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AVANT PROPOS  

« UŶ ŵatiŶ, au soƌtiƌ d͛uŶ ƌġǀe agitĠ, Gƌegor Saŵsa s͛Ġǀeilla tƌaŶsfoƌŵĠ daŶs soŶ lit eŶ uŶe 

véritable vermine. » C͛est aiŶsi Ƌue ĐoŵŵeŶĐe l͛œuǀƌe de Franz Kafka, La Métamorphose. 

Une ambiance très particulière règne dans ce roman autour de cette intrigue qui prend une 

dimension assez indescriptible et qui laisse le lecteur perplexe et plein de questions.  

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) et le syndrome de détresse respiratoire aiguë 

;SD‘AͿ de l͛adulte ĐƌĠeŶt daŶs uŶe ĐeƌtaiŶe ŵesuƌe uŶe atŵosphğƌe Đoŵpaƌaďle pouƌ les 

patieŶts, les ŵĠdeĐiŶs et les ĐheƌĐheuƌs, aǀeĐ eŶĐoƌe ďeauĐoup d͛iŶteƌƌogatioŶs. Ces 

pathologies du poumon profond reposent sur des phénomènes cellulaires dans lesquels la 

cellule épithéliale alvéolaire (CEA) est un des « personnages principaux ». L͛hǇpoǆie 

alvéolaire observée dans ces phénomènes pourrait être non seulement la conséquence mais 

aussi la cause de certaines étapes de la pathogĠŶie de Đes affeĐtioŶs. L͛aďseŶĐe de 

traitement efficace dans chacune de ces affections appelle des thérapeutiques innovantes et 

la thérapie cellulaire à base de cellules souches mésenchymateuses (CSM) allogéniques 

constitue dans ce contexte une approche particulièrement séduisante, du fait des résultats 

tƌğs pƌoŵetteuƌs oďteŶus daŶs diǀeƌs ŵodğles aŶiŵauǆ d͛agƌessioŶs alǀĠolaiƌes aiguës ou 

fiďƌosaŶtes. NĠaŶŵoiŶs, uŶe ŵeilleuƌe ĐoŶŶaissaŶĐe des ŵĠĐaŶisŵes d͛aĐtioŶ des CSM daŶs 

ces pathologies est nécessaire pour optimiser leur utilisation thérapeutique chez les 

patients. En particulier, le rôle potentiel des CSM vis-à-vis des CEA « agressées » Ŷ͛a ĠtĠ Ƌue 

très peu documenté, malgré le rôle pivot joué par les CEA au cours du SDRA et de la FPI. 

Ce travail de thèse a donc eu pour objectif général de caractériser in vitro les effets 

paƌaĐƌiŶes des Đellules souĐhes ŵĠseŶĐhǇŵateuses suƌ les CEA souŵises à l͛hǇpoǆie, d͛uŶe 

paƌt daŶs uŶ ŵodğle d͛agƌessioŶ aiguë des CEA eǆposĠes à uŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt iŶflaŵŵatoire 

et hǇpoǆiƋue ŵiŵaŶt le ŵilieu alǀĠolaiƌe du SD‘A, et d͛autƌe paƌt daŶs uŶ ŵodğle d͛hǇpoǆie 

chronique conduisant à des phénomènes de transformation épithélio-mésenchymateuse 

comme décrits au cours de la FPI. Dans ces deux modèles, nous avons cherché à comprendre 

le ƌôle de l͛hǇpoǆie et suƌtout l͛effet ďĠŶĠfiƋue des Đellules souĐhes ŵĠseŶĐhǇŵateuses daŶs 

cette ou ces « métamorphoses »… 
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RÉSUMÉ 

La fiďƌose pulŵoŶaiƌe idiopathiƋue ;FPIͿ et le sǇŶdƌoŵe de dĠtƌesse ƌespiƌatoiƌe aiguë ;SD‘AͿ de l͛adulte 

constituent des affections sévères et létales du poumon profond associées à une hypoxie alvéolaire, pour 

lesquelles les ressources thérapeutiques sont limitées. La thérapie cellulaire utilisant des cellules souches 

mésenchymateuses humaines (CSMh) est actuellement envisagée dans ces pathologies, mais les mécanismes 

d͛aĐtioŶ des CSMh ƌesteŶt à ĠluĐideƌ. Nous aǀoŶs testĠ in vitro l͛hǇpothğse seloŶ laƋuelle les CSMh pouƌƌaieŶt 

eǆeƌĐeƌ uŶ effet ĐǇtopƌoteĐteuƌ paƌaĐƌiŶe suƌ les Đellules ĠpithĠliales alǀĠolaiƌes ;CEAͿ souŵises à l͛hǇpoǆie.  

Dans une première étude, nous avoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛eǆpositioŶ aiguë de CSMh dĠƌiǀĠes de ŵoelle osseuse 

à un environnement inflammatoire (traitement par cytomix constitué de TNF, d͛IŶteƌfĠƌoŶ  et d͛IŶteƌleukiŶe 

1) et hypoxique (3% O2) mimant le microenvironnement alvéolaire du SDRA ne modifiait pas le phénotype ou 

la viabilité des cellules mais induisait des modifications de leur secretome, notamment de facteurs connus pour 

réguler le transport trans-ĠpithĠlial alǀĠolaiƌe de sodiuŵ ;NaͿ et la ƌĠaďsoƌptioŶ de l͛œdğŵe alǀĠolaiƌe : IL1-ra, 

PGE2 et KGF. Le milieu de culture des CSMh (MC-CSMhͿ, Ƌu͛il soit oďteŶu eŶ Ŷoƌŵoǆie ou eŶ hǇpoǆie-cytomix, 

pƌĠǀeŶait l͛augŵeŶtatioŶ de la peƌŵĠaďilitĠ ĠpithĠliale des CEA pƌiŵaiƌes de ƌat ĐultiǀĠes suƌ suppoƌt seŵi-

peƌŵĠaďle et eǆposĠes à l͛hǇpoǆie et au cytomix. Le MC-CSMh provenant de CSMh cultivées en normoxie 

pƌĠǀeŶait l͛iŶhiďitioŶ du tƌaŶspoƌt tƌaŶsĠpithĠlial alǀĠolaiƌe de Na eŶ ƌestauƌaŶt l͛eǆpƌessioŶ à la suƌfaĐe de la 

sous-unité  du canal sodique épithélial ENaC, tandis que le MC-CSMh obtenu sous hypoxie-cytomix Ŷ͛aǀait pas 

d͛effet pƌoteĐteuƌ. La sĠĐƌĠtioŶ de KeƌatiŶocyte Growth Factor (KGF) par les CSMh était indispensable à leur 

effet protecteur.  

DaŶs uŶe seĐoŶde Ġtude, Ŷous aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌu͛uŶe eǆpositioŶ pƌoloŶgĠe à l͛hǇpoǆie telle Ƌue ƌeŶĐoŶtƌĠe  

au cours de la FPI induisait des modifications phénotypiques des CEA de rat évocatrices de transition épithélio-

ŵĠseŶĐhǇŵateuse ;TEMͿ aǀeĐ peƌte pƌogƌessiǀe d͛eǆpƌessioŶ des ŵaƌƋueuƌs ĠpithĠliauǆ ;TTFϭ, AQPϱ, )O-1 et 

E-CadhĠƌiŶeͿ ĐouplĠe à l͛appaƌitioŶ tardive de marqueurs mésenchymateux (-SMA et Vimentine). Ces 

ŵodifiĐatioŶs phĠŶotǇpiƋues s͛aĐĐoŵpagŶaieŶt de l͛eǆpƌessioŶ à la phase iŶitiale de l͛hǇpoǆie de faĐteuƌs de 

tƌaŶsĐƌiptioŶ iŵpliƋuĠs daŶs la TEM ;SNAIϭ, TWISTϭ et )EBϭͿ ou iŶduits paƌ l͛hǇpoǆie ;HIF-1 et HIF-2et de 

protéines induisant la TEM (TGF1 et CTGF). La co-culture des CEA avec des CSMh en fond de puits prévenait 

les ŵodifiĐatioŶs phĠŶotǇpiƋues iŶduites paƌ l͛hǇpoǆie aiŶsi Ƌue l͛eǆpƌessioŶ des faĐteuƌs pƌo-TEM TWIST1, 

ZEB1, TGF1 et CTGF. Là encore, le KGF était au moins en partie responsable des effets protecteurs des CSMh.  

Ces deuǆ Ġtudes iŶdiƋueŶt Ƌue les CSMh soŶt susĐeptiďles d͛eǆeƌĐeƌ des effets ĐǇtopƌoteĐteuƌs paƌaĐƌiŶes 

vis-à-ǀis des CEA souŵises à l͛hǇpoǆie aiguë ou pƌoloŶgĠe, eŶ liŵitaŶt d͛uŶe paƌt les effets de dĠlĠtğƌes de 

l͛hǇpoǆie suƌ les pƌopƌiĠtĠs de tƌaŶspoƌt ǀeĐtoƌiel de Na et eŶ pƌĠǀeŶaŶt d͛autƌe paƌt les ŵodifiĐatioŶs 

phénotypiques évocatrices de TEM. La sécrétion par les CSMh de KGF, facteur de croissance épithélial bien 

connu pour ses effets bénéfiques sur les CEA, explique en partie les effets protecteurs paracrines  des CSMh. 

Nos résultats suggèrent que les effets cytoprotecteurs des CSMh vis-à-vis des CEA pourraient contribuer aux 

effets bénéfiques des CSMh observés in vivo daŶs diffĠƌeŶts ŵodğles aŶiŵauǆ d͛agƌessioŶs alǀĠolaiƌes aiguës 

ou à tendance fibrosante.  
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INTRODUCTION    

I. LES GRANDES FONCTIONS DES CELLULES EPITH ÉLIALES ALVÉOLAIRES 

Le ƌôle esseŶtiel du pouŵoŶ est d͛assuƌeƌ les ĠĐhaŶges gazeuǆ eŶtƌe l͛aiƌ et l͛oƌgaŶisŵe. La 

respiration normale intègre deux composantes majeures, la ventilation à travers les voies de 

conduction (de la trachée aux bronchioles) et la diffusion des gaz dans le parenchyme 

pulmonaire, au sein de l͛uŶitĠ alǀĠolo-capillaire [Figure 1], doŶt l͛iŶtĠgƌitĠ est ŵise à ŵal 

dans les pathologies du poumon profond.  

 

 

 

 

 

Figure 1 : La structure alvéolo-Đapillaiƌe (ŵodifiĠ d’apƌğs (Weibel 1997)). A. Histologie du 

poumon profond en microscopie optique (coloration hématine éosine, x 90). B. Microscopie 

électronique à transmission d͛uŶe ĐloisoŶ alǀĠolaiƌe (aimablement fournie par le Pr P. Soler). 

C. Détail de la membrane alvéolo-capillaire. Abréviations : A  alvéole, AS  sac alvéolaire, CA  

canal alvéolaire,  BT bronchiole terminale, V veinule. 

 

 

A.                                                                                                                       B. 

C. 
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LES CELLULES EPITHELIALES ALVEOLAIRES  

L͛ĠpithĠliuŵ alǀĠolaiƌe est ĐoŶstituĠ par les cellules épithéliales alvéolaires (CEA) en 

monocouche, les pneumocytes de type I et les pneumocytes de type II avec une proportion 

ƌespeĐtiǀe d͛uŶ tieƌs et deuǆ tieƌs.   

Les pneumocytes de type I sont des cellules larges et très aplaties (0,1 à 0,2 µm) reposant sur 

une membrane basale partagée au niveau de la barrière air-sang par les cellules 

endothéliales capillaires. Ces pneumocǇtes I soŶt iŵpliƋuĠs ŶoŶ seuleŵeŶt daŶs l͛ĠĐhaŶge 

des gaz, mais aussi dans le maintien du fluide de surface alvéolaire (hypophase) grâce à 

l͛eǆpƌessioŶ de ĐaŶauǆ sodiƋues ENaC ;Epithelial Na+ ChaŶŶelͿ et d͛uŶe sodiuŵ-potassium 

adénosine triphosphatase (Na/K ATPase) (Johnson, Widdicombe et al. 2002). Bien Ƌu͛ils Ŷe  

représentent Ƌue ϴ% des Đellules d͛uŶ pouŵoŶ Ŷoƌŵal adulte, les pŶeuŵoĐǇtes I ĐouǀƌeŶt 

environ 95% de la surface épithéliale alvéolaire (Crapo, Barry et al. 1982). Ils sont 

ĐaƌaĐtĠƌisĠs paƌ l͛eǆpƌessioŶ de ŵaƌƋueuƌs « spécifiques » tels Ƌue l͛aƋuapoƌiŶe ϱ ;AQPϱͿ, la 

protéine T1alpha ou encore la cavéoline 1 (Herzog, Brody et al. 2008). L͛AQPϱ est uŶe 

protéine trans-membranaire de 27-34 KDa présente à la surface apicale de la cellule. Son 

eǆpƌessioŶ peut ġtƌe ŵodulĠe paƌ l͛hǇpeƌoǆie ou les solutioŶs hǇpeƌtoŶiƋues taŶdis Ƌue le 

keratinocyte growth factor (KGF) eŶtƌaiŶe uŶe ďaisse d͛eǆpƌessioŶ. La délétion du gène de 

l͛AQPϱ Ŷ͛a pas de ĐoŶsĠƋueŶĐe suƌ l͛hĠŵatose daŶs uŶ ŵodğle ŵuƌiŶ (Ma, Fukuda et al. 

