié le rôle de ces deux chimiokines dans la néoge-

nèse lymphoïde induite par l’infection bactérienne chronique. Le prétraitement de

souris par un anticorps anti CXCL13 suivi d’une infection chronique à Pseudomo-

nas aeruginosa n’a pas empêché l’apparition de follicules lymphoïdes. Ces données

diffèrent de celles obtenues avec une stimulation par la fumée de cigarette, ou par

l’ovalbumine, dans lesquelles le prétraitement des animaux par un anticorps anti

CXCL13 prévenait l’apparition des follicules lymphoïdes [7, 12]. Elles sont cepen-

dant en accord avec le fait que les souris déficientes (knock-out) pour CXCL13

présentent des follicules lymphoïdes normaux en réponse à l’infection par le virus

grippal [93, 111].
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Fleige a suggéré dans un article récent que la néogenèse lymphoïde induite par

l’infection virale (virus MVA) soit dépendante de CXCL13, alors que celle induite

par l’instillation répétée de Pseudomonas aeruginosa inactivé soit indépendante de

CXCL13. Cette affirmation était liée à l’absence d’identification de CXCL13 et de

cellules dendritiques folliculaires (FDC) dans les follicules induits par le Pseudo-

monas aeruginosa inactivé. Nos résultats confirment que l’inhibition de CXCL13

est insuffisante à empêcher la néogenèse lymphoïde induite par Pseudomonas ae-

ruginosa, néanmoins une différence majeure entre notre étude et celle de Fleige est

la constatation d’une expression importante de CXCL13 dans l’épithélium bron-

chique et les follicules lymphoïdes, et un recrutement de FDC. Il semble donc qu’il

existe des différences importantes de structure des follicules lymphoïdes en fonction

des caractéristiques du stimulus bactérien utilisé (Pseudomonas aeruginosa vivant

versus Pseudomonas aeruginosa inactivé). Par ailleurs, il existe des différences de

phénotype bactérien, notamment de virulence, entre les souches de Pseudomonas,

pouvant expliquer les différences observées en termes de réaction inflammatoire

et de chimiokines mises en jeu. Les études de Baay-Gunzman et Bracke, quant à

elles, utilisaient des stimuli non infectieux (fumée de cigarette et ovalbumine).

Dans notre étude, le prétraitement des animaux par un anticorps anti CXCL12 n’a

pas non plus empêché l’apparition des follicules lymphoïdes induits par Pseudo-

monas aeruginosa, alors que Fleige et coll. avaient rapporté que le prétraitement

des souris par un anticorps anti CXCL12, administré aux mêmes doses, avait in-

hibé la néogenèse lymphoïde induite par du Pseudomonas aeruginosa inactivé.

Les différences entre ces deux études pourraient être liées soit à des différences

méthodologiques, soit à des mécanismes différents de la néogenèse lymphoïde en

fonction du stimulus utilisé. Il serait donc intéressant d’inhiber de façon simulta-

née CXCL12 et CXCL13 dans notre modèle et de voir si cela permet d’inhiber

efficacement la néogenèse lymphoïde. Des études complémentaires seront donc né-
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cessaires pour conclure sur ce point.

Compte tenu du rôle important du récepteur de l’EGF dans la réponse à l’infection

à Pseudomonas aeruginosa [18], nous avons testé l’effet du gefitinib, un inhibiteur

de la tyrosine kinase de l’EGFR sur la néogenèse lymphoïde induite par Pseudo-

monas aeruginosa. Malgré l’utilisation d’une dose de 150 mg/kg/j, dont il a été

montré qu’elle permet d’inhiber efficacement la voie de l’EGFR [46], et l’existence

dans notre d’une inhibition de la phosphorylation du récepteur de l’EGF, le pré-

traitement des souris n’a pas empêché l’apparition de follicules lymphoïdes induite

par l’infection à Pseudomonas aeruginosa.

A ce stade, nos données ne permettent donc pas d’identifier les mécanismes molé-

culaires de formation des follicules lymphoïdes en réponse à l’infection bactérienne.

Néanmoins, nos modèles expérimentaux offrent l’opportunité de l’étude des mé-

canismes de la formation des follicules lymphoïdes, soit en utilisant des souris

modifiées génétiquement, soit par une modulation pharmacologique à l’aide d’anti-

corps ou de petites molécules. Les principaux candidats potentiellement impliqués

dans la néogenèse lymphoïde sont IL17, impliqué dans la néogenèse lymphoïde

dans l’étude de Fleige [37], le B-cell Activating Factor (BAFF), et son corollaire a

proliferation-inducing ligand (APRIL), ces deux derniers étant possiblement impli-

qués dans la néogenèse lymphoïde de la BPCO [106] et ayant également une action

de costimulation sur les lymphocytes T [77]. Là encore, des études complémentaires

seront nécessaires pour évaluer le rôle potentiel de ces molécules dans la néogenèse

lymphoïde induite par l’infection bactérienne chronique. Lors de nos études, l’ins-

tillation unique de bactéries vivantes enrobées dans des billes d’agarose a permis

le développement de follicules lymphoïdes en 14 jours. Nos données indiquent que

ces follicules lymphoïdes persistent pendant au moins un mois après l’infection

initiale, avec un nombre d’amas lymphoïdes B et T statistiquement stable entre

J14 et J28. Les mécanismes de la persistance des follicules lymphoïdes restent à
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ce jour non étudiés. Ces modèles offrent la possibilité de proposer une modulation

pharmacologique de la persistance des follicules lymphoïdes dans les poumons.

Par exemple, des expériences proposant l’administration de petites molécules ou

d’anticorps monoclonaux après l’apparition des follicules lymphoïdes pourraient

permettre de mieux comprendre le rôle de ces follicules lymphoïdes dans l’immu-

nité antiinfectieuse.

La néogenèse lymphoïde dans notre modèle s’associe à une inflammation endolumi-

nale importante et évolutive au cours du temps. Ainsi, dans les premiers temps, on

observe un recrutement de cellules de l’immunité innée, puis progressivement l’ap-

parition de cellules de l’immunité acquise. Cette modification du type de cellules

immunitaires, avec par la suite la persistance de cellules de l’immunité adaptative

associée aux follicules lymphoïdes matures est en faveur de la persistance d’une

réaction active à l’infection bactérienne, et non de l’acquisition d’une tolérance

immunitaire.

Il serait également intéressant d’étudier l’effet d’autres traitements fréquemment

utilisés dans la mucoviscidose et les DDB non mucoviscidosiques et plus particu-

lièrement :

— des antibiotiques, qui sont administrés à ces malades sous forme de cures

itératives par voie générale, mais également au long cours sous forme in-

halée chez 38,9% des patients atteints de mucoviscidose en France [142].