2000). En revanche, la souris invalidée pour le gène codant pour la protéine T1-alpha, autre 

marqueur caractéristique de ces cellules (Chen, Chen et al. 2004), Ŷ͛est pas ǀiaďle et ŵeuƌt 

d͛asphǇǆie à la ŶaissaŶĐe (Herzog, Brody et al. 2008). Enfin, les pneumocytes I contiennent la 

cavéoline 1 (Maniatis, Chernaya et al. 2012), protéine transmembranaire participant à la 

constitution des cavéoles, microvésicules de 50-100 nm. Elle iŶteƌǀieŶt daŶs l͛iŶaĐtiǀatioŶ et 

la séquestration de récepteurs dans des sous-compartiments de la membrane cellulaire et 

joue ainsi un rôle important dans les transports intra-cellulaires et les échanges inter-

cellulaires (Liu, Rudick et al. 2002; Cohen, Hnasko et al. 2004).  

Les pneumocytes de type II, cellules cuboïdes, sont plus nombreuses et constituent 15% de 

l͛eŶseŵďle des Đellules du pouŵoŶ, ŵais ne couvrent que 5% de la surface de l͛ĠpithĠliuŵ 

alvéolaire (Crapo, Barry et al. 1982). Les propriétés de ces cellules sont nombreuses avec un 
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rôle dans la défense immunitaire innée à travers les apoprotéines du surfactant du type 

collectines, uŶ ƌôle daŶs l͛hoŵĠostasie du fluide alǀĠolaiƌe aiŶsi Ƌu͛uŶ ƌôle de pƌogĠŶiteuƌ de 

pneumocytes I. Ces cellules sont caractérisées par la présence dans leur cytoplasme de corps 

lamellaires, organites de  stoĐkage du suƌfaĐtaŶt Ƌu͛elles pƌoduiseŶt. DaŶs le pouŵoŶ adulte 

normal, quelques macrophages alvéolaires peuvent être observés dans la lumière alvéolaire.   

Les fiďƌoďlastes de l͛iŶteƌstitiuŵ ĐoŶstitueŶt ϯϬ-ϰϬ% de l͛eŶseŵďle des Đellules du pouŵoŶ 

profond et contribuent à la production de sa fine charpente matricielle. Au cours du 

développement, les cellules mésenchymateuses stromales jouent un rôle essentiel dans 

l͛oƌgaŶogĠŶğse, l͛aŶgiogeŶğse et la ŵatuƌatioŶ Đellulaiƌe. Elles synthétisent le collagène I et 

expriment l͛alpha-actine de type muscle lisse (α-SMA) caractéristiques également des  

myofibroblastes présents dans le poumon adulte pathologique et non des fibroblastes du  

poumon normal.  

Le dialogue entre les CEA et les fibroblastes repose avant tout sur leur proximité physique 

bien visible en microscopie électronique (Adamson and King 1984; Adamson and King 1984; 

Adamson, Young et al. 1988; Adamson, Hedgecock et al. 1990). Leurs interactions ont été 

évaluées essentiellement dans le cadre de la morphogénèse pulmonaire par des modèles de 

co-culture in vitro avec des fibroblastes. Dans ces modèles, les pneumocytes de type II 

ƌesteŶt diffĠƌeŶĐiĠs aǀeĐ uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes du suƌfaĐtaŶt, eŶ 

partie liée à la production de KGF par les fibroblastes (Shannon, Pan et al. 2001). Les 

médiateurs paracrines impliqués dans ce dialogue comptent notamment la prostaglandine 

E2 (PGE2), issue des CEA et ayant pour effet la répression de la prolifération fibroblastique et 

les facteurs de croissance émanant des fibroblastes HGF (hepatocyte growth factor) et KGF, 

ayant essentiellement un rôle protecteur des CEA.   

LA FONCTION DE BARRIERE EPITHELIALE   

La peƌŵĠaďilitĠ de l͛ĠpithĠliuŵ alǀĠolaiƌe auǆ petites molécules hydrophiles est environ 100 

fois plus faiďle Ƌue Đelle de l͛eŶdothĠliuŵ Đapillaiƌe pulŵoŶaiƌe. CeĐi est dû d͛uŶe paƌt à la 

grande surface occupée par les pneumocytes I qui raréfie les jonctions intercellulaires, et 

d͛autƌe paƌt auǆ jonctions intercellulaires elles-mêmes [Figure 2]: de type jonctions serrées 
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ou zonula occludens, jonctions de type zonula adherens, desmosomes et jonctions 

communicantes ou gap junctions.   

 

  

Figure 2 : Schéma des jonctions inter-cellulaires ;d͛apƌğs (Koval 2013) et (Lamouille, Xu et 

al. 2014)). Abréviations : ZO Zonula occludens, Cell cellule, aPKC, atypical protein kinase C; 

DLG, discs large; LGL, lethal giant larvae; PALS1, protein associated with Lin-7 1; PATJ, PALS1-

associated tight-junction protein. 

 

Les jonctions serrées situées au pôle apical des cellules sont composées de protéines 

tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌes telles Ƌue les ĐlaudiŶes et l͛oĐĐludiŶe, de pƌotĠiŶes d͛aŶĐƌage au 

cytoplasme que sont les protéines ZO1, ZO2 et ZO3 (ZO pour zonula occludens), liées elles-

mêmes au ĐǇtosƋuelette d͛aĐtiŶe (Tsukita, Furuse et al. 2001). Elles forment une ceinture au 

pôle apico-latéral des cellules épithéliales, limitant ainsi les transports paracellulaires de 

solvant et de solutés. Elles assurent également la polarité cellulaire en séparant le pole 

apical du pole basolatéral avec une distribution asymétrique des composants cellulaires.  

Les zonula adherens situées immédiatement sous les jonctions serrées, sont formées par des 

cadhérines, essentiellement et notamment la Cadhérine-E, reliées au ĐǇtosƋuelette d͛aĐtiŶe 

via entre autres des caténines (Yamada and Nelson 2007). L͛iŵpoƌtaŶĐe des foƌĐes de liaisoŶ 

associant les caténines aux cadhérines dépend du degré de phosphorylation des caténines. 

Des signaux intracellulaires peuvent ainsi conduire au désassemblage de ces jonctions par 
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dĠfaut d͛iŶteƌaĐtioŶ ĐatĠŶiŶe-ĐadhĠƌiŶe. D͛autƌes sigŶauǆ iŶtƌaĐellulaiƌes, eŶ paƌtiĐulieƌ les 

guanosine triphosphate hydroxylases (GTPases), peuvent également perturber la fonction 

des cadhérines, et en particulier l͛E (epithelial) - Cadhérine.  

Les desmosomes sont constitués de protéines transmembranaires de type cadhérines 

(desmocollines et desmogleines) et de protéines de la plaque cytoplasmique 

(desmoplakines). Ils sont liés au cytosquelette par des filaments de cytokeratine. Les 

desmosomes forment ainsi un réseau de cytokeratine participant à la cohésion 

architecturale du tissu épithélial permettant de lutter contre les forces de traction 

mécanique.   

Les jonctions communicantes (gap junctions) sont formées de molécules 

transmembranaires, formant des canaux appartenant à la famille des connexines. Elles 

peƌŵetteŶt le passage d͛eau, d͛ioŶs et de ŵĠtaďolites ;inferieurs à 1500Da), entre cellules 

adjacentes (Falk 2000).  

L͛aŶĐƌage de l͛ĠpithĠliuŵ à la ŵeŵďƌaŶe ďasale iŵpliƋue des hémidesmosomes constituées 

d͛intégrines hétérodimériques et d͛uŶe plaƋue deŶse ĐoŵposĠe de desŵoplakiŶe.  

Les intégrines sont des molécules d͛adhésion cellulaire et des récepteurs transmembranaires 

qui lient le cytosquelette à la matrice extra-cellulaire. Il s͛agit d͛hétérodimères composés de 

sous-unités α et β (18 sous-unités α and 8 sous-unités β) (Hynes 1992). EŶ plus de l͛adhĠsioŶ 

à la membrane basale, elles régulent les processus fondamentaux des cellules comme la 

différentiation, la prolifération ou encore la migration cellulaire. 

 

HOMEOSTASIE LIQUIDIENNE DES ALVEOLES PULMONAIRES   

SCHEMA GENERAL DES TRANSPO‘TS D͛IONS ET D͛EAU PA‘ L͛EPITHELIUM ALVEOLAIRE  
 

La qualité des échanges gazeux alvéolo-capillaires nécessite  que le volume de liquide du film 

alvéolaire à la surface des CEA (épaisseur ~ 200 nm) contenant des électrolytes, notamment 

des ions sodium (Na+) et chlorures (Cl-), appelé hypophase alvéolaire, soit contrôlé. Le 

ǀoluŵe de l͛hǇpophase est essentiellement ƌĠgulĠ paƌ uŶ tƌaŶspoƌt ǀeĐtoƌiel aĐtif d͛ioŶs Na+ 
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de l͛hǇpophase ǀeƌs l͛iŶteƌstitiuŵ pulŵoŶaiƌe (Matthay, Landolt et al. 1982) (Basset, Crone 

et al. 1987; Basset, Crone et al. 1987; Matthay, Clerici et al. 2002), couplé secondairement à 

un passage passif essentiellement para cellulaire d͛ioŶs Cl- dans le même sens, et à une 

ƌĠaďsoƌptioŶ d͛eau du fait du gƌadieŶt osŵotiƋue localement créé. Les ions Na+ pénètrent 

passivement au pôle apical des CEA du fait d͛uŶ gƌadieŶt ĠleĐtƌoĐhiŵiƋue faǀoƌaďle grâce 

pƌiŶĐipaleŵeŶt au ĐaŶal sodiƋue ĠpithĠlial seŶsiďle à l͛aŵiloƌide ENaC ;Epithelial Na+ 

Channel) (Canessa, Horisberger et al. 1993) (Canessa, Schild et al. 1994) et à des canaux 

cationiques CNG (Cyclic Nucleotide-Gated channels) sensibles au pimozide. Ils sont ensuite 

activement extrudĠs ǀeƌs l͛iŶteƌstitiuŵ paƌ des sodium-potassium adénosine 

triphosphatases (Na, K-ATPase) localisées au pôle basolatéral des pneumocytes I et II [Figure 

3]. En situation normale, les ions Cl- sont principalement réabsorbés par voie paracellulaire. 

NĠaŶŵoiŶs, sous l͛effet des ĐatĠĐholaŵiŶes ĐiƌĐulaŶtes pƌoduites eŶ ĐoŶditioŶ de stƌess, les 

ions chlorures peuvent être réabsorbés par voie transcellulaire grâce à des canaux de type 

CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) situés dans la membrane 

apiĐale des pŶeuŵoĐǇtes I et II. La ƌĠaďsoƌptioŶ de l͛eau peut se faiƌe paƌ ǀoie paƌaĐellulaire 

ou via des AQP5, très richement exprimées par les pneumocytes I.  

La ƌĠaďsoƌptioŶ d͛ioŶs et d͛eau paƌ l͛ĠpithĠliuŵ alǀĠolaiƌe, eŶĐoƌe appelĠe ĐlaiƌaŶĐe du 

fluide alvéolaire, est particulièrement importante à la naissance, lorsque le nouveau-né doit 

éliminer très rapidement le fluide présent dans les alǀĠoles peŶdaŶt la ǀie fœtale. Il a aiŶsi 

ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶǀalidatioŶ Đoŵplğte de la sous-unité  du canal ENaC chez la souris 

inhibant le transport trans-ĠpithĠlial d͛ioŶs Na+ induisait un décès par détresse respiratoire 

des souriceaux nouveau-nés dans les 40 heures suivant la naissance par impossibilité de 

ĐlaiƌaŶĐe du fluide alǀĠolaiƌe fœtal (Hummler, Barker et al. 1996). La clairance du fluide 

alǀĠolaiƌe joue ĠgaleŵeŶt uŶ ƌôle pƌiŵoƌdial eŶ Đas d͛œdğŵe pulŵoŶaiƌe puisƋu͛elle 

ĐoŶstitue le pƌiŶĐipal ŵode de ƌĠaďsoƌptioŶ du fluide d͛œdğŵe alvéolaire à condition 

toutefois Ƌue l͛iŶtĠgƌitĠ stƌuĐtuƌale et foŶĐtioŶŶelle de l͛ĠpithĠliuŵ alǀĠolaiƌe soit pƌĠseƌǀĠe 

(Matthay 2014). 
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Figuƌe 3. TƌaŶspoƌt d’ĠleĐtƌolǇtes et d’eau paƌ l’ĠpithĠliuŵ alvĠolaiƌe. D͛apƌğs (Johnson and 

Bennett 2006) et (Firsov, Gautschi et al. 1998). Représentation schématique des 

ŵouǀeŵeŶts ǀeĐtoƌiels d͛ĠleĐtƌolǇtes et d͛eau à tƌaǀeƌs l͛ĠpithĠliuŵ alǀĠolaiƌe, et des 
principaux canaux et transporteurs impliqués. B. StoïĐhioŵĠtƌie supposĠe d͛ENaC, hétéro 

tétramère composé de 2 sous-unités α, 1 sous-unité β et 1 sous-unité γ ; chaque sous-unité 

comprend 2 domaines transmembranaires, 1 large boucle extracellulaire et des extrémités 

N- et C-terminales intra cytoplasmiques.  Abréviations : AQP5 : aquaporine 5 ; CFTR : cystic 

fibrosis transmembrane conductance regulator channel ; CNG : cyclic nucleotide-gated ; 

ENaC : epithelial sodium channel ; Na, K-ATPase : sodium-potassium adenosine 

triphosphatase ; P1 : pneumocyte de type I ; P2 : pneumocyte de type II.  

 

LE CANAL ENAC DANS LES CELLULES EPITHELIALES ALVEOLAIRES 

 

Le canal ENaC, présent à la surface apicale des pneumocytes I comme des pneumocytes II 

(Johnson and Bennett 2006), est classiquement constitué de 3 sous-uŶitĠs hoŵologues α, β 

et γ pƌĠseŶtaŶt ϰϬ% d͛hoŵologie eŶtƌe elle et doŶt la structure est présentée sur la figure 3 

(Canessa, Horisberger et al. 1993; Canessa, Schild et al. 1994). La sous-unité -ENaC semble 

foŶĐtioŶŶelleŵeŶt la plus iŵpoƌtaŶte puisƋue loƌsƋu͛elle est eǆpƌiŵĠe seule ou eŶ 

association avec - et -ENaC daŶs l͛ooĐǇte de XĠŶope, il eǆiste uŶe aĐtiǀitĠ ĐaŶal, aloƌs Ƌue 

- ou -ENaC eǆpƌiŵĠes seules ou eŶ assoĐiatioŶ Ŷe doŶŶeŶt pas d͛activité canal (Canessa, 

Horisberger et al. 1993; Canessa, Schild et al. 1994). La stoïchiométrie d͛ENaC Ŷ͛est pas 

connue avec certitude, mais pourrait être un assemblage en hétérotétramère comprenant 2 
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sous-uŶitĠs α, ϭ sous-uŶitĠ β et ϭ sous-uŶitĠ γ (Firsov, Gautschi et al. 1998) [Figure 3]. Une 

sous-unité -ENaC a plus récemment été décrite mais son rôle et son importance 

physiologique sont encore mal connus. Dans sa forme typique, ENaC est un canal de faible 

conductance (4-6 pico Siemens), de forte sélectivité pour le Na+ par rapport au K+, inhibé par 

de faiďles ĐoŶĐeŶtƌatioŶs d͛aŵiloƌide ;Ki aŵiloƌide < ϱϬ ŶMͿ. Il est eǆpƌiŵĠ daŶs tous les 

épithéliums transportant du Na+ (colon distal, néphron distal, voies aériennes et alvéoles, 

glaŶdes sudoƌipaƌes …Ϳ et est eŶ gĠŶĠƌal ĐoŶsidĠƌĠ Đoŵŵe l͛Ġtape liŵitaŶte du transport de 

Na+, ŶotaŵŵeŶt daŶs l͛ĠpithĠliuŵ alǀĠolaiƌe. AiŶsi, Đhez la souƌis adulte, la ƌĠduĐtioŶ de 

l͛aĐtiǀitĠ d͛ENaC daŶs les alǀĠoles iŶduite paƌ uŶe diŵiŶutioŶ d͛eǆpƌessioŶ d͛-ENaC 

augŵeŶte la sĠǀĠƌitĠ de l͛œdğŵe pulŵoŶaiƌe iŶduit (Egli, Duplain et al. 2004) par altération 

de la ĐlaiƌaŶĐe du fluide alǀĠolaiƌe. A l͛iŶǀeƌse, les souƌis hoŵozǇgotes pouƌ la ŵutatioŶ gaiŶ-

de-foŶĐtioŶ d͛ENaC -Liddle affectant le gène de -ENaC présentent une augmentation de la 

ĐlaiƌaŶĐe du fluide alǀĠolaiƌe et soŶt pƌotĠgĠes de l͛œdğŵe alǀĠolaiƌe paƌ suƌĐhaƌge 

hydrostatique par rapport aux souris sauvages (Randrianarison, Escoubet et al. 2007). 

La ƌĠgulatioŶ d͛ENaC est Đoŵpleǆe et tissu-spécifique, et se fait au niveau transcriptionnel, 

traductionnel et post-tƌaduĐtioŶŶel. DaŶs l͛ĠpithĠliuŵ alǀĠolaiƌe, l͛eǆpƌessioŶ ou l͛aĐtiǀitĠ 

d͛ENaC soŶt pƌiŶĐipaleŵeŶt stiŵulĠes paƌ les hoƌŵoŶes gluĐoĐoƌtiĐoïdes et les 

catécholamines endogènes (ou les agonistes -adrénergiques), ŵġŵe si d͛autƌes 

hormones/facteurs de croissance tels que la dopamine, les hormones thyroïdiennes, le KGF 

oŶt aussi ĠtĠ dĠĐƌits Đoŵŵe aĐtiǀateuƌs d͛ENaC (Matthay 2002; Matthay, Clerici et al. 2002; 

Eaton, Helms et al. 2009). Les glucocorticoïdes et les agonistes -adrénergiques ont une 

action génomique mais aussi post-tƌaduĐtioŶŶelle, eŶ ƌĠgulaŶt ŶotaŵŵeŶt l͛eǆpƌessioŶ de 

surface du canal. Les β-agonistes stimulent eŶ paƌtiĐulieƌ l͛adƌessage d͛ENaC à la ŵeŵďƌaŶe 

(Minakata, Suzuki et al. 1998; Snyder 2000; Chen, Eaton et al. 2002; Planes, Blot-Chabaud et 

al. 2002). Les sous-uŶitĠs d͛ENaC, doŶt la deŵi-vie membranaire est courte (une quinzaine 

de minutes), sont ensuite internalisées après ubiquitination par la protéine-ubiquitine ligase 

Nedd4-Ϯ Ƌui lie uŶ ŵotif PY ĐoŶteŶu daŶs l͛eǆtƌĠmité C-terminale intracellulaire de la sous-

uŶitĠ β-ENaC (Loffing-Cueni, Flores et al. 2006) ; Staub 2006). La fixation des molécules 

d͛uďiƋuitiŶe suƌ les sous-uŶitĠs d͛ENaC iŶduit leuƌ eŶdoĐǇtose et leuƌ dĠgƌadatioŶ paƌ le 
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protéasome ou le lysosome, selon les conditions et le type cellulaire (Weisz, Wang et al. 

2000; Malik, Schlanger et al. 2001; Snyder 2005; Gille, Randrianarison-Pellan et al. 2014) ; 

Malik 2001 ; Weisz 2003 ; Snyder 2005 ; Gille 2014). Dans les CEA, la protéine kinase A (PKA) 

stimulée par les 2-agonistes et la Serum and Glucocorticoid Induced Kinase 1 (SGK-1) 

induite par les glucocorticoïdes phosphorylent Nedd4-2, ce qui inhibe sa fixation à ENaC et 

aboutit in fine à une augmentation de l͛eǆpƌessioŶ de suƌfaĐe du ĐaŶal (Snyder 2005). La 

pƌoďaďilitĠ d͛ouǀeƌtuƌe ;PoͿ du ĐaŶal est de façoŶ phǇsiologiƋue ƌĠgulĠe paƌ des sĠƌiŶe-

protéases membranaires appelées Channel-Activating Proteases (CAP) qui sont co-exprimées 

avec ENaC dans les épithélia transportant du Na+ (Vallet, Chraibi et al. 1997 ; Vallet, Pfister et 

al. 2002). Trois CAP (CAP1 ou prostasine, CAP2, et CAP3 ou matriptase) sont exprimées dans 

les CEA (Planes, Leyvraz et al. 2005). Elles oŶt la ĐapaĐitĠ d͛aĐtiǀeƌ ENaC loƌsque celui-ci est 

adressé, sous forme inactive, à la membrane apicale vraisemblablement par clivage 

protéolytique des sous-unités - et -ENaC, ce qui induit un changement conformationnel du 

ĐaŶal et uŶe iŵpoƌtaŶte augŵeŶtatioŶ de sa Po. AiŶsi l͛iŶhiďitioŶ phaƌŵaĐologiƋue des CAP 

paƌ l͛apƌotiŶiŶe, ou eŶĐoƌe l͛invalidation ciblée de CAP1 dans les CEA de souris réduit 

l͛aĐtiǀitĠ d͛ENaC et la ĐlaiƌaŶĐe du fluide alǀĠolaiƌe, et aggƌaǀe la sĠǀĠƌitĠ de l͛œdğŵe 

alvéolaire induit par surcharge hydrosodée (Planes, Randrianarison et al. 2010). 

PRODUCTION DE SURFACTANT  

Les pneumocytes II produisent, secrètent et recyclent les phospholipides et les protéines 

spécifiques du surfactant (Rugonyi, Biswas et al. 2008).  Le surfactant, composé de 85-90% 

de lipides, 10% de protéines (dont les 4 apoprotéines A, B, C et D à hauteur de 3%) et 2% de 

glucides, constitue un film très mince (Fehrenbach, Ochs et al. 2000). La protéine C du 

surfactant (SP-C), petite protéine de 3,5 – 3,7 kDa est produite exclusivement par les 

pneumocytes de type II (Beers, Kim et al. 1994). Les CEA ont une influence sur la 

transformation extra-cellulaire du surfactant en régulant notamment le pH et la 

ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de ĐalĐiuŵ de l͛hǇpophase. L͛aďseŶĐe aĐƋuise de suƌfaĐtaŶt ĐoŶduit eŶ effet à 

uŶ œdğŵe pulŵoŶaiƌe daŶs les ŵodğles eǆpĠƌiŵeŶtauǆ d͛œdğŵe pulŵoŶaiƌe lĠsioŶŶel ou 

« acute lung injury » (ALI). L͛augŵeŶtatioŶ de la teŶsioŶ de suƌfaĐe alǀĠolaiƌe due au dĠfiĐit 
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de surfactant aboutit à la diminution de la pression hydrostatique interstitielle autour des 

Đapillaiƌes pulŵoŶaiƌes faǀoƌisaŶt aiŶsi l͛eǆtƌaǀasatioŶ de liƋuide et doŶĐ l͛œdğŵe 

pulŵoŶaiƌe. Le suƌfaĐtaŶt a doŶĐ uŶ ƌôle ŶoŶ seuleŵeŶt daŶs le ŵaiŶtieŶ de l͛ouǀeƌtuƌe des 

alǀĠoles ŵais aussi daŶs le ŵaiŶtieŶ de l͛ĠƋuiliďƌe du ǀoluŵe de l͛hǇpophase ainsi que dans 

la défense innée (Wright 2005).  

REPARATION DE L’EPITHELIUM  

A l͛iŶteƌfaĐe eŶtƌe le ŵilieu eǆtĠƌieuƌ et le seĐteuƌ ǀasĐulaire, l͛ĠpithĠliuŵ alǀĠolaiƌe est 

constamment soumis aux agressions. Tout signal de danger détecté déclenche des 

ŵĠĐaŶisŵes d͛adaptatioŶ peƌŵettaŶt la ƌestitutioŶ de l͛uŶitĠ foŶĐtioŶŶelle iŶdispeŶsaďle 

aux échanges gazeux. Ainsi, les interactions épithélio-mésenchymateuses permettraient une 

réparation épithéliale harmonieuse après agression (Adamson, Hedgecock et al. 1990). Les 

CEA sont douées d͛uŶe ŵaĐhiŶeƌie sĠĐƌĠtoiƌe ĠlaďoƌĠe peƌŵettaŶt la sǇŶthğse de 

médiateurs garants de l͛hoŵĠostasie Đellulaiƌe.  

Les pneumocytes de type II, en particulier, jouent un rôle important dans le processus de 

réparation après agression épithéliale. La ré épithélialisation alvéolaire se fait en effet grâce 

à uŶe pƌolifĠƌatioŶ des pŶeuŵoĐǇtes de tǇpe II aǇaŶt ƌĠsistĠ à l͛agƌessioŶ, Ƌui foƌŵeŶt, eŶ 

ƌĠpoŶse à des sigŶauǆ pƌĠseŶts daŶs le ŵiĐƌoeŶǀiƌoŶŶeŵeŶt, d͛aďoƌd uŶe ŵétaplasie 

cubique puis se transdifférencient en pneumocytes I recouvrant la membrane basale mise à 

nu (Adamson, Hedgecock et al. 1990). Cette phase de prolifération et réparation se fait sous 

le contrôle de facteurs de croissance épithéliaux produits par les cellules mésenchymateuses 

ǀoisiŶes tels Ƌue le KGF ou l͛HGF. Les CEA liďğƌeŶt paƌ ailleuƌs des facteurs chemotactiques 

qui recrutent des fibroblastes ainsi que des cellules inflammatoires sur le site de la  lésion 

(Crosby and Waters 2010; Chapman 2011). Ces cellules vont en retour secréter des 

médiateurs solubles et des cytokines parmi lesquelles le TGF(transforming growth factor)-, 

l͛iŶteƌleukiŶe ;ILͿ-13 ou le PDGF (platelet derived growth factor), qui vont induire une 

modification phénotypique des fibroblastes en myofibroblastes, contribuant à la contraction 

du tissu lésé et la synthèse de médiateurs favorisant la réparation épithéliale.  
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Le rôle des pneumocytes de type II, daŶs l͛homéostasie et la réparation alvéolaire a 

récemment été démontré par une élégante étude de traçage génétique (Barkauskas, Cronce 

et al. 2013). Baƌkauskas et al. souligŶeŶt l͛iŶflueŶĐe esseŶtielle des iŶteƌaĐtioŶs ĠpithĠlio-

mésenchymateuses dans cette homéostasie cellulaire épithéliale et notamment dans la 

prolifération et la différenciation des pneumocytes de type II (Barkauskas, Cronce et al. 