Cette administration au long cours pourrait avoir un impact sur la néoge-

nèse lymphoïde induite par l’infection bactérienne chronique.

— des corticoïdes, qui sont administrés en France par voie orale chez environ

10% des patients atteints de mucoviscidose, et par voie inhalée chez presque

40% d’entre eux [142]. Dans la BPCO, il existe des données suggérant un

excès de risque de pneumopathies infectieuses chez les patients sous corti-
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coïdes inhalés, sans que ce risque soit clairement quantifié [35].

— des macrolides, qui permettent de diminuer le nombre d’exacerbations de la

bronchopathie sous-jacente, avec ou sans colonisation à Pseudomonas aeru-

ginosa [4,24,119,120,126,146], et dont l’effet pourrait passer par une action

immunomodulatrice et antiinflammatoire [33,51,58,59,61,64,121,134,148].

Une étude a évalué l’effet de l’azithromycine sur l’inflammation dans un

modèle d’infection bronchique utilisant des billes d’agarose contenant du

Pseudomonas, mais l’étude n’a pas été menée au delà de trois jours d’in-

fection et ne permet donc pas de juger de l’effet de l’azithromycine sur la

néogenèse lymphoïde [135].

4.5 Forces et faiblesses de l’étude

Nos données ont porté sur l’analyse de poumons humains de patients atteints

de mucoviscidose au stade de la greffe, comparés à des patients ayant des dilata-

tions de bronches non mucoviscidosiques ou des témoins non fumeurs. La présence

de follicules lymphoïdes chez les patients est un élément majeur confirmant la per-

tinence d’étudier les mécanismes de la néogenèse lymphoïde dans le contexte infec-

tieux chronique caractéristique de la mucoviscidose et des dilatations de bronches.

Une limitation évidente de ces études humaines, outre le nombre relativement

faible de prélèvements disponibles, est liée aux caractéristiques des malades qui

présentent une maladie très évoluée. Pour des raisons éthiques, il est néanmoins

impossible d’obtenir des prélèvements pulmonaires chez des patients atteints de

mucoviscidose ou de dilatations de bronches moins évoluées : ces patients ne font

pas l’objet de résections pulmonaires et l’étude de biopsies bronchiques est consi-
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dérée comme dangereuse du fait du risque d’hémoptysie massive [17]. Concernant

les études animales, nos données se sont focalisées sur une bactérie à Gram né-

gatif (Pseudomonas aeruginosa) et une bactérie à Gram positif (Staphylococcus

aureus), qui sont les deux principales bactéries en cause dans la mucoviscidose. Le

rôle des autres bactéries fréquemment en cause dans ces pathologies (notamment

Haemophilus influenzae ou Streptococcus pneumoniae) et de la virulence propre à

chaque souche bactérienne reste à ce jour non étudié. Par ailleurs, l’utilisation de

billes d’agarose comme vecteur de prolongation de l’infection nécessite de toujours

comparer les animaux à des animaux instillés avec des billes stériles.

Les données obtenues lors des tentatives de modulation pharmacologique de la

néogenèse lymphoïde induite par Pseudomonas aeruginosa sont d’interprétation

non univoque. Lors du traitement par gefitinib, nous avons montré une inhibition

de la phosphorylation du récepteur de l’EGF, confirmant la neutralisation de la

cible thérapeutique. Néanmoins l’obtention de données comparables n’a pas été

possible lors de l’utilisation des anticorps anti CXCL12 et anti CXCL13, pour

lesquels aucun marqueur de neutralisation de la cible thérapeutique n’était dispo-

nible. Néanmoins, les doses utilisées ont été choisies comme égales ou plus élevées à

celles inhibant la néogenèse lymphoïde intrapulmonaire dans d’autres modèles ex-

périmentaux [7,12]. Il ne semble toutefois pas possible d’administrer des doses plus

importantes aux souris, pour des raisons de tolérance (volume administrable en in-

trapéritonéal) et de coût. Notons par ailleurs que dans l’étude de Baay-Gunzman,

l’anticorps anti CXCL13 était administré par voie intratrachéale, ce qui ne per-

met pas de comparer de façon effective les doses d’anticorps utilisées. L’absence

d’effet des anticorps anti CXCL12 et CXCL13 sur la néogenèse lymphoïde induite

par Pseudomonas aeruginosa peut donc être interprétée soit comme une inhibi-

tion insuffisante de la cible thérapeutique, soit comme l’absence d’implication de

ces molécules dans la néogenèse lymphoïde, soit comme l’existence de mécanismes
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redondants dans lesquels l’inhibition d’une seule chimiokine ne suffit pas à inhiber

le recrutement des lymphocytes et la néogenèse lymphoïde. Des données récentes

obtenues dans notre laboratoire indiquent que le prétraitement des souris par des

anticorps anti CD20 spécifiques de la souris inhibe complètement la formation des

follicules lymphoïdes sans surmortalité, suggérant un rôle important pour les lym-

phocytes B dans la néogenèse lymphoïde.

Ces données indiquent que l’infection bactérienne chronique est suffisante pour

induire une néogenèse lymphoïde et sont pertinentes dans la mucoviscidose, les

DDB non mucoviscidosiques, la BPCO (maladie dans laquelle les patients les plus

sévères sont ceux ayant le plus de follicules lymphoïdes mais également le plus fré-

quemment une infection bactérienne chronique), mais aussi chez les malades ayant

un déficit immunitaire commun variable (DICV), et chez les malades ayant une po-

lyarthrite rhumatoïde, qui ont fréquemment une bronchopathie avec une infection

bactérienne chronique. Une limite de notre étude est toutefois l’absence d’élu-

cidation du rôle de ces follicules dans l’infection bactérienne prolongée : sont-ils

uniquement anti infectieux, protecteurs ou peuvent-ils être délétères à long terme ?

Il semble en effet que leur rôle ne soit pas univoque selon les maladies. Ainsi, les

patients atteints de cancer bronchique non à petites cellules et présentant des folli-

cules lymphoïdes en quantité augmentée présentent une meilleure survie [29] et les

souris déficientes pour CCR7 présentent des follicules lymphoïdes et une atteinte

moins sévère de fibrose pulmonaire en réponse à la bléomycine [133]. La constation

de follicules lymphoïdes dans le DICV et la polyarthrite rhumatoïdes a souvent été

considérée comme un mécanisme immunologique propre à la maladie, alors qu’ils

pourraient être simplement la conséquence de l’exposition aux agents infectieux.

Dans la BPCO, leur rôle n’est pas clair car des phénomènes auto-immuns ont déjà

été suggérés dans cette maladie et les follicules lymphoïdes pourraient ainsi contri-

buer à l’aggravation des lésions [16]. Ces hypothèses sont cependant étudiables
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dans notre modèle en inhibant la formation des follicules lors d’une infection par

un anticorps anti CD20, ou en modulant la persistance des follicules lymphoïdes,

et en regardant les effets sur le remodelage bronchique.

4.6 Perspectives

Comme nous l’avons plus haut, notre modèle permet l’étude des mécanismes de

formation et de maintenance des follicules lymphoïdes intrapulmonaires, et pour-

rait permettre de contribuer à élucider leur rôle dans les bronchopathies chroniques.

Ainsi, il serait intéressant d’étudier la spécificité des anticorps et des lymphocytes

B et T produits en réponse à cette infection bactérienne, pour rechercher l’appa-

rition de phénomènes autoimmuns pouvant contribuer au remodelage bronchique.

Ceci pourrait être réalisé soit par des techniques de microdissection laser, permet-

tant d’isoler les follicules, soit en utilisant le poumon total prélevé au moment du

sacrifice de l’animal, et en isolant les lymphocytes B et T par triage cellulaire.

Ces lymphocytes pourraient ensuite être mis en présence d’antigènes, bactériens

ou non, afin de déterminer leur spécificité.

Par ailleurs, la localisation des follicules en regard des zones d’infection, et sys-

tématiquement sous l’épithélium, rappelle les données de l’étude de Salmon et

coll., qui a montré que la migration des lymphocytes T dans le stroma des tu-

meurs pulmonaires humaines était influencée par l’architecture de la matrice ex-

tracellulaire [122]. Il serait intéressant d’étudier les remaniements de la matrice

extracellulaire induits par l’infection bactérienne, et leur rôle dans la néogenèse

lymphoïde.
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Chapitre 5

Conclusion

Notre travail indique que l’infection bactérienne chronique par P. aeruginosa

ou S. aureus suffit à induire une néogenèse lymphoïde intrapulmonaire en 14 jours.

La localisation péribronchique des follicules lymphoïdes, ainsi que l’expression épi-

théliale des chimiokines lymphocytaires suggèrent un rôle pour l’épithélium res-

piratoire dans la néogenèse lymphoïde en réponse à l’infection bactérienne. Si les

mécanismes de la formation et de la persistance des follicules lymphoïdes dans le

poumon lors de l’infection bactérienne chronique restent non identifiés, les modèles

expérimentaux mis au point dans ces études permettent d’envisager l’étude de ces

mécanismes et de disséquer le rôle des follicules lymphoïdes dans la pathogénie des

bronchopathies chroniques. Ces données contribueront à une meilleure compré-

hension de la physiopathologie des dilatations de bronches, de la mucoviscidose et

des autres bronchopathies chroniques (asthme et BPCO). La poursuite de l’étude

des mécanismes de la néogenèse lymphoïde liée à l’infection bactérienne chronique

pourrait permettre à terme de proposer de nouvelles cibles thérapeutiques de mo-

dulation de cette néogenèse dans les bronchopathies chroniques.
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Chapitre 6

Annexes

6.1 Avis du comité d’éthique animale
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Enregistré auprès du Comité National de Réflexion 
        Ethique sur l’Expérimentation Animale  
             Sous le numéro 34 

 
Président : Daniel ZYTNICKI  

Adresse : Laboratoire de Neurophysique et Physiologie (UMR 8119)  

Université Paris Descartes - 45, rue des Saints-Pères  

75270 Paris Cedex 06  

Tel : 01 42 86 22 85  

Email : daniel.zytnicki @ parisdescartes.fr 

 

Paris, le 7 Février 2013 

 

Pierre-Régis BURGEL  
UPRES EA 2511  

Faculté de médecine Cochin-Port Royal 

24 rue Faubourg Saint-Jacques 

75014 PARIS  

 

AVIS SUR LE DOCUMENT DE SAISINE DU CEEA DEPOSE PAR PIERRE-REGIS 

BURGEL  
 

Saisine : 12-87 
 

Date de saisine : 07/11/2012 
 

Titre du projet : « Immunopathologie de l’infection bactérienne bronchopulmonaire chronique 

chez la souris » 

 
L’objectif du projet est de contribuer à élucider les mécanismes des relations hôte-pathogène, au cours 

de l’infection chronique des voies aériennes inférieures par des bactéries fréquemment isolées dans les 

sécrétions respiratoires, chez les patients atteints de maladies bronchopulmonaires chroniques, afin de 

développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.  

Un modèle d’infection bronchopulmonaire chronique, par instillation intratrachéale de billes d'agarose 

(300-400µm) contenant la souche de Pseudomonas aeruginosa O1 (5.10
5
 CFU par souris), a pour cela été 

développé chez la souris.  
 

 La taille des billes a été choisie pour qu'elles se localisent préférentiellement dans les bronches. Des 

études antérieures ont permis de déterminer la quantité de bactéries à inoculer pour obtenir une infection 

chronique, sans surmortalité précoce. 150µl d'une solution de billes d'agarose à 20% dans du PBS (stériles 

ou contenant la souche bactérienne) sont injectées directement dans la trachée de souris anesthésiées par 

l’injection intrapéritonéale de 0,1 ml/10g d’un mélange de Kétamine (15 mg/ml) et Xylazine (2 mg/ml) à 

l'aide d'une canule à pointe arrondie, introduite à l’entrée de la trachée.  

 La souris anesthésiée est observée attentivement, une augmentation de sa fréquence respiratoire 

témoignant du succès de l’instillation intratrachéale.  
 Les souris sont ensuite placées dans une chambre contenant un air enrichi en oxygène et surveillées 

jusqu’aux premiers signes de réveil (mouvements spontanés).  
 Les souris sont alors placées dans des cages propres sur des portoirs ventilés à raison de 4 à 5 animaux 

par cage selon leur taille. Les animaux sont observés quotidiennement.  

 Compte tenu de l’infection par un pathogène de groupe 2 classe 2, les animaux sont hébergés au sein de la 

zone « A2 » de l'animalerie du site Cochin, sur portoir ventilé, et manipulés sous Poste de Sécurité 

Microbiologique (PSM) de type 2.  





6.2 Article soumis à l’European Respiratory Jour-

nal

132



European Respiratory Journal



    

     Paris, Sep 22th 2016 
 

Bacteria-driven 
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Bacterial infection induced peribronchial lymphoid neogenesis in 

bronchiectasis and in CF may involve airway epithelium. 
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 2

We aimed to characterize lymphoid neogenesis in bronchiectasis and cystic fibrosis (CF) 

lungs and to examine the role of bacterial infection. 

Lymphoid aggregates were examined using immunohistochemical staining and morphometric 

analysis in surgical lung sections obtained from nonsmokers, and patients with bronchiectasis 

or CF. Sterile,  (PA)  or  (SA) coated agarose beads were instilled 

intratracheally in mice. Kinetics of lymphoid neogenesis and chemokine expression were 

examined over 14 days.  