2013). Le rôle des cellules épithéliales bronchiolaires de phénotype sécrétoire (équivalent de 

cellules de Clara) exprimant scgb1a1 (secretoglobine de la famille 1A membre 1) est débattu 

et il serait marginal dans le renouvellement des pneumocytes de type II (Kim, Jackson et al. 

2005; Rawlins, Okubo et al. 2009; Rock and Hogan 2011) (Tropea, Leder et al. 2012). Là 

encore, une hiérarchie se dessine dans la contribution des différents types de cellules 

pƌogĠŶitƌiĐes au Đouƌs de la ƌĠpaƌatioŶ alǀĠolaiƌe. Coŵŵe pouƌ d͛autƌes tissus tels Ƌue la 

peau et le tube intestinal, les éléments de cette réparation pourront bientôt mieux être 

définis (Lopez-Garcia, Klein et al. 2010; Mascre, Dekoninck et al. 2012).  

Plus récemment, Desai et al. ont précisé différents aspects de la réparation alvéolaire (Desai, 

Brownfield et al. 2014). Ils montrent en effet que seule une faible fraction (~1%) des 

pneumocytes de type II,  matures ont des propriétés de cellules souches et se divisent de 

façoŶ iŶteƌŵitteŶte ;aǀeĐ uŶ teŵps de douďleŵeŶt d͛eŶǀiƌoŶ ϰϬ jouƌsͿ peƌŵettaŶt aloƌs le 

renouvellement de l͛ĠpithĠlium de 7% des alvéoles par an. Ce phénomène de réparation est 

induit après agression des pneumocytes de type I (Desai, Brownfield et al. 2014; Treutlein, 

Brownfield et al. 2014).   

Au cours des agressions épithéliales répétées et/ou sévères, ces mécanismes de réparation 

et de clairance alvéolaire semblent dépassés, conduisant à des tableaux de défaillance 

respiratoire sévère comme le syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA) ou encore des 

pƌoĐessus fiďƌosaŶts, Ƌui foŶt l͛oďjet de Đe tƌaǀail. La ƋuestioŶ du ƌôle des CEA et de ses 

progéniteurs cellulaires, apparaît centrale dans la survenue de ces états pathologiques.  
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II. IMPLICATION DES CELLULES ÉPITHÉLIALES ALVÉOLAIRES DANS LES PATHOLOGIES 

DU POUMON PROFOND  

Dans ce travail de Thèse, nous nous sommes focalisés sur deux pathologies graves affectant 

le pouŵoŶ distal et s͛aĐĐoŵpagŶaŶt d͛uŶe hǇpoǆie alǀĠolaire, dans lesquelles les altérations 

des CEA jouent un rôle particulièrement important : la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) 

et le syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA). 

 

A. LA FIBROSE PULMONAIRE 

 

La fibrose pulmonaire est un terme générique qui désigne les pathologies interstitielles 

fiďƌosaŶtes ƌespoŶsaďles d͛uŶe iŶsuffisaŶĐe ƌespiƌatoiƌe pƌogƌessiǀe et ĐhƌoŶiƋue. Les  

pneumopathies interstitielles diffuses chroniques (PIDC) comptent plus de 200 affections.  

On distingue parmi les PIDC 4 grandes catégories, à savoir les PID de causes connues 

;ŵĠdiĐaŵeŶts, ĐoŶŶeĐtiǀites, eǆpositioŶs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtales ou pƌofessioŶŶelles…Ϳ, les 

pneumopathies interstitielles idiopathiques (PII), les granulomatoses pulmonaires (avec 

essentiellement la sarcoïdose) et les PID particulières définissant des entités bien 

ĐaƌaĐtĠƌisĠes Đoŵŵe l͛histioĐǇtose pulŵoŶaiƌe à Đellules de LaŶgeƌhaŶs, la 

lymphangioleïomyomatose ou encore la pneumopathie chronique idiopathique à 

éosinophiles.  

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) constitue la plus fréquente et la plus grave des 

PIDC, ce qui la met au centre des préoccupations de la recherche clinique et fondamentale 

dans ce domaine pneumologique. Bien que les modèles de fibrogénèse animale et les 

modèles in vitro ne puissent pas reproduire clairement les phénomènes cliniques, les 

processus fibrosants pulmonaires sont analysés à travers ce spectre dans la perspective 

d͛aŵĠlioƌeƌ la qualité de vie et le pronostic de ces patients.  
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LA FIBROSE PULMONAIRE IDIOPATHIQUE (FPI)- ELEMENTS CLINIQUES  

DIAGNOSTIC DE LA FPI ET DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES  

La FPI est ƌĠǀĠlĠe paƌ uŶe dǇspŶĠe d͛iŶstallatioŶ pƌogƌessiǀe assoĐiĠe à uŶe touǆ sğĐhe 

généralement chez un homme ancien fumeur âgé de plus de 60 ans. Cliniquement, 

l͛ausĐultatioŶ pulŵoŶaiƌe montre des crépitants secs avec un bruit de « velcro » à 

l͛iŶspiƌatioŶ. L͛hippoĐƌatisŵe digital, Ƌui ĐoŶsiste eŶ uŶ ďoŵďeŵeŶt eŶ « baguette de 

tambour » des extrémités des doigts peut être observé chez 40% des patients (King, Schwarz 

et al. 2001). Les explorations fonctionnelles respiratoires montrent le plus souvent un 

syndrome restrictif défini par une baisse de la CPT (capacité pulmonaire totale) inférieure à 

ϴϬ%, Ƌui s͛aĐĐoŵpagŶe d͛uŶe ďaisse de la CVF ;ĐapaĐitĠ ǀitale foƌĐĠeͿ et de la DLCO 

(diffusion libre du monoxyde de carbone), indices essentiels pour le suivi de la maladie 

(Raghu, Collard et al. 2011).  

Chez uŶ patieŶt ƌigouƌeuseŵeŶt iŶteƌƌogĠ suƌ d͛ĠǀeŶtuelles eǆpositioŶs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtales, 

médicamenteuses et professionnelles et examiné à la recherche de signes de connectivite, la 

tomodensitométrie (TDM) thoracique [Figure 4] ĐoŶstitue l͛eǆaŵeŶ ŵajeuƌ du diagŶostiĐ 

avec des lésions parenchymateuses basales bilatérales à type de réticulations sous-pleurales 

associées à des bronchectasies par traction et à des opacités en rayon de miel ; la présence 

de ces quatre éléments définit une PIC (pneumopathie interstitielle commune) certaine. La 

ďiopsie pulŵoŶaiƌe ĐhiƌuƌgiĐale, loƌsƋu͛elle est eŶǀisageaďle, est pƌoposĠe daŶs les Đas où 

l͛aspeĐt TDM Ŷe ŵoŶtƌe pas de PIC ĐeƌtaiŶe. Le diagŶostiĐ de FPI eǆige uŶe disĐussioŶ 

multidisciplinaire impliquant le pneumologue, le radiologue et, le cas échéant, 

l͛aŶatoŵopathologiste, Đes tƌois aĐteuƌs deǀaŶt ġtƌe eǆpeƌts daŶs le doŵaiŶe des PID 

(Raghu, Collard et al. 2011).   

 

 

 

 

 



25 

 

 

 

 

Figure 4 : Coupe toŵodeŶsitoŵĠtƌiƋue eŶ feŶġtƌe paƌeŶĐhǇŵateuse d’uŶ patieŶt âgé de 

72 ans ayant une fibrose pulmonaire idiopathique. Les critères de pneumopathie 

interstitielle commune certaine sont tous présents avec des lésions basales sous-pleurales 

associant réticulations intralobulaires, bronchectasies par traction et images en rayon de 

miel.  

 

La FPI constitue avec la sarcoïdose, les plus fréquentes PIDC à travers le monde (Valeyre, 

Freynet et al. 2010). Les chiffres de pƌĠǀaleŶĐe et d͛iŶĐideŶĐe soŶt ƌespeĐtiǀeŵeŶt de Ϭ.ϱ-

63/100 000 à 0.22-17.4/100 000 personnes-années (Kaunisto, Salomaa et al. 2013; Ley and 

Collard 2013). ‘ĠĐeŵŵeŶt, l͛iŶĐideŶĐe de la FPI paƌŵi les ďĠŶĠfiĐiaiƌes de la Đouǀeƌtuƌe US 

MediĐaƌe et âgĠs de ϲϱ aŶs et plus s͛Ġleǀait à ϵϯ.ϳ/ϭϬϬ ϬϬϬ peƌsoŶŶes-années  (Raghu, Chen 

et al. 2014). L͛âge ŵoǇeŶ du diagŶostiĐ de FPI se situe eŶtƌe ϲϱ et ϳϰ aŶs, la ŵaladie ĠtaŶt 

plus rare avant 59 ans. Le sexe ratio est de 1,2 homme pour une femme. Les sujets de peau 

noire ont moins de risque que les sujets de peau blanche, qui ont eux-mêmes plus de risque 

que les Hispaniques de décéder de FPI aux Etats Unis (Swigris, Olson et al. 2012). Une 

augmentation dans le teŵps de l͛iŶĐideŶĐe de la FPI a ĠtĠ suggĠƌĠe paƌ ĐeƌtaiŶs auteuƌs 

(Gribbin, Hubbard et al. 2006; Navaratnam, Fleming et al. 2011) mais elle reste débattue 

(Fernandez Perez, Daniels et al. 2010). BieŶ Ƌue l͛iŶĐideŶĐe de la maladie soit stable, il est 
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ŵoŶtƌĠ Ƌue sa pƌĠǀaleŶĐe augŵeŶte du fait de l͛alloŶgeŵeŶt de la suƌǀie des patieŶts eŶtƌe 

2001 et 2011 dans une étude récente menée chez des patients de plus de 65 ans (Raghu, 

Chen et al. 2014).  

Le tabagisme ancien ou actif constitue un facteur de risque établi de FPI, y compris dans les 

formes familiales de fibrose pulmonaire (Steele, Speer et al. 2005). L͛eǆpositioŶ à des 

poussières minérales ou de bois est également un facteur favorisant. Le reflux gastro-

œsophagieŶ semble être incriminé dans la pathogénie avec notamment les micro-

inhalations associées (Tobin, Pope et al. 1998; Lee, Collard et al. 2010; Lee, Collard et al. 

2013).  

La FPI est le plus souvent sporadique mais des formes familiales existent et peuvent 

ĐoŶĐeƌŶeƌ jusƋu͛à ϮϬ% des Đas (Steele, Speer et al. 2005; Garcia-Sancho, Buendia-Roldan et 

al. 2011) [Annexe 1]. Les mutations de TERT (TElomerase Reverse Transcriptase), de TERC 

(TElomerase RNA Component) et de SPC peuvent être identifiées chez 20% des formes 

familiales de fibrose pulmonaire. Le polymorphisme du promoteur du gène MUC5B a été mis 

en évidence au sein des formes sporadiques et familiales de FPI (Fingerlin, Murphy et al. 

2013). Dans une étude récente, il a été montré que le principal facteur de risque de fibrose 

pulŵoŶaiƌe Ġtait l͛eǆisteŶĐe d͛uŶ aŶtĠĐĠdeŶt faŵilial de fiďƌose pulŵoŶaiƌe, deǀaŶt le 

tabagisme, le reflux gastro-œsophagieŶ et l͛eǆpositioŶ à des polluaŶts (Garcia-Sancho, 

Buendia-Roldan et al. 2011; Ley and Collard 2013). Vraisemblablement, tous les facteurs 

iŵpliƋuĠs daŶs la sĠŶesĐeŶĐe Đellulaiƌe joueŶt uŶ ƌôle daŶs la suƌǀeŶue d͛uŶe FPI (Selman 

and Pardo 2014).  

HISTOIRE NATURELLE DE LA MALADIE  

L͛histoiƌe Ŷatuƌelle de la FPI est iŵpƌĠǀisiďle d͛uŶ patieŶt à l͛autƌe. L͛aggravation respiratoire 

se fait classiquement selon un mode plus ou moins lentement progressif qui aboutit à 

l͛iŶsuffisaŶĐe ƌespiƌatoiƌe ĐhƌoŶiƋue et au dĠĐğs. UŶe eǆaĐeƌďatioŶ aiguë ;EAͿ de la FPI peut 

suƌǀeŶiƌ à Ŷ͛iŵpoƌte Ƌuelle phase de la ŵaladie, ǀoiƌe ŵġŵe d͛eŵďlĠe. L͛iŶĐideŶĐe de Đette 

complication a été estimée à 14.2% à 1 an et 20.7% à 3 ans dans une étude rétrospective 

récente (Song, Hong et al. 2011). Il s͛agit d͛uŶe dĠtĠƌioƌatioŶ ƌespiƌatoiƌe ;dĠgƌadatioŶ de la 
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PaO2) très rapide (<1mois) sans cause retrouvée et répondant à des critères clinico-

radiologiques bien définis (Collard, Moore et al. 2007). L͛EA ĐoŶstitue uŶ ĠǀğŶeŵeŶt 

redoutable responsable de 47 à 71% des décès observés chez ces patients (Martinez, 

Grossman et al. 2005; Daniels, Yi et al. 2008).  

La survie médiane des patients ayant une FPI est estimée à 3 ans, mais elle peut être très 

ǀaƌiaďle d͛uŶ sujet à l͛autƌe, ƌeŶdaŶt ŶĠĐessaiƌe l͛ĠlaďoƌatioŶ d͛iŶdiĐes pƌoŶostiƋues fiaďles. 

A l͛ĠĐhelle histologiƋue, uŶe ĐoƌƌĠlatioŶ a ĠtĠ Ġtaďlie eŶtƌe le Ŷoŵďƌe de foǇeƌs 

fibroblastiques jeunes et la survie des patients (Flaherty, Colby et al. 2003). CepeŶdaŶt, l͛âge 

avancé des patients et surtout les recommandations actuelles permettant un diagnostic sans 

ƌeĐouƌs à l͛histologie, ƌeŶdeŶt Đe ŵaƌƋueuƌ iŶutilisaďle. Des iŶdiĐes pƌoŶostiƋues cliniques 

soŶt pƌoposĠs iŶtĠgƌaŶt ŶotaŵŵeŶt l͛âge et la pƌogƌessioŶ foŶĐtioŶŶelle ƌespiƌatoiƌe (du 

Bois, Weycker et al. 2011; Ley, Ryerson et al. 2012; Mura, Porretta et al. 2012).    

HISTOLOGIE DE LA FIBROSE PULMONAIRE  

Le substratum histologique de la FPI est la pneumopathie interstitielle commune (PIC) 

[Figure 5]. Marquée par une désorganisation architecturale du poumon profond, la PIC est 

caractérisée par une hétérogénéité spatiale et temporelle des lésions. Des zones de fibrose 

de stades différents jouxtent un parenchyme sain. Les lésions les plus sévères sont 

distribuées essentiellement dans le parenchyme basal sous-pleural et les espaces para-

septauǆ. OŶ Ŷote eŶ paƌtiĐulieƌ uŶe aĐĐuŵulatioŶ de ĐollagğŶe et l͛eǆisteŶĐe de foǇeƌs 

fibroblastiques jeunes (FFJ) qui forment une structure tridimensionnelle coordonnée à base 

pleurale (Cool, Groshong et al. 2006). On observe des zones de rayon de miel composées de 

fiďƌose kǇstiƋue et ƌeĐouǀeƌtes d͛uŶ ĠpithĠliuŵ ďƌoŶĐhiolaiƌe aǀeĐ aŵas de ŵuĐus et de 

cellules inflammatoires. Ce phénomène dit de bronchiolisation des alvéoles pulmonaires ou 

eŶĐoƌe d͛hǇpeƌplasie des pŶeuŵoĐǇtes II ĐoŶstitue uŶ tƌait histologiƋue de la FPI. MaƌƋueuƌ 

de la destƌuĐtioŶ Đoŵplğte des alǀĠoles d͛uŶ loďule pulŵoŶaiƌe, le ƌaǇoŶ de miel est en effet 

tapissĠ d͛uŶe ŵuƋueuse ďƌoŶĐhiolaiƌe (Pimentel 1967). Le ƌôle des Đellules de l͛iŵŵuŶitĠ 

demeure plausible avec une polarisation de type Th2 (Strieter 2005). Une métaplasie de 
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tissu musculaire lisse est par ailleurs fréquemment décrite dans ces zones de fibrose (Raghu, 

Collard et al. 2011). Enfin, un remodelage vasculaire vient compléter le tableau histologique.  

 

 

 

 

 

Figure 5: Đoupe histologiƋue d’uŶe ďiopsie pulŵoŶaiƌe ĐhiƌuƌgiĐale ŵoŶtƌaŶt des lĠsioŶs 
caractéristiques de fibrose pulmonaire idiopathique (aimablement fournie par le Dr 

Marianne Kambouchner, SeƌǀiĐe d͛AŶatoŵopathologie, Hôpital Avicenne, Bobigny).  

A : Coupe histologiƋue de pouŵoŶ ĐoloƌĠe à l͛Hématéine Eosine grossissement x40 qui 

montre une prédominance sous-pleurale et septale des lésions avec un dépôt de collagène 

dense et des zones de collapsus. Les lésions sont hétérogènes d͛âge diffĠƌeŶt aǀeĐ des 
espaces de parenchyme sain. B : agrandissement (x2ϬϬͿ d͛uŶe lĠsioŶ ĐaƌaĐtĠƌistiƋue de foǇeƌ 
fibroblastique jeune.  
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GENERALITES SUR LA PHYSIOPATHOLOGIE DE LA FIBROSE PULMONAIRE 

 

Bien que la pathogénie de la maladie reste mal connue, les avancées réalisées ces dernières 

aŶŶĠes daŶs Đe doŵaiŶe ŵetteŶt eŶ eǆeƌgue l͛iŵpliĐatioŶ des CEA [Figure 6] (King, Pardo et 

al. 2011; Selman and Pardo 2014). L͛uŶitĠ ĠpithĠlio-mésenchymato-endothéliale 

ĐoŶstitueƌait le tƌigoŶe de la phǇsiopathologie de la ŵaladie. L͛hǇpothğse Ƌui pƌĠǀaut est 

ŶoŶ plus ĐeŶtƌĠe suƌ l͛iŶflaŵŵatioŶ ŵais suƌ le dĠfaut de ƌĠpaƌatioŶ ĠpithĠliale alǀĠolaiƌe 

après lésion aboutissant in fine à la destƌuĐtioŶ de l͛aƌĐhiteĐtuƌe du pouŵoŶ et à l͛altĠƌatioŶ 

de sa fonction (Selman, King et al. 2001). GaƌaŶt eŶ teŵps Ŷoƌŵal d͛uŶe ƌĠpaƌatioŶ 

harmonieuse, le dialogue entre cellules épithéliales et fibroblastes semble dérégulé 

favorisant aiŶsi la pƌolifĠƌatioŶ, le ƌeĐƌuteŵeŶt et l͛aĐtiǀatioŶ des fiďƌoďlastes eŶ 

ŵǇofiďƌoďlastes à l͛oƌigiŶe d͛uŶ eǆĐğs de pƌoduĐtioŶ de ŵatƌiĐe eǆtƌa-cellulaire (MEC) 

(Selman and Pardo 2006; Sakai and Tager 2013; Camelo, Dunmore et al. 2014; Selman and 

Pardo 2014).   

Le rôle clé des CEA dans le processus fibrosant est souligné par des modèles animaux 

d͛agƌessioŶ ĠpithĠliale aďoutissaŶt à des lĠsioŶs de fiďƌose (Kuwano, Kunitake et al. 1996; 

Lee, Cho et al. 2004; Sisson, Mendez et al. 2010). Bien que le trigger de la maladie reste 

énigmatique, plusieurs facteurs environnementaux semblent contribuer à l͛agƌessioŶ des 

CEA comme en premier lieu le tabac, les micro-inhalations ou encore les infections virales, 

notamment herpétiques (Taskar and Coultas 2008; Attili, Kazerooni et al. 2008; Vannella, 

Luckhardt et al. 2010; King, Pardo et al. 2011). Les contraintes mécaniques imposées au 

parenchyme pulmonaire sous pleural pouƌƌaieŶt paƌtiĐipeƌ à l͛agƌessioŶ des CEA et 

ĐoŶtƌiďueƌ à l͛iŶstallatioŶ de la fiďƌose et à sa pƌogƌessioŶ (Leslie 2012). Par ailleurs, la 

maladie survenant le plus souvent à un âge avancé, le vieillissement  cellulaire, la senescence 

induite ou programmée constituent une approche pathogénique particulièrement 

intéressante (Selman and Pardo 2014). 

Différents phénotypes de CEA sont observés dans le poumon de FPI : cellules 

hyperplasiques, activées, CEA apoptotiques, CEA soumises à une transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM) et CEA sénescentes. Les CEA présentes dans le poumon de fibrose 
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subissent ainsi des modifications morphologiques et fonctionnelles participant au processus 

fibrosant. Une profonde altération de la trans-differentiation des pneumocytes II en 

pneumocytes I est décrite, liée en partie au remaniement de la MEC, mais surtout à la 

rupture de la membrane basale. Cela conduit à une hyperplasie des pneumocytes II, dont le 

ƌôle pathogĠŶiƋue Ŷ͛est pas Đlaiƌ. Le phĠŶoŵğŶe dit de ďƌoŶĐhiolisatioŶ Ƌui ĐoŶĐeƌŶe les 

zones de fibrose évoluée pourrait avoir un rôle dans la pathogénie de la maladie, comme le 

suggğƌe la ŵise eŶ ĠǀideŶĐe d͛uŶ polǇŵoƌphisŵe paƌtiĐulieƌ de MUC5B daŶs la FPI, Ƌu͛elle 

soit familiale ou sporadique (Seibold, Wise et al. 2011). Sur le plan fonctionnel, comme 

détaillée plus loin, la machinerie sécrétoire des CEA est ébranlée et participe à la formation 

des foyers fibroblastiques jeunes et au remodelage tissulaire progressif (Sakai and Tager 

2013). A Đela s͛ajoute uŶe ƌepƌogƌaŵŵatioŶ des CEA aǀeĐ aĐtiǀatioŶ des voies de 

sigŶalisatioŶ iŵpliƋuĠes daŶs l͚eŵďƌǇogĠŶğse et le dĠǀeloppeŵeŶt pulŵoŶaiƌe. SoŶt 

concernées notamment les voies de Sonic Hedgehog (Shh) (Bolanos, Milla et al. 2012), les 

voies Wnt/catenine (Chilosi, Poletti et al. 2003; Konigshoff, Balsara et al. 2008) et Notch 

(Aoyagi-Ikeda, Maeno et al. 2011). On note également une surexpression des gènes codant 

pour les protéines de la superfamille des TGF et en particulier les BMPs (bone 

morphogenetic protein) 4 et 7, le TGF 1 et TGF3, et un panel de ligands interagissant avec 

des récepteurs de tyrosine kinases comme les facteurs de croissance fibroblastiques (FGFs), 

le facteur de croissance endothélial (VEGF), le facteur de croissance épithélial (EGF) et le 

facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) et enfin le CTGF (Connective-tissue 

growth factor). 
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Figure 6 : Schéma de la pathogénie de la fibrogénèse ;d͛apƌğs (King, Pardo et al. 2011)). 

Abréviations: MEC matrice extra-cellulaire, PDGF platelet derived growth factor, TGF 

transforming growth factor, CXCL12 chemokine récepteur (CXC motif)-12, Shh Sonic 

hedghog, TEM transition épithélio-mésenchymateuse. CEA cellule épithéliale alvéolaire, 

RAGE receptor of advanced glycation end product.  

 



32 

 

 

LE  TGF 

Prototype des facteurs profibrosants, le TGF- appartient à la superfamille du TGF comme 

les BMP, les activines et les inhibines (Moustakas and Heldin 2009). Après fixation à son 

récepteur transmembranaire serine/thréonine kinase type II, qui est phosphorylé et permet 

la foƌŵatioŶ d͛uŶ hétérodimère avec le récepteur de type I créant un complexe ligand-

récepteur, qui entraîne la phosphorylation de Smad2 et Smad3 conduisant à leur association 

avec Smad4 et à leur translocation dans le noyau [Figure 7] (Bonniaud, Margetts et al. 2005; 

Bonniaud, Margetts et al. 2005). La transactivation des gènes de réponse au TGF- est alors 

lancée incluant les protéines pro-fibrosantes comme entre autres le CTGF, l͛-SMA, le 

collagène de type I, la fibronectine et le PAI (plasminogen activator inhibitor)-1. Les 3 

isoformes du TGF sont présents dans le poumon sous forme de complexes latents. Les 

Đellules ĠpithĠliales iŶduiseŶt des ŵodifiĐatioŶs ĐoŶfoƌŵatioŶŶelles ŶĠĐessaiƌes à l͛aĐtiǀatioŶ 

de ces complexes via leurs intégrines. L͛aĐtiǀatioŶ du TGF-β ǀia l͛intégrine ανβϲ, spĠĐifiƋue 

de l͛ĠpithĠliuŵ, appaƌaît ġtƌe esseŶtielle à la fiďƌogĠŶğse pulŵoŶaiƌe. L͛iŶaĐtiǀatioŶ  de la 

sous-uŶitĠ βϲ paƌ dĠlĠtioŶ ou aŶtiĐoƌps ďloƋuaŶt pƌĠǀieŶt l͛iŶstallatioŶ de la fiďrose par 

absence de signalisation TGF-β (Munger, Huang et al. 1999).  

Le ƌôle de Đe pƌoĐessus d͛aĐtiǀatioŶ du TGF  est souligné par la surexpression de cette 

intégrine ανβϲ daŶs le pouŵoŶ Ƌue Đe soit daŶs le Đadƌe des ŵodğles expérimentaux de 

fibrose mais également au cours de la FPI (Horan, Wood et al. 2008). L͛augmentation de 

cette intégrine est elle-même induite par la forme active du TGF- (Wang, Yokosaki et al. 

1996).  