Lymphoid aggregates were scarce in human lungs of nonsmokers, but numerous peribronchial 

lymphoid aggregates containing B lymphocytes, T lymphocytes, germinal centers and high 

endothelial venules were found in bronchiectasis and CF. Mouse lungs contained no lymphoid 

aggregate at baseline. During persistent PA  or SA airway infection peribronchial lymphoid 

neogenesis occurred. At day 14 after instillation, lymphoid aggregates expressed markers of 

tertiary lymphoid organs and the chemokines CXCL12 and CXCL13. The airway epithelium 

was an important site of CXCL12, CXCL13 and IL17A expression, which began at day 1 

after instillation. 

Peribronchial tertiary lymphoid organs are present in bronchiectasis and in CF, and persistent 

bacterial infection triggered peribronchial lymphoid neogenesis in mice. Peribronchial 

localization of tertiary lymphoid organs and epithelial expression of chemokines suggest roles 

for airway epithelium in lymphoid neogenesis. 
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 3

Chronic bacterial infection is the hallmark of lung disease in patients with bronchiectasis 
1
 

and in those with cystic fibrosis (CF) 
2
. Bacterial infection by Gram negative (e.g., 

) and/or Gram positive (e.g., ) promotes airway inflammation and 

structural damage, contributing to disease progression in both diseases 
3, 4

. Host pathogen 

interaction studies in these diseases have often focused on innate immune responses, 

involving airway epithelial responses and recruitment of phagocytes (e.g., neutrophils and 

macrophages) 
3, 5

. However, bronchial biopsies obtained in patients with bronchiectasis 

showed a subepithelial infiltrate that was mostly composed of mononuclear cells, which were 

characterized as being predominantly T lymphocytes 
6, 7

. Moreover, a study of bronchial 

biopsies in CF children has shown that in contrast to the neutrophil dominated inflammation 

present in the airway lumen, lymphocytes accumulates in the bronchial mucosa 
8
. These data 

suggest that the adaptive immune response also contributes to the pathophysiology of 

bronchiectasis and CF. 

The adaptive immune response is initiated in secondary lymphoid organs, such as lymph 

nodes and the spleen, in which T and B lymphocytes clonally expand and are then recruited to 

the site of inflammation 
9
. Secondary lymphoid organs develop during embryogenesis, but 

ectopic lymphoid structures, exhibiting structural similarities with secondary lymphoid organs 

(and called tertiary lymphoid organs) can develop at the mucosal surface after birth 
9 11

. 

Tertiary lymphoid organs are not present in normal lungs 
12

 but have been described in the 

lungs of subjects with chronic airway diseases including asthma 
13

 and chronic obstructive 

pulmonary disease 
14

, and in lung cancer 
15, 16

. Although lymphoid aggregates have long been 

described in some patients with bronchiectasis 
17

 and in patients with severe CF 
18

, it remains 

unknown whether these aggregates are organized into tertiary lymphoid organs, containing 
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 4

distinct B and T cell areas, and germinal centers in which antigen specific adaptive immune 

responses can be initiated 
10, 19

.  

Animal studies have shown that pulmonary tertiary lymphoid organs can be induced by 

stimuli relevant to chronic airway diseases, including allergen 
20

, cigarette smoke 
21

, viral 

infection 
22

 and repeated airway challenges with bacterial products 
23, 24

 or heat inactivated 

bacteria 
25

. However, it remains unclear whether chronic bacterial infection results in the 

development of tertiary lymphoid organs, a process called lymphoid neogenesis. Mechanisms 

leading to lymphoid neogenesis appear to differ among stimuli: antigen
20

, cigarette smoke
26

 

and virus induced
25

 lymphoid neogenesis appeared dependent on the chemokine CXCL13, 

whereas heat inactivated induced lymphoid neogenesis occurred in the absence 

of CXCL13 and required the chemokine CXCL12 
25

. Finally, the development of tertiary 

lymphoid organs in the lung depends on IL17A produced by T cells. 
25, 27

 

In the present study, lymphocytic infiltration was characterized in the lungs of patients with 

bronchiectasis or with CF, as compared with control nonsmokers. Peribronchial lymphoid 

aggregates exhibiting the characteristics of tertiary lymphoid organs were present in patients 

with bronchiectasis and in those with CF. Because bronchiectasis and CF are characterized by 

chronic airway infection, we hypothesized a role for infection in lymphoid neogenesis. 

Therefore, we examined the effects of persistent airway infection by Gram negative (

) or Gram positive ( ) bacteria on lymphocyte recruitment and lymphoid 

neogenesis in mouse airways.  
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 5

 

Human lung specimens were obtained at surgery from 17 patients who underwent lung 

resection for solitary lung cancer (Controls), from 8 patients who underwent lobar resection 

for localized bronchiectasis and from 17 adult CF patients at transplantation (CF). All patients 

were nonsmokers and no bacteria was identified in cultures of bronchial aspirates obtained in 

Control patients. Clinical characteristics of patients are shown in . In 

Controls, only one block of tissue removed in a macroscopically normal area at a distance 

from the cancer was available. In patients with bronchiectasis or CF, tissues were obtained 

from two to three different tissue blocks, whose locations were chosen randomly, to reduce 

the potential sampling bias related to irregular distribution of tissue remodeling. The study 

obtained agreement (# 1072) of the local ethic committee CPP Ile de France II for the use of 

samples of human origin. 

All animal experiments received approval (#CEEA34.PRB.135.12) from the ethical review 

board of Paris Descartes University. Female C57BL/6N mice aged 10 weeks were purchased 

from Harlan (Gannat, France) and housed in conventional conditions. Persistent airway 

infection was obtained by intratracheal instillation of agarose beads containing 

O1 (PAO1; 5x10
5
 CFU/mice) or (SA; a methicillin

sensitive clinical strain isolated from the sputum of a CF patient; 10
7
 CFU/mice), following 

the method described by Martin et al. 
28

. Mice were instilled with sterile, PAO1  or SA coated 

beads and sacrificed at day 1, 4, 7 and 14 after instillation.  
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 6

 

Lungs were removed after flushing 4% paraformaldehyde through the right heart and fixed in 

4% paraformaldehyde. Five µm paraffin sections obtained in human or in mouse lungs were 

immunostained as described previously
29

 for detecting B lymphocytes (CD20+), T 

lymphocytes (CD3+), high endothelial venules (peripheral node adressin, PNAd+), follicular 

dendritic cells, proliferating cell nuclear antigen (PCNA, for the identification of germinal 

centers 
30

), and for CXCL12, CXCL13 and IL17A. Detailed description of the sources of 

primary antibodies, dilutions and unmasking techniques is provided in 

. Biotinylated anti mouse, anti rabbit, anti rat or anti goat Abs (dilution 1:200; Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA) were used for secondary Abs and bound Abs were 

visualized according to standard protocols for avidin biotin peroxidase complex method (Elite 

ABC kit; Vector Laboratories). Tissue sections were counterstained with hematoxylin or 

methyl green (Vector Laboratories).  

In both human and animal studies, quantitative morphometric analysis was performed by two 

independent observers using a light microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) 

connected to a computer 
29

. A lymphoid aggregate was defined as a CD20+ or CD3+ cell 

aggregate that could be detected using low power field (16X). The number of lymphoid 

aggregates was expressed by square centimeter of lung. Volume ratios of epithelium stained 

for CXCL12, CXCL13 and IL17A were determined by point counting, as previously 

described 
29, 31

. 
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 7

Bronchoalveolar lavage (BAL) was performed by flushing 2 ml of saline in mouse lungs and 

BAL fluids (BALFs) were filtered through a 40 m nylon membrane to eliminate agarose 

beads. BALFs were centrifuged at 1600 rpm during 6 minutes at 4°C. Cell pellet was 

suspended in 200 L of phosphate buffered saline containing fetal calf serum and separated in 

two equal parts for assessment of myeloid and lymphoid staining by flow cytometry as 

described previously 
32

. Characterization of hematopoietic cell subsets was performed as 

described in a previous report 
33

 (also see  and description of 

primary antibodies is provided in .  

 

CXCL12, CXCL13 and IL17A protein concentrations in mouse lung homogenates were 

determined using ELISA kits (R&D Systems), according to the manufacturer’s 

recommendations. 

Data obtained from morphometric analysis were analyzed using the non parametric Kruskal–

Wallis test followed by the post hoc Dunn’s test. The interobserver coefficients of variation 

for morphometric measurements were less than 15%. Data obtained from measurements of 

protein concentrations in lung homogenates were analyzed using one way analysis of variance 

(ANOVA) for repeated measurements followed by the post hoc Student Neuman Keuls test 

for multiple comparisons. All analyses were performed by using the Prism 5 software 

(GraphPad Inc., USA). Values of ≤0.05 were considered to indicate statistical significance.
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 8

In the lungs of Control nonsmokers, CD20+ lymphoid aggregates were scarce and small, and 

did not contain germinal centers; they were localized in perivascular or in alveolar space at a 

distance from the bronchi. In the lungs of patients with bronchiectasis or with CF, numerous 

large CD20+ lymphoid aggregates were present, and were predominantly localized adjacent 

to bronchi. In the lungs of patients with bronchiectasis or CF many lymphoid aggregates 

showed characteristics of tertiary lymphoid organs with distinct B cell and T cell areas, high 

endothelial venules and germinal centers (characterized by positive staining for follicular 

dendritic cells FDC  and PCNA). Representative photomicrographs are shown in  

. Quantitative morphometric analysis confirmed markedly increased numbers of 

CD20+, FDC+, and PCNA+ lymphoid aggregates in the lung of patients with bronchiectasis 

or with CF (see ).  

 

In the lungs of Control nonsmokers, immunostaining for CXCL12 and CXCL13 was weak 

and localized in the airway epithelium. In bronchiectasis and in CF lungs, CXCL12 and 

CXCL13 immunostaining were present in peribronchial lymphoid aggregates. Additionally, 

airway epithelium strongly stained for CXCL12 and CXCL13 in ciliated, but not in goblet 

cells. Representative photomicrographs are shown in  and morphometric analysis 

of CXCL12 and CXCL13 staining in airway epithelium in . 

 

Next, we examined the effect of persistent bacterial infection on lymphoid neogenesis in 

mice. A single intratracheal instillation of agarose beads containing PAO1 or SA resulted in 
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bacterial infection that persisted for 14 days (see ). At day 14 after 

instillation of PAO1  or SA coated beads, lymphoid aggregates containing CD20+ B cells and 

CD3+ T cells, CD21+ follicular dendritic cells, PNAd+ high endothelial venules and PCNA+ 

proliferating B cells were found adjacent to bead containing (infected) airways. However, no 

lymphoid aggregate was found in morphologically normal lung at a distance from these 

airways. Similarly, no lymphoid aggregate was found in the airways of mice instilled with 

sterile beads or in those of Control (no instillation) mice. Representative photomicrographs 

are shown in  

.  

Recruitment of myeloid and lymphoid cells in airways during persistent bacterial infection 

were first assessed by flow cytometry in BALF of mice instilled with PAO1 coated beads (see 

. Early response to PAO1 infection involved massive recruitment of granulocytes 

within 24h after instillation, but persistent infection was associated with a subsequent 

decrease in total number of cells in BALF.  At day 4 post instillation, decrease in the number 

of neutrophils was associated with recruitment of other innate immune cells, including 

macrophages, monocytes and NK cells. Airway recruitment of myeloid dendritic cells and 

adaptive immune cells, i.e. B and T lymphocytes began between day 4 and 7 and was 

increased at day 14 after instillation.   

Tissue recruitment of lymphocytes was then analyzed by immunohistochemical staining. 

Within 24h after instillation of PAO1  or SA coated beads, CD20+ B cells were recruited 

adjacent to the epithelium of bead containing airways; during the first week of infection, 

elongated CD20+ lymphoid aggregates were found adjacent to bead containing airways. 

Infection induced recruitment of CD3+ T cells was delayed: CD3+ lymphoid aggregates were 

first identified at day 7 after instillation of PAO1  or SA coated beads and peaked at day 14. 
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 10

Morphometric analysis of the numbers of CD20+ and CD3+ lymphoid aggregates over 14 

days after intratracheal instillation of PAO1  or SA coated beads are presented in 

Representative photomicrographs are shown in Tertiary lymphoid 

organs persisted at least 28 days after instillation ( ). 

In Control (no instillation) mice, CXCL12, CXCL13 and IL17A protein were detectable in 

lung homogenates ( ); only weak immunohistochemical staining was 

found in airway epithelium ( ). 

At day 1 after instillation of PAO1 coated beads, CXCL13 and IL17A, but not CXCL12, 

protein contents were increased in total lung homogenates. Immunohistochemical staining 

showed that airway epithelium was an important site of CXCL12, CXCL13 and IL17A 

expression. Morphometric analysis showed that CXCL12, CXCL13 and IL17A were 

significantly increased in epithelium at day 1 after infection (see ). 

Although epithelial CXCL13 and IL17A remained increased over the 14 days of infection, 

epithelial CXCL12 decreased during persistent infection. CXCL12 and CXCL13, but not 

IL17A, were also expressed in lymphoid aggregates at day 14 after PAO1  or SA infection 

(see representative photomicrographs in ). 
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 11

Peribronchial lymphoid aggregates exhibiting characteristics of tertiary lymphoid organs were 

found in patients with bronchiectasis or with severe CF, while none was observed in Control 

nonsmokers. In mice, persistent bacterial infection with  or  induced 

rapid recruitment of B lymphocytes followed by T lymphocytes around the infected airways. 