Le TGF-β activé contribue à la fibrogénèse par différents mécanismes comme le  

recrutement, la différentiation et la prolifération de myofibroblastes et la production de 

MEC. Il agit également sur le caractère pro-fibrosant des CEA  en induisant une apoptose des 

CEA in vitro (Lee, Cho et al. 2004) aiŶsi Ƌu͛uŶe TEM (Willis, Liebler et al. 2005), mécanisme 

d͛ĠĐhappeŵeŶt à l͛apoptose (Kage and Borok 2012).   
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Figure 7 : Mécanismes moléculaires impliqués dans la transition épithélio-

mésenchymateuse liée au TGF- ;d͛apƌğs (Lamouille, Xu et al. 2014)) 

 

ALTERATIONS DES CEA AU COURS DE LA FPI  

‘OLE DES CEA DANS L͛ACTIVATION LOCALE DES FIBROBLASTES   

L͛aŶalǇse du LBA des patieŶts aǇaŶt uŶe FPI montre une augmentation de nombreuses 

cytokines et facteurs de croissance profibrosants (Prasse, Pechkovsky et al. 2006; Tager, 

LaCamera et al. 2008; Oga, Matsuoka et al. 2009). L͛Ġtude iŵŵuŶohistoĐhiŵiƋue des 

poumons de fibrose précise l͛eǆpƌessioŶ ĠpithĠliale de Ŷoŵďƌe de Đes ŵĠdiateuƌs 

(Antoniades, Bravo et al. 1990; Piguet, Ribaux et al. 1993). Les CEA activées, hyperplasiques 

présentes au sein des foyers de fibrose dans un poumon de FPI synthétisent en effet une 

variété de facteurs profibrosants. On peut citer les facteurs pro-coagulants, comme PAI-1 et 

PAI-2 (Kotani, Sato et al. 1995), des facteurs de croissance avec essentiellement le TGF 

(Khalil, O'Connor et al. 1996), doŶt la CEA peƌŵet l͛aĐtiǀatioŶ, ŵais aussi le PDGF 

(Antoniades, Bravo et al. 1990), le CTGF, le TNF (tumor necrosis factor)-, l͛eŶdothĠliŶe-1 
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ainsi que des métalloprotéinases de la matrice (MMPs) contribuant au remodelage de la 

MEC (Willis and Borok 2007). Ces diffĠƌeŶts ŵĠdiateuƌs paƌtiĐipeŶt à l͛aĐtiǀatioŶ et à la 

prolifération des cellules fibroblastiques adjacentes parfois organisées en foyers 

fibroblastiques jeunes.  

Favorisé par les exsudats alvéolaires de fibrine, un état pro-coagulant est en effet observé 

dans le poumon de fibrose (Chambers 2008), qui participe au chemotactisme, à la migration 

et à la pƌolifĠƌatioŶ des fiďƌoďlastes d͛uŶe paƌt et d͛autƌe paƌt au dĠǀeloppeŵeŶt d͛uŶe ŶĠo-

vascularisation pulmonaire (Colombat, Mal et al. 2007). En effet, le complexe facteur 

tissulaire VIIa- faĐteuƌ X paƌtiĐipe à l͛aĐtiǀatioŶ des fiďƌoďlastes eŶ ŵǇofiďƌoďlastes ǀia la 

PAR-1 (proteinase activated receptor-1).  

Par ailleurs, la perte des pneumocytes I induit une baisse des molécules anti-fibrosantes 

comme la caveoline-1 (Maniatis, Chernaya et al. 2012; Odajima, Betsuyaku et al. 2007) ou 

encore la PGE2 (Lama, Moore et al. 2002; Moore, Peters-Golden et al. 2003; Maher, Evans et 

al. 2010). Cette prostaglandine, issue essentiellement de la cyclo-oxygénase 2 des cellules 

épithéliales, est diminuée de moitié dans le poumon de fibrose (Borok, Gillissen et al. 1991). 

Induite par le HGF, la production de PGE2 est inhibée par PAI-1 et la chimiokine CCL2 

(chemokine-(CC motif)-ligand 2), qui sont surexprimés dans le poumon de fibrose (Moore, 

Paine et al. 2001; Bauman, Wettlaufer et al. 2010). En condition de co-culture les CEA 

induisent en effet un ralentissement de la prolifération des fibroblastes médié en partie par 

la PGE2 (Lama, Moore et al. 2002). Les propriétés antifibrosantes de la PGE2 incluent 

ĠgaleŵeŶt la diŵiŶutioŶ de sǇŶthğse de ĐollagğŶe, l͛inhibition de la migration des 

fibroblastes et de leur activation en myofibroblastes (Kolodsick, Peters-Golden et al. 2003).  

La diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de la ĐaǀeoliŶe-1 est observée non seulement dans les 

ŵodğles de fiďƌose iŶduite Đhez l͛aŶiŵal (Kasper, Reimann et al. 1998; Barth, Blasche et al. 

2006), mais également dans le poumon humain de FPI (Wang, Zhang et al. 2006). 

L͛iŶǀalidatioŶ ĐiďlĠe du gğŶe ĐodaŶt pouƌ Đette pƌotĠiŶe ĐoŶduit à uŶe fiďƌose pulŵoŶaiƌe 

dans un modèle murin, confirmant ainsi son implication dans la pathogénie du processus 

fibrosant (Drab, Verkade et al. 2001). Cette ďaisse d͛eǆpƌessioŶ de la ĐaǀĠoliŶe-1 est 

également observée dans de nombreux cancers solides. La surexpression de la cavéoline-1 
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conduit quant à elle à un arrêt du cycle cellulaire et à une sénescence programmée. Enfin, le 

récepteur RAGE (receptor for advanced glycation end product), membre de la superfamille 

des récepteurs de surface exprimés par les CEA, est diminué au cours de la FPI (Englert, 

Hanford et al. 2008). La perte de ce récepteur expliquerait dans une certaine mesure 

l͛aďseŶĐe d͛adhĠsioŶ des CEA à la ŵeŵďƌaŶe ďasale et aiŶsi le dĠfaut de ƌe-épithélialisation 

observé au cours de la fibrogénèse.  

ROLE DES CEA DANS LE RECRUTEMENT DES FIBROCYTES  

 

Sous-population de cellules myéloïdes, les fibrocytes sont présents dans la circulation et les 

tissus. Ils sont caractérisés par des marqueurs mésenchymateux avec la présence de prolyl 4-

hǇdƌoǆǇlase et d͛α-SMA ainsi que des marqueurs hématopoïétiques comme le CD45, 

marqueur leucocytaire, les marqueurs monocytaires (CD11a, CD11b, CD13), ainsi que le 

CDϯϰ, ŵaƌƋueuƌ de Đellules souĐhes. Ces Đellules eǆpƌiŵeŶt pouƌ ϵϬ% d͛eŶtƌe elles le 

ƌĠĐepteuƌ de ĐhĠŵokiŶes CXC‘ϰ et les ŵolĠĐules du Đoŵpleǆe ŵajeuƌ d͛histoĐoŵpatiďilitĠ 

de classe II (Strieter, Keeley et al. 2009; Bucala, Spiegel et al. 1994;  Abe, Donnelly et al. 

2001). Au cours de la fibrose, les CEA expriment fortement le ligand  de chémokine CXCL-12, 

encore nommé SDF-1 pour stromal-derived factor 1, conduisant au recrutement des 

fiďƌoĐǇtes seloŶ l͛aǆe CXC‘ϰ-CXCL12 (Phillips, Burdick et al. 2004; Andersson-Sjoland, de Alba 

et al. 2008; Andersson-Sjoland, Nihlberg et al. 2011). Au Đouƌs d͛uŶe eǆaĐeƌďatioŶ aiguë de 

fiďƌose, l͛augŵeŶtatioŶ du tauǆ ĐiƌĐulaŶt de fiďƌoĐǇtes seŵďle ĐoƌƌĠlĠe au pƌoŶostiĐ de la 

maladie (Moeller, Gilpin et al. 2009). NĠaŶŵoiŶs, la paƌtiĐipatioŶ de Đes Đellules d͛oƌigiŶe 

ŵǇĠloïde, ǀaƌiaďle d͛uŶ oƌgaŶe à l͛autƌe, seƌait iŶfĠƌieuƌe à Ϭ,ϭ% daŶs le pouŵoŶ de fibrose 

(Duffield, Lupher et al. 2013). Aussi, le rôle protecteur ou délétère de ces cellules est sujet à 

controverse (Borie, Quesnel et al. 2013; Maharaj, Shimbori et al. 2013).  

Principales cellules effectrices de la fibrogénèse, les fibroblastes activés, les myofibroblastes, 

jouent un rôle majeur dans les éléments cardinaux de la fibrose, à savoir son caractère 

ƌĠtƌaĐtile, la peƌte de l͛aƌĐhiteĐtuƌe tissulaiƌe et de l͛hoŵĠostasie Đellulaiƌe, le dĠpôt d͛uŶe 

MEC particulièrement riche en collagène I et en fibronectine ainsi que le phénotype aberrant 

des cellules environnantes (Duffield, Lupher et al. 2013). Les myofibroblastes, qui ont des 
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propriétés contractiles particulières sont le prototype cellulaire du tissu conjonctif fibreux 

paƌtiĐipaŶt au ƌeŵodelage de la MEC. A dĠfaut d͛ġtƌe uŶ ŵaƌƋueuƌ ƌĠelleŵeŶt spĠĐifiƋue, la 

caractéristique essentielle des myofiďƌoďlastes est l͛eǆpƌessioŶ de novo de l͛-SMA qui est 

présent dans les fibres de stress et assure la force contractile permanente de la cellule.  La 

survie, la différentiation cellulaire mésenchymateuse et la préservation du phénotype 

contractile dépendent de processus complexes intriquant les régulations épigénétiques, les 

phĠŶoŵğŶes d͛hyper méthylation, d͛acétylation d͛histoŶes ou eŶĐoƌe les ŵiĐƌo-ARN (Hinz, 

Phan et al. 2012).  Les contraintes biomécaniques et la rigidité de la matrice extra-cellulaire 

ĐoŶtƌiďueƌaieŶt au ŵaiŶtieŶ du phĠŶotǇpe ŵǇofiďƌoďlastiƋue, ǀia l͛aĐtiǀatioŶ du TGF-

1prototype des facteurs profibrosants (Wipff, Rifkin et al. 2007). Les myofibroblastes 

peuvent percevoir les propriétés biochimiques et biophysiques de la MEC à travers les 

intégrines de surface. Les lysyls oxydases (LOX), les transglutaminases, enzymes productrices 

d͛espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l͛oǆǇgğŶe ;‘OSͿ et d͛autƌes peroxydases extra-cellulaires peuvent 

participer au remodelage dynamique de la MEC (Duffield, Lupher et al. 2013). Les 

fibroblastes et myofibroblastes pulmonaires constituent une population hétérogène de 

cellules dont les origines sont débattues (Hinz, Phan et al. 2012). On décrit des fibroblastes 

issus de la pƌolifĠƌatioŶ et de l͛aĐtiǀatioŶ du pool loĐal de fiďƌoďlastes, Đeuǆ pƌoǀeŶaŶt des 

progéniteurs médullaires ou monocytaires, les fibrocytes (exprimant CD45, CD34, collagène 

I, et CXCR4) et enfin ceux issus respectivement de la transition épithélio-mésenchymateuse, 

de la transition endothélio-mésenchymateuse voire de la transition mesothélio-

mésenchymateuse.  

Les résultats des modèles expérimentaux et des différentes mesures réalisées pour 

déterminer la proportion de chaque voie sont variables voire même contradictoires. 

D͛auĐuŶs dĠfeŶdeŶt ŵġŵe uŶe oƌigiŶe eǆĐlusiǀe des Đellules ŵĠseŶĐhǇŵateuses d͛oƌgaŶes 

à partir des cellules dérivées du mésenchyme embryonnaire.  
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HYPERPLASIE DES CEA  

 
Plusieurs phénotypes de CEA coexistent dans le poumon de FPI avec notamment des CEA 

hyperplasiques jouxtant les FFJ et les CEA apoptotiques, témoignant de la perte de dialogue 

entre CEA et fibroblastes (Selman, King et al. 2001; Pan, Yamauchi et al. 2001; Chilosi, Poletti 

et al. 2002; Horowitz and Thannickal 2006). L͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie WŶt/-catenine, décrite 

plus loin, ĐoŶstitue uŶ des ĠlĠŵeŶts à l͛oƌigiŶe de Đette hǇpeƌplasie ĠpithĠliale (Chilosi, 

Poletti et al. 2003; Konigshoff, Balsara et al. 2008). Sur une analyse transcriptomique du 

poumon de  FPI, Selman et al. ont souligné la surexpression de WISP-1 (Selman, Pardo et al. 

2006). Cette protéine de signal induite par la voie Wnt dans la CEA participe en effet à la 

fibrogénèse en activant non seulement la prolifération des CEA mais aussi en favorisant la 

synthèse par les CEA de nombreux médiateurs pro-fibrosants autocrines comme par 

exemple les métalloprotéinases de la matrice MMP7 MMP9 ainsi que PAI- 1 (Konigshoff, 

Kramer et al. 2009). Outre un effet sur la prolifération in vitro des CEA, et suƌ l͛aĐtiǀatioŶ des 

fibroblastes WISP-1 conduit à un phĠŶoŵğŶe de TEM et sa ŶeutƌalisatioŶ peƌŵet d͛attĠŶueƌ 

les lésions de fibrose induite par la bléomycine chez la souris (Konigshoff, Kramer et al. 

2009).  

LE STRESS DU RETICULUM ENDOPLASMIQUE   

Ces dernières années ont vu émerger un concept nouveau, celui du rôle du stress du 

réticulum endoplasmique (RE) dans la fibrogénèse pulmonaire (Mulugeta, Nguyen et al. 