Within 14 days of infection, peribronchial lymphoid aggregates showed structural features 

that were characteristic of tertiary lymphoid organs. These data suggest that persistent 

bacterial infection contributes to the lymphoid neogenesis observed in chronic airway 

diseases. 

Lymphoid aggregates containing large amount of B cells were found underneath the airway 

epithelium in all patients with severe CF and in most patients with bronchiectasis. Hubeau et 

al. studied inflammatory cells infiltrating the airway mucosa in 9 CF patients at 

transplantation compared with 3 non CF organ donors and also reported large clusters of B 

cells in the airway wall in CF patients; T cells were also increased in distal airways 
18

. It was 

not determined whether these aggregates exhibited the characteristics of tertiary lymphoid 

organs. Whitwell performed a histochemical study of surgical specimens obtained in patients 

with bronchiectasis and described lymphoid aggregates underneath the airway epithelium
17

, 

without further characterization. Studies based on bronchial biopsies from CF children 
8
 or 

patients with non CF bronchiectasis 
6, 7

 reported increased numbers of T cells 
7, 21

 with only 

occasional clusters of B cells just beneath the airway epithelium 
24

. We suggest that the small 

numbers of B cells in these studies could have been related to a sampling bias as B cells tend 

to cluster in specific subepithelial areas, whereas we found that T cells were more diffusely 

present underneath the epithelium. Our study confirm that large aggregates of B cells are 

present beneath the airway epithelium in patients with bronchiectasis or CF and extend 

previous findings by demonstrating that these lymphoid aggregates contained distinct B and T 
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 12

cells areas, germinal centers, follicular dendritic cells, and high endothelial venules. These 

features are the hallmark of tertiary lymphoid organs, in which local adaptive immune 

response is initiated 
10, 11

. 

Using an animal model, we found that persistent airway infection induced peribronchial 

lymphoid aggregates characterized as tertiary lymphoid organs comparable to that observed in 

patients with bronchiectasis or CF. Indeed both  and triggered 

lymphoid aggregates contained germinal centers, follicular dendritic cells and expressed both 

CXCL12 and CXCL13. These findings differ from those of a recent study by Fleige et al. who 

reported that repetitive inhalations of heat inactivated  induced lymphoid 

aggregates, which were characterized by the absence of follicular dendritic cells or other 

CXCL13 expressing cells in C57BL/6 mice 
25

. These differences are likely explained by 

differences in experimental stimuli and suggest that different stimuli may trigger lymphoid 

neogenesis via distinct mechanisms. Importantly, our model of infection induced lymphoid 

neogenesis largely mimicked expression of CXCL12 and CXCL13 that was found in humans 

with bronchiectasis or CF. Further we found that IL17A, an important player in lymphoid 

neogenesis
27

, was expressed in airway epithelium during persistent bacterial infection in mice. 

Interestingly, IL17A overexpression has been reported in the airway epithelium of CF patients 

34
.  

Strengths of the present study rely on the use of human tissues that allowed description of 

human pathology and mouse models that allowed exploring possible role of persistent 

bacterial infection in the peribronchial lymphoid neogenesis that was found in humans. 

Embedding bacteria in agarose beads that were localized within the airway lumen mimicked 

airway infection in CF airways in which bacteria were localized in mucous plugs within the 

airway lumens 
35

. Localization of the stimulus in the beads allowed studies of the spatial 

relationship between stimulus and lymphoid aggregates, and localization of lymphoid 
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 13

aggregates adjacent to bead containing airways suggested a role for airway epithelium in 

lymphoid neogenesis. This suggestion was further reinforced by the immunolocalization of 

CXCL12, CXCL13, and IL17A in airway epithelium that occurred within 24h after bacterial 

infection. Because infection was triggered using a single intratracheal instillation of bacteria

coated agarose beads, it was possible to examine the kinetics of lymphoid aggregate 

formation, which is impossible in models that use repetitive inhalation of stimuli 
23 25

. We 

also recognize limitations to the present studies. Human surgical tissues were available only 

in patients with severe CF at lung transplantation and the presence of peribronchial lymphoid 

aggregates could not be examined in patients with less severe disease. Similarly, only the 

subset of patients with localized bronchiectasis undergoing lung resection could be examined. 

Finally our study described kinetics of bacteria induced lymphoid neogenesis but did not 

examine the roles of homeostatic chemokines (e.g. CXCL12, CXCL13), IL17A or other 

molecules (e.g., B cell activating factor, BAFF) 
36, 37

, which have been previously implicated 

in lymphoid neogenesis.   

In summary, our data clearly indicate the presence of a local adaptive immune response 

involving peribronchial lymphoid neogenesis in bronchiectasis and CF. Importantly, 

persistent bacterial infection that is also observed in other chronic airway inflammatory 

diseases (e.g., chronic obstructive pulmonary disease)
38

 was sufficient to trigger peribronchial 

lymphoid neogenesis in mice. Although the present study did not examine the role of 

lymphoid aggregates in airway defense against pathogens and/or in disease 

immunopathology
9
, our animal model provide a unique model for studying cellular and 

molecular mechanisms involved in the development of lymphoid aggregates and their 

persistence in the airways. Future studies should particularly focus on possible roles of airway 

epithelium in these processes. 
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 In Control subjects, only 

small and scarce CD20+ lymphoid aggregates (LF, brown color) were found and localized at 

a distance from the bronchi (B), often close to blood vessels (V). In patients with 

bronchiectasis (BCE) and in patients with cystic fibrosis (CF), numerous large CD20+ 

lymphoid aggregates were present and were localized immediately adjacent to bronchi (B), 

underneath the airway epithelium. Original magnification 50X, bar 200 µm. 

Tissue sections were 

double stained for B lymphocytes (CD20, red color) and T lymphocytes (CD3, brown color) 

and adjacent sections were stained for follicular dendritic cells (FDC, brown color), germinal 

centers (PCNA, brown color), and high endothelial venules (PNAd, brown color). Original 

magnification 200X, Bar 50 µm. 

Adjacent tissue sections were immunostained for 

CD20, FDC and PCNA. Lymphoid aggregates with positive staining for CD20, FDC and 

PCNA were counted and total lung surface was measured as described in Methods. Results 

are shown as number of positive lymphoid aggregates per square centimeter of lung surface. 