2005; Korfei, Ruppert et al. 2008; Lawson, Crossno et al. 2008; Tanjore, Blackwell et al. 

2012).  

Le RE rugueux est un organite cytoplasmique dans lequel les protéines synthétisées sont 

asseŵďlĠes daŶs toutes les diŵeŶsioŶs. Le stƌess du ‘E est liĠ à l͛aĐtiǀatioŶ des ǀoies de 

signalisation en ƌĠpoŶse à uŶe altĠƌatioŶ des ĐapaĐitĠs d͛asseŵďlage des pƌotĠiŶes (Walter 

and Ron 2011). Au Đouƌs de ĐeƌtaiŶes fiďƌoses faŵiliales, et eŶ paƌtiĐulieƌ daŶs le Đadƌe d͛uŶe 

mutation de la protéine C du surfactant, il a été observé une augmentation du stress du RE 

en rapport avec une accumulation de protéines, dites mutantes ou mal assemblées. Ce 
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stƌess du ‘E est iŶĐƌiŵiŶĠ seloŶ soŶ iŶteŶsitĠ daŶs les phĠŶoŵğŶes d͛apoptose ou de TEM 

des CEA (Mulugeta, Nguyen et al. 2005; Maitra, Wang et al. 2010; Zhong, Zhou et al. 2011). 

Au cours de la FPI sporadique, il a également été montré une augmentation du stress du RE, 

suggérant le rôle pathogénique de ce phénomène dans la fibrogénèse pulmonaire (Korfei, 

Ruppert et al. 2008; Lawson, Crossno et al. 2008). Le stress du RE peut être augmenté dans 

de Ŷoŵďƌeuses ĐoŶditioŶs Đoŵŵe des tƌouďles de l͛homéostasie ĐalĐiƋue, l͛eǆpƌession de 

protéines mutantes ou encore des anomalies de glycosylation (Kaufman 2002; Kaufman, 

Scheuner et al. 2002). Dans le cadre de la FPI, ces conditions peuvent être observées non 

seuleŵeŶt eŶ Đas d͛iŶfeĐtioŶ ǀiƌale et de ŵutatioŶ des pƌotĠiŶes du suƌfaĐtaŶt, ŵais aussi eŶ 

cas de reflux gastro-œsophagieŶ ĐhƌoŶiƋue et daŶs les situatioŶs ƌespoŶsaďles d͛une 

accumulation des ROS (Selman and Pardo 2006; Korfei, Ruppert et al. 2008). Les facteurs 

environnementaux comme le tabac et les infections virales peuvent augmenter le stress du 

RE et ils contribuent au raccourcissement des télomères conduisant à une sénescence 

prématurée des CEA (Tsuji, Aoshiba et al. 2004). 

APOPTOSE DES CEA  

Au cours de la FPI, outre leurs modifications phénotypiques, une perte importante de CEA et 

notamment de pneumocytes de type I est observée. Cette perte cellulaire peut être 

expliquée par plusieurs phénomènes comme la nécrose épithéliale, la sénescence, 

l͛autophagie aiŶsi Ƌue l͛apoptose. L͛apoptose Ƌui est uŶ phĠŶoŵğŶe phǇsiologiƋue daŶs le 

ƌeŶouǀelleŵeŶt Đellulaiƌe de l͛organisme est ici très augmentée et constitue la principale 

voie de perte cellulaire épithéliale au cours de la fibrose (Jin and Dong 2011).  

Le ƌôle pathogğŶe de l͛apoptose des CEA daŶs la fiďƌogĠŶğse s͛appuie suƌ des ŵodğles 

eǆpĠƌiŵeŶtauǆ d͛apoptose iŶduite ŶotaŵŵeŶt paƌ les aŶtiĐoƌps anti-Fas chez la souris 

(Hagimoto, Kuwano et al. 1997; Hagimoto, Kuwano et al. 1997; Matute-Bello, Wurfel et al. 

2007) ou des modèles de surexpression du TGF- (Lee, Cho et al. 2004) ou eŶĐoƌe d͛autres 

ŵodğles d͛agƌessioŶs ĠpithĠliales alǀĠolaiƌes (Sisson, Mendez et al. 2010). L͛iŶhiďitioŶ de 

l͛apoptose pƌĠǀieŶt la fiďƌose pulŵoŶaiƌe daŶs uŶ ŵodğle ŵurin, ce qui vient conforter son 

rôle pathogène (Kuwano, Kunitake et al. 2001).  
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Dans le poumon de FPI, et plus particulièrement dans les CEA, une augmentation des 

marqueurs pro-apoptotiques (p53, p21, bax, caspase 3) est observée avec une baisse des 

marqueurs anti-apoptotiques (Bcl-2) (Plataki, Koutsopoulos et al. 2005). Les voies 

iŶtƌiŶsğƋues et eǆtƌiŶsğƋues de l͛apoptose peuǀeŶt ġtƌe solliĐitĠes daŶs le pouŵoŶ de 

fibrose. La voie extrinsèque ǀa peƌŵettƌe l͛aĐtiǀatioŶ diƌeĐte de la ĐasĐade des Đaspases via 

un récepteur membranaire appartenant à la super famille des récepteurs du TNF- (incluant 

Fas/CDϵϱ et D‘ ϰ/ϱͿ. Apƌğs fiǆatioŶ à soŶ ƌĠĐepteuƌ, le ligaŶd pƌoǀoƋue l͛aĐtiǀatioŶ de la 

pƌoĐaspase ϴ, Ƌui ǀa iŶduiƌe l͛apoptose Đellulaiƌe apƌğs aĐtiǀatioŶ des Đaspases ϯ-7. La voie 

intrinsèque part de la mitochondrie et va conduire à une signalisation intra-cellulaire 

aboutissant à une répression des protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 et une 

augmentation des protéines pro-apoptotiques telles que Bak, Bax et Bid conduisant à la 

libération de cytochrome C qui active la procaspase 8-9 et coŶduit elle aussi à l͛Ġtape fiŶale 

des caspases 3-ϳ. L͛effet pƌoteĐteuƌ des iŶhiďiteuƌs des Đaspases et de l͛iŶhiďiteuƌ de 

l͛eŶzǇŵe de ĐoŶǀeƌsioŶ de l͛aŶgioteŶsiŶe ĐoŶfoƌte le ƌôle de l͛apoptose daŶs la pathogĠŶie 

de la fibrose dans des modèles murins (Wang, Dembo et al. 2000; Wang, Ibarra-Sunga et al. 

2000; Kuwano, Kunitake et al. 2001).  

Les CEA apoptotiques sont situées essentiellement à proximité des FFJ, suggĠƌaŶt l͛iŶflueŶĐe 

de ces derniers (Kuwano, Kunitake et al. 1996; Uhal, Joshi et al. 1998; Barbas-Filho, Ferreira 

et al. 2001). Le milieu conditionné issu de cultures de fibroblastes de fibrose induit en effet 

une apoptose des CEA in vitro (Uhal, Joshi et al. 1995).  

Les pƌiŶĐipauǆ iŶduĐteuƌs de l͛apoptose soŶt Ġgalement ceux qui favorisent la TEM, 

suggĠƌaŶt Ƌue la TEM pouƌƌait ĐoŶstitueƌ uŶ ŵode d͛ĠĐhappeŵeŶt à la ŵoƌt Đellulaiƌe paƌ 

apoptose. Le TGF joue là aussi un rôle principal (Hagimoto, Kuwano et al. 2002; Li, 

Krishnaveni et al. 2011). L͛aŶgioteŶsiŶe II, doŶt le ƌôle phǇsiologiƋue est d͛eŶtƌaiŶeƌ uŶe 

ǀasoĐoŶstƌiĐtioŶ aƌtĠƌielle, ĐoŶstitue uŶ iŶduĐteuƌ ŵajeuƌ d͛apoptose des CEA (Wang, Ramos 

et al. 1999; Wang, Alam et al. 2000; Wang, Ibarra-Sunga et al. 2000). La CEA est le siège de la 

sǇŶthğse autoĐƌiŶe de l͛aŶgioteŶsiŶe II à paƌtiƌ de l͛aŶgioteŶsiŶe I sous l͛effet de l͛eŶzǇŵe de 

ĐoŶǀeƌsioŶ de l͛aŶgioteŶsiŶe ;ECAͿ. Ce sǇstğŵe est ƌĠgulĠ paƌ uŶe seĐoŶde eŶzǇŵe ;ECA-2) 
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Ƌui peƌŵet la sǇŶthğse d͛aŶgioteŶsiŶe ϭ-7, qui a un effet anti-apoptotique (Uhal, Li et al. 

2011).  

L͛augŵeŶtatioŶ du stƌess du ‘E, oďseƌǀĠe paƌ eǆeŵple daŶs les fiďƌoses faŵiliales aǀeĐ 

ŵutatioŶ de SPC, ĐoŶstitue uŶ iŶduĐteuƌ ŵajeuƌ d͛apoptose et souligŶe là eŶĐoƌe la plaĐe 

déterminante de la CEA dans la pathogénie de la maladie (Whitsett 2002).  

Enfin, les espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l͛oǆǇgğŶe ;‘OSͿ joueŶt uŶ ƌôle pƌo-apoptotique sur les CEA. 

Dans le poumon de FPI, une augmentation du niveau de stress oxydant est observée avec 

des Ŷiǀeauǆ ĠleǀĠs de peƌoǆǇde d͛hǇdƌogğŶe, de ŵǇelopeƌoǆidase, de ŵoŶoǆǇde d͛azote et 

de produits de peroxydation des lipides, alors que les molécules anti-oxydantes comme le 

glutathion et la super oxyde dismutase sont diminuées (Waghray, Cui et al. 2005) (Psathakis, 

Mermigkis et al. 2006) (Beeh, Beier et al. 2002) (Kuwano, Nakashima et al. 2003; Rahman, 

Biswas et al. 2006). Cette élévation du stress oxydant est particulièrement nette dans les 

CEA au sein des poumons de FPI (Kuwano, Nakashima et al. 2003). Dans un modèle de co-

culture, les myofibroblastes activés induisent une apoptose des CEA par la production de 

peƌoǆǇde d͛hǇdƌogğŶe (Waghray, Cui et al. 2005). Chez la souris soumise à une agression 

ĠpithĠliale paƌ la ďlĠoŵǇĐiŶe, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛apoptose des CEA Ġtait dĠpeŶdaŶte de 

NOX-4 (Geiser, Ishigaki et al. 2004). La prévention des lésions de fibrose chez la souris 

invalidé pour le gène de NOX-ϰ et l͛aŵĠlioƌatioŶ des lĠsioŶs eŶ Đas d͛adŵiŶistƌatioŶ de 

l͛antioxydant superoxide dismutase plaident pour le rôle pro-apoptotique des ROS (Tanaka, 

Ishihara et al. 2010). 

TRANSITION EPITHELIO-MESENCHYMATEUSE (TEM)   

La transition épithélio-ŵĠseŶĐhǇŵateuse ;TEMͿ est, Đoŵŵe l͛a dĠfiŶi BettǇ HaǇ eŶ ϭϵϵϱ 

(Hay 1995), un processus biologique qui conduit une cellule épithéliale polarisée, 

interagissant normalement avec la membrane basale, à subir de multiples modifications 

morphologiques et comportementales aboutissant au phénotype mésenchymateux. Sont 

aloƌs augŵeŶtĠes les ĐapaĐitĠs d͛iŶǀasioŶ, de ŵigƌatioŶ, d͛ĠĐhappeŵeŶt à l͛apoptose des 

cellules ainsi que leur production de composants de la matrice extra-cellulaire. Phénomène 

fondamental au cours du développement, ie de la morphogénèse, la TEM est un processus 
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dynamique et complexe, qui intervient également au cours de processus pathologiques tels 

que la formation de métastases ou encore de processus dégénératifs, fibrosants. Ce 

phénomène est distingué de la métaplasie, définie comme une trans-différentiation 

spoŶtaŶĠe d͛uŶ phĠŶotǇpe tƌğs diffĠƌeŶtiĠ à uŶ autƌe (Zeisberg and Neilson 2009).  

La contribution de la TEM à la fibrogénèse pulmonaire reste débattue (Kage and Borok 2012; 

Duffield, Lupher et al. 2013). Les aƌguŵeŶts de l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe TEM daŶs le pouŵoŶ de 

fibrose reposent sur des techniques de traçage génétique des cellules dans des modèles 

ŵuƌiŶs et d͛autƌe paƌt à la Đo-localisation dans les poumons de patients atteints de FPI des 

marqueurs épithéliaux et mésenchymateux.  

Sur les 7 études de traçage des CEA réalisées, 6 ont montré la contribution de la TEM dans la 

fibrogénèse pulmonaire (Kim, Kugler et al. 2006; Kim, Wei et al. 2009; DeMaio, Buckley et al. 

2012; Tanjore, Xu et al. 2009; Degryse, Tanjore et al. 2010; Degryse, Tanjore et al. 2011).  