The number of CD20+ ( ), FDC+ ( ) and PCNA+ ( ) lymphoid aggregates was 

significantly higher in subjects with bronchiectasis (BCE, grey symbols) and CF (solid 

symbols) as compared with Controls (open symbols). Each symbol represents data obtained in 

one patient; Horizontal bars represent medians. *: <0.05 compared with Controls. 
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Adjacent tissue sections were immunostained for 

CD20, CXCL12 and CXCL13. In Controls, only weak staining for CXCL12 and CXCL13 

was observed in the airway epithelium. In subjects with bronchiectasis (BCE) or with cystic 

fibrosis (CF), staining for CXCL12 and CXCL13 was strong and localized in 

CD20+lymphoid aggregates and in the airway epithelium. Original magnification 200X. Bar 

200 µm. :  

Tissue sections were immunostained for CXCL12 and CXCL13. Epithelial 

volume positively stained for CXCL12 ( ) and CXCL13 ( ) and total epithelial volume were 

measured as described in Methods. Results are shown as percentage of positive 

epithelium/total epithelium. CXCL12 and CXCL13 staining percent were significantly higher 

in subjects with bronchiectasis (BEC, grey symbols) compared with Controls (open symbols), 

whereas only CXCL13 immunostaining ( ) was significantly higher in CF patients (solid 

symbols) compared with Controls. Each symbol represents data obtained one patient; 

Horizontal bars represent medians. *, <0.05 compared with Controls.

Tissue 

sections were obtained 14 days after intratracheal instillation of sterile (left), PAO1 coated 

(middle) or SA coated (right) agarose beads. Sections were immunostained (brown color) 

with Ab to B lymphocytes (CD20), T lymphocytes (CD3), follicular dendritic cells (FDC), 

germinal centers (PCNA) or high endothelial venules (PNAd). In mice infected with PAO1 or 

with SA, large CD20+ lymphoid aggregates were found in the subepithelial area of bead

containing airways; CD20+ lymphoid aggregates were surrounded by CD3+ cells and 

contained FDC, germinal centers and high endothelial venules confirming their organization 
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 19

into tertiary lymphoid organs. By contrast, no lymphoid aggregate was observed at a distance 

from bead containing airways in these infected animals. Similarly, no lymphoid aggregate 

was observed in the lung of mice instilled with sterile beads. Original magnification 50X, 

inserts 400X. Arrowheads identify beads within the airways. 

 

. 

Mice were infected with PAO1 coated beads and bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was 

collected at 1, 4, 7 and 14 days after instillation. Flow cytometry was performed in BALF 

using markers (see methods and Supplementary Table 3) for leucocytes (CD45+) cells ( ), 

granulocytes ( ), monocytes/macrophages ( ), CD4+ T cells ( ), CD8+ T cells ( ), γδ T 

cells ( ), natural killer (NK) cells ( ), myeloid dendritic cells ( ) and B cells ( ). Although 

the initial response to PAO1 infection (solid symbols) involved massive recruitment of 

granulocytes, persistence of infection was associated with a decrease in total number of 

leucocytes in BALF with concomitant increase in the numbers of B and T lymphocytes in the 

airways as compared with Control (no instillation, open symbols) mice. Each symbol 

represents data obtained in one animal; Horizontal bars represent medians. *, <0.05 

compared to Controls. 

 

Mice were infected with PAO1  or SA coated beads and were sacrificed at 1, 4, 7 and 14 days 

after instillation. Lung sections were immunostained for B lymphocytes (CD20+) and T 

lymphocytes (CD3+). Lymphoid aggregates were counted using morphometric analysis as 

described in Methods. No lymphoid aggregate was observed in Control (no instillation, open 
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 20

symbols) mice. Instillation of PAO1  or SA coated beads (solid symbols) resulted in an 

increase in both CD20+ ( , ) and CD3+ ( ) lymphoid aggregates. Each symbol 

represents data obtained in one animal; horizontal bars correspond to median; *, <0.05 

compared to Controls.  

Mice infected with PAO1 coated beads (solid bars) were sacrificed at 1, 4 and 14 days after 

instillation and compared with Control (no instillation, open bars) mice. (  ELISA 

measurement of CXCL12 (A), CXCL13 (B) and IL17A (C) proteins in lung homogenates. 

Data are presented as mean±SEM (n=5 animals per group). *, <0.05 compared with 

Controls. 

Lung sections were immunostained using Abs directed against CXCL12, 

CXCL13 or IL17A and morphometric analysis was performed in epithelium as described in 

Methods. Each symbol represents data for one mouse; Horizontal bars represent medians. *, 

<0.05 as compared with Controls. 

Adjacent lung 

sections were immunostained using Abs directed against CD20, follicular dendritic cells 

(FDC), CXCL12, CXCL13 and IL17A. Immunostainings (brown color) showed that CXCL12 

and CXCL13, but not IL17A, were expressed in lymphoid aggregates at day 14 after PAO1  

or SA infection. IL17A was strongly expressed by airway epithelium, but not by lymphoid 

aggregates in both PA and SA infection. Original magnification 100X, Bar 200 µm. 

Page 21 of 33 European Respiratory Journal

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60



Page 22 of 33European Respiratory Journal

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60



Page 23 of 33 European Respiratory Journal

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60



Page 24 of 33European Respiratory Journal

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60



Page 25 of 33 European Respiratory Journal

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60



Page 26 of 33European Respiratory Journal

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60



Page 27 of 33 European Respiratory Journal

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60



1 

 

Justine Frija Masson
1,2,3

, Clémence Martin
1,2,3

, Lucile Regard
1,2,3

, Marie Noëlle 

Lothe
1,2,3

, Lhousseine Touqui
3
, Aurélie Durand

1,4,5
, Bruno Lucas

1,4,5
, Diane Damotte

1,6
, Marco 

Alifano
1,7

, Isabelle Fajac
1,8

, Pierre Régis Burgel
1,2

Page 28 of 33European Respiratory Journal

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60



2 

 

 

, n (%) 11 (65%) 6 (75%) 8 (47%) 

, years (mean ± SD) 67 ± 10 55 ± 16 34 ± 9 

 % predicted 100 ± 18 78 ± 35 22 ± 6 

n

Phe508del / Phe508del 

Phe508del / Other 

Other 

 

Unknown 

Unknown 

Unknown 

 

Unknown 

Unknown 

Unknown 

 

10 

5 

2 

n

 

 

0 

0 

0 

0 

0 

4
 

2 

0 

2 

1 

16 

16 

0 

0 

1 

*, Some patients displayed colonization with two or more pathogens; FEV1: Forced expiratory 

volume in one second, CFTR: Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 

Human CD20 Mouse monoclonal Dako M0755 1:200 Citrate microwave 

Human CD3 Rabbit polyclonal Dako A0452 1:200 Citrate microwave 

Human FDC Mouse monoclonal Dako M7157 1:50 Citrate microwave 

Human PNAd Rat monoclonal Santa Cruz sc19602 1:50 None 

Human PCNA Rabbit polyclonal Calbiochem PC474 1:200 None 

Human CXCL12 Rabbit polyclonal Santa Cruz Sc28876 1:50 Citrate microwave 

Human CXCL13 Goat polyclonal R&D AF801 1:50 Citrate microwave 

 

Mouse CD20 Goat polyclonal Santa Cruz sc7735 1:250 None 

Mouse CD3 Rat monoclonal Santa Cruz sc101442 1:200 Protease 

Mouse FDC Rat monoclonal BD Pharmingen Antigen M1 1:50 Protease 

Mouse PNAd Rat monoclonal BD Pharmingen 553863 1:50 None 

Mouse PCNA Rabbit polyclonal Calbiochem PC474 1:200 Protease 

Mouse CXCL12 Rabbit polyclonal Santa Cruz sc28876 1:50 Citrate microwave 

Mouse CXCL13 Goat polyclonal R&D AF470 1:20 Citrate microwave 

Mouse IL 17A Rabbit polyclonal Santa Cruz sc7927 1:50 None 
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3 

 

  

Granulocytes CD45
+
 CD11b

+
 CD11c  NK1.1  Ly 6G

+
 

Monoctes/Macrophages CD45
+
 CD11b

+
 CD11c  NK1.1  Ly 6G  Ly 6C  

CD4+ Tcells CD45
+
 CD4

+
 CD8  TCRβ

+
 

CD8+ Tcells CD45+ CD4  CD8+ TCRβ+  

γδ T cells CD45
+
 CD4  TCRγδ

+
 

Myeloid dendritic cells CD45
+
 CD11b

+
 CD11c

+
 Ly 6C  

B cells CD45
+
 CD19

+
 

    

Ly6C biotinylated BD Pharmingen 557359 1:100 

SAV PB Invitrogen S11222 1:600 

CD11b APC eBioscience 170112832 1:200 

CD11c PE Cy7 BD Pharmingen 558079 1:100 

NK1.1 PE BD Pharmingen 557391 1:100 

Ly6G FITC BD Pharmingen 551460 1:100 

CD45 Pcp Cy5.5 BD Pharmingen 550994 1:100 

    

TCRß biotinylated BD Pharmingen 553169 1:100 

SAV PE Cy7 BD Pharmingen 557598 1:100 

CD4 PB BD Pharmingen 558107 1:100 

CD8 APC H7 MACS 130096602 1:50 

CD19 FITC BD Pharmingen 553785 1:100 

NK1.1 Pcp Cy5.5 BD Pharmingen 551114 1:100 

TCRgd PE BD Pharmingen 553178 1:100 

CD45 APC BD Pharmingen 559864 1:100 

 

 

 

Mice were instilled with PAO1  or SA coated agarose beads (as described in Methods) and 

sacrifices at day 1, 4, 7 and 14 after instillation. After sacrifice lungs were removed under 

sterile conditions, homogenized in 0.5 ml of saline, and ten fold dilutions of lung 

homogenates were plated on ampicilline free lysogeny broth culture medium for 24 hours at 

37°C before bacterial count. N≥5 animals/experimental condition. Bars shows SEM. 

 

 

Mice were instilled with PAO1  or SA coated agarose beads (as described in Methods) and 

sacrifices at day 1, 4, 7 and 14 after instillation. Section were stained (brown color) with Abs 

to CD20 to identify B lymphocytes or to CD3 to identify T lymphocytes. B and T 
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4 

 

lymphocytes were recruited in the peribronchial space during bacterial infection. 

Interestingly, B lymphocytes were recruited earlier than T lymphocytes. 
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Titre : Néogenèse lymphoïde induite par l’infection bactérienne bronchopulmonaire
chronique.
Résumé : Introduction : Les follicules lymphoïdes (FL) sont absents du poumon normal
mais ont été décrits dans les poumons de patients atteints de mucoviscidose ou de dilata-
tions de bronches non mucoviscidosiques, suggérant un rôle pour l’infection bronchique
dans la néogenèse lymphoïde (NL). Nous avons étudié la dynamique de la néogenèse
lymphoïde dans l’infection bactérienne.
Méthodes : Les souris C57BL/6 ont reçu une instillation intratrachéale de billes d’aga-
rose contenant du PAO1 ou du S. aureus (106 CFU/animal) permettant une infection
prolongée et ont été comparées à des souris contrôles (billes stériles ou absence de billes).
Les souris ont été sacrifiées à J1, J4, J7 et J14.
Résultats : L’instillation unique de billes d’agarose contenant du PAO1 ou du S. aureus

induit en 14 jours des FL fonctionnels situés sous l’épithélium en regard des zones d’infec-
tion. Le marquage pour CXCL12 et CXCL13 est faible chez contrôles, mais présent dans
l’épithélium (CXCL13) dès J1 et présent également dans les FL (CXCL12 et CXCL13)
à J14 chez les souris infectées. Le traitement des souris par un anticorps anti CXCL12
ou anti CXCL13 n’inhibe pas la formation des FL induite par l’infection à PAO1.
Conclusion : Nos données suggèrent un rôle pour l’infection bactérienne prolongée et
l’épithélium respiratoire dans la NL des bronchopathies chroniques. Notre modèle per-
met d’évaluer les mécanismes de la formation et de persistance des FL dans le poumon.

Title : Intrapulmonary lymphoid neogenesis induced by prolonged bacterial airway in-
fection in mice.
Abstract : Introduction : Lymphoid follicles (LF) are absent in normal lungs, but are
described in lungs of subjects with cystic fibrosis (CF) or non-CF bronchiectasis, sug-
gesting a role for bacterial infection in lymphoid neogenesis. We aimed to study the
dynamic of pulmonary lymphoid neogenesis (LN) during bacterial infection.
Methods : C57BL/6 mice were instilled intratracheally with PAO1- or S. aureus-coated
(1.106 CFU/mouse) agarose beads (which produced prolonged airway infection) and
compared to controls (sterile beads or no instillation). Mice were sacrificed on day (d)1,
d4, d7, and d14 after instillation.
Results : Chronic pulmonary infection with PAO1 or S. aureus induced organised LF
in 14 days after a single challenge with PAO1- or S. aureus-coated beads. Bacteria-
induced LF were exclusively localized in the subepithelium of infected airways. Staining
for CXCL12 and CXCL13 was weak in airway epithelium of controls, but was positive
in airway epithelium (CXCL13) at 1 day and in LF (both) of infected mice at 14 days.
Treatment with anti CXCL12 or anti CXCL13 Ab did not reduce LN induced by PAO1
infection.
Conclusions : Chronic bacterial infection and respiratory epithelium could contribute to
LN in chronic airway diseases. Our unique model allows to study mechanisms for the
formation and maintenance of lung LF.

Mots-clés : Néogenèse lymphoïde, iBALT, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus, immunité adaptative, CXCL12, CXCL13, mucoviscidose, BPCO
Keywords : Lymphoid neogenesis, iBALT, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus, CXCL12, CXCL13, cystic fibrosis, COPD