Près de 30% des fibroblastes accumulés dans un modèle murin de fibrose seraient issus de la 

TEM (Tanjore, Xu et al. 2009). Sur poumons humains de fibrose, plusieurs travaux ont 

montré une co-localisation des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux (Willis, Liebler et 

al. 2005; Kim, Kugler et al. 2006; Harada, Nabeshima et al. 2010). Les techniques de 

microdissection par capture laser (Marmai, Sutherland et al. 2011) oŶt peƌŵis d͛isoleƌ l͛A‘N 

des CEA, et de ŵoŶtƌeƌ l͛eǆpƌessioŶ de ŵaƌƋueuƌs ŵĠseŶĐhǇŵateuǆ ;ĐalpoŶiŶ ϭ, α-SMA et 

collagène type I), confirmant les résultats de cytométrie en flux. Dans un modèle murin de 

fibrose pulmonaire induite, la colocalisation de SPC et -SMA ĐoŶĐeƌŶe jusƋu͛à ϰϬ% des 

cellules épithéliales (Pandit, Corcoran et al. 2010). Néanmoins, plus récemment Rock et al. 

Ŷ͛oŶt pas montré de participation des CEA au contingent de cellules mésenchymateuses par 

microscopie confocale que ce soit dans un poumon murin de fibrose induite par la 

bléomycine ou de poumon humain de fibrose (Rock and Hogan 2011). La variabilité des 

ƌĠsultats d͛uŶe ĠƋuipe à l͛autƌe pose ƋuestioŶ. )ea Boƌok, Ƌui a uŶe gƌaŶde eǆpeƌtise de la 

TEM émet plusieurs hypothèses (Kage and Borok 2012) évoquant les difficultés techniques 

du traçage cellulaire et de la résolution des images de microscopie à fluorescence, ainsi que 

les difficultés de choix de marqueurs mésenchymateux.   
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La TEM ĐoŶstitueƌait uŶ ŵĠĐaŶisŵe d͛ĠĐhappeŵeŶt de la CEA lĠsĠe, agƌessĠe à l͛apoptose 

et paƌtiĐipeƌait paƌ ailleuƌs à l͛ĠlaďoƌatioŶ de faĐteuƌs pƌo-fibrosants favorisant la 

prolifération des fibroblastes et leur activation en myofibroblastes (Kage and Borok 2012).  

D͛autƌes pƌoĐessus de tƌaŶs-difféƌeŶĐiatioŶ Đellulaiƌe pouƌƌaieŶt ĐoŶtƌiďueƌ à l͛aĐĐuŵulatioŶ 

des fiďƌoďlastes et ŵǇofiďƌoďlastes au Đouƌs de la fiďƌogĠŶğse pulŵoŶaiƌe. Il s͛agit des 

phénomènes de transition endothélio-mésenchymateuse (Hashimoto, Phan et al. 2010; 

Piera-Velazquez, Li et al. 2011) et de transition mesothélio-mésenchymateuse; Mubarak, 

Montes-Worboys et al. 2012).  Ainsi, dans un modèle murin de fibrose induite par la 

bléomycine, Hashiŵoto et Đoll. ĐoŵpteŶt gƌâĐe au tƌaçage Đellulaiƌe jusƋu͛à ϭϲ% de 

fiďƌoďlastes d͛oƌigiŶe eŶdothĠliale (Hashimoto, Phan et al. 2010). Cette observation n͛est 

pas pƌopƌe à la fiďƌose pulŵoŶaiƌe et a ĠtĠ ĠtudiĠe daŶs d͛autƌes affeĐtioŶs fiďƌosaŶtes. Pouƌ 

ce qui de la transition mesothélio-mésenchymateuse, elle repose sur le constat que la 

fibrose pulmonaire débute et concerne essentiellement la périphérie du poumon et en 

paƌtiĐulieƌ l͛espaĐe sous-pleuƌal. Les foǇeƌs fiďƌoďlastiƋues ĐoŶstitueŶt d͛ailleuƌs uŶ ƌĠseau 

complexe en trois dimensions et à base pleurale (Cool, Groshong et al. 2006). Les cellules 

mésothéliales de la plèvre ont donc été incriminées dans la physiopathologie de la fibrose et 

en effet, elles sont retrouvées dans le parenchyme pulmonaire dans un modèle murin de 

fibrose pleurale (Decologne, Kolb et al. 2007; Decologne, Wettstein et al. 2010). BieŶ Ƌu͛il 

existe des différences anatomiques évidentes entre la plèvre murine et celle de l͛hoŵŵe, la 

pƌĠseŶĐe de Đellules d͛oƌigiŶe ŵĠsothĠliale a ĠtĠ ĐoŶfiƌŵĠe suƌ des eǆplaŶts de pouŵoŶ de 

FPI (Mubarak, Montes-Worboys et al. 2012). L͛iŶtensité du marquage par la calretinine des 

cellules mésothéliales était corrélée à la sévérité de la fibrose dans ce travail (Mubarak, 

Montes-Worboys et al. 2012). A noter que le rôle des cellules mésothéliales a également été 

confirmé dans un modèle murin de fibrose induite par inhalation de TGF (Mubarak, 

Montes-Worboys et al. 2012), soulignant ainsi les interactions étroites entre la plèvre et le 

parenchyme pulmonaire, comme pouvaient le laisser supposer les pathologies liées à 

l͛eǆpositioŶ à l͛aŵiaŶte.  

 

 



43 

 

 

LES CRITERES DE TEM   

TĠŵoiŶ d͛uŶe paƌtiĐuliğƌe plastiĐitĠ Đellulaiƌe ĠpithĠliale, la TEM est ĐaƌaĐtĠƌisĠe paƌ la peƌte 

de la polarité des cellules et de leurs marqueurs épithéliaux (incluant les protéines de 

joŶĐtioŶ ou d͛adhĠsioŶ Đoŵŵe le )O-ϭ et l͛E-Cadhérine). La réorganisation du cytosquelette 

aĐĐoŵpagŶe la ŵodifiĐatioŶ ŵoƌphologiƋue ǀeƌs uŶ ŵoƌphotǇpe stellaiƌe. L͛aĐƋuisitioŶ d͛uŶ 

potentiel migrateur pour affirmer une TEM est plus controversée, notamment dans un 

contexte de fibrose  (Nawshad, Lagamba et al. 2005). La perte du phénotype épithélial peut 

être attestée par un panel de marqueurs comme le ZO-ϭ, l͛E-Cadhérine, des cytokeratines, 

l͛aƋuapoƌiŶe ϱ ;AQPϱͿ ou la pƌotĠiŶe apiĐale MUC-1. Le facteur de transcription nucléaire 

TTF-1 (Thyroid-transcription factor-1), anciennement nommé Nkx2.1, exprimé 

essentiellement dans les cellules épithéliales du poumon profond peut également être 

utilisĠ. L͛aĐƋuisitioŶ du phĠŶotǇpe ŵĠseŶĐhǇŵateuǆ peut ġtƌe suggĠƌĠ paƌ le paŶel de 

marqueurs suivant : la vimentine, SMA, fibroblast-specific protein-1 (FSP-1), la desmine, le 

(pro)-collagène, la fibronectine, le connective tissue growth factor (CTGF), la N-Cadhérine, 

les facteurs de transcription Snail et Slug (SNAI1 et SNAI2), la translocation nucléaire de la -

ĐateŶiŶe aiŶsi Ƌue l͛eǆpƌessioŶ de MMPs.  

La protéine du cytosquelette FSP-1, membre de la famille des protéines S-100 porteuses de 

Ca, constitue un marqueur prototypique des fibroblastes. La vimentine est un filament 

intermédiaire du cytosquelette présent non seulement dans les fibroblastes mais parfois 

également dans les cellules endothéliales, les cellules hématopoïétiques, les cellules gliales 

voire même certaines cellules épithéliales agressées. Sa place en tant que marqueur de TEM 

est ĐoŶtƌoǀeƌsĠe. L͛-SMA est l͛uŶ des siǆ ŵeŵďƌes de la faŵille des aĐtiŶes. PƌĠseŶt de 

façon constitutive dans certaines cellules, il caractérise la cellule myofibroblastique, sans en 

être spécifique. La -catenine est une protéine de plaque cytoplasmique qui a un rôle double 

au cours de la TEM : elle lie les cadhérines au cytosquelette et sert de facteur 

tƌaŶsĐƌiptioŶŶel aǀeĐ le faĐteuƌ Đellulaiƌe T. Ce Đoŵpleǆe ĐoŶtƌôle diƌeĐteŵeŶt l͛eǆpƌessioŶ 

génique associée à la TEM et en particulier SNAI1. Présente sur la membrane cellulaire dans 
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les cellules épithéliales normales, sa localisation est cytoplasmique voire nucléaire en cas de 

TEM (Gavert and Ben-Ze'ev 2007).  

Un des évènements principauǆ de la TEM ƌeste la ƌĠpƌessioŶ de l͛E-Cadhérine, protéine de 

jonction intercellulaire appartenant à la superfamille des immunoglobulines, garant du 

phénotype épithélial et conduisant à la relocalisation de la -catenine dans le noyau, 

permettant son interaction avec Wnt.  On parle de switch des cadhérines avec la baisse de la 

E-Cadhérine parallèlement à la hausse de la N (neural) -Cadhérine, voire de la OB 

(osteoblaste)-Cadhérine (Strutz, Zeisberg et al. 2002). De même, on assiste au cours des 

processus de TEM à un switch des intégrines, qui sera propre à chaque tissu concerné.  

L͛aďseŶĐe de spĠĐifiĐitĠ de Đes ŵaƌƋueuƌs pƌis isolĠŵeŶt ƌeŶd ŶĠĐessaiƌe l͛utilisation de 

plusieuƌs d͛eŶtƌe euǆ et la ĐoŶjoŶĐtioŶ Đlaiƌe de la peƌte du phĠŶotǇpe ĠpithĠlial et 

l͛appaƌitioŶ des ŵaƌƋueuƌs ŵĠseŶĐhǇŵateuǆ. NĠaŶŵoiŶs, puisƋu͛il est ƋuestioŶ d͛uŶ 

phénomène dynamique, les cellules peuvent être observées à des phases de transition 

ƌeŶdaŶt diffiĐile l͛appliĐatioŶ de Đƌitğƌes stƌiĐts. Pouƌ illustƌeƌ uŶe TEM, l͛idĠal est doŶĐ 

d͛oďseƌǀeƌ la ĐoeǆisteŶĐe des ŵaƌƋueuƌs ĠpithĠliauǆ et ŵĠseŶĐhǇŵateuǆ daŶs la ŵġŵe 

Đellule, d͛où la pƌatiƋue des Đo-marquages dans la plupart des travaux menés dans ce 

domaine. Enfin, l͛aĐtiǀatioŶ des ǀoies de sigŶalisatioŶ de la TEM est ĐoŶsidĠƌĠe paƌ ĐeƌtaiŶs 

auteuƌs Đoŵŵe le seul gaƌaŶt de l͛eǆisteŶĐe d͛uŶ tel phĠŶoŵğŶe (Duffield, Lupher et al. 

2013; Lamouille, Xu et al. 2014).  

LES DIFFERENTS TYPES DE TEM (1, 2, 3)  

AU COURS DU DEVELOPPEMENT (TEM DE TYPE 1 ET DE TYPE 2) 

La foƌŵatioŶ des tissus et des oƌgaŶes au Đouƌs de l͛eŵďƌǇogĠŶğse fait iŶteƌǀeŶiƌ la ŶotioŶ 

cruciale de plasticité cellulaire aussi bien chez les vertébrés que chez les invertébrés (Thiery 

and Sleeman 2006). La TEM iŶteƌǀieŶt daŶs l͛iŵplaŶtatioŶ utĠƌiŶe de l͛eŵďƌǇoŶ et au Đouƌs 

de l͛eŵďƌǇogĠŶğse elle-même. Elle existe initialement à la phase de gastrulation, permettant 

de passeƌ d͛uŶe ŵoŶoĐouĐhe de Đellules ;épiblaste) à 3 couches germinales, l͛eĐtodeƌŵe, le 

ŵĠsodeƌŵe et l͛eŶdodeƌŵe. OŶ paƌle aloƌs de TEM de tǇpe ϭ, ĐoŶduisaŶt à la foƌŵatioŶ de 
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cellules mésenchymateuses multi-poteŶtes et ŶoŶ à des fiďƌoďlastes. L͛eĐtodeƌŵe foƌŵe la 

peau et le sǇstğŵe Ŷeƌǀeuǆ. Le ŵĠsodeƌŵe et l͛eŶdodeƌŵe Đontribuent à la formation de 

diffĠƌeŶts tissus de l͛oƌgaŶisŵe adulte ;esseŶtielleŵeŶt du sƋuelette et du tissu ĐaƌdiaƋue 

pouƌ le pƌeŵieƌ et du tuďe digestif pouƌ l͛autƌeͿ et soŶt doŶĐ le siğge de ŵultiples Ġtapes de 

TEM et de transition mésenchymato-épithéliale (TME) (Acloque, Adams et al. 2009). Ce 

poteŶtiel de TME est d͛ailleuƌs uŶ ĠlĠŵeŶt caractéristique de la TEM de type 1 (Zeisberg and 

Neilson 2009). Le pouŵoŶ est issu d͛uŶ petit diǀeƌtiĐule de la ďouĐhe aŶtĠƌieuƌe de 

l͛eŶdodeƌŵe. Les phĠŶoŵğŶes de ďƌaŶĐhiŶg dĠĐƌits au Đouƌs de la ŵoƌphogĠŶğse 

pulmonaire impliquent une coordination épithélio-mésenchymateuse étroite orchestrée par 

des signaux cellulaires et extra-cellulaires. A cette phase du développement, la TEM  aboutit  

à la production de fibroblastes composant les tissus matures ; elle est alors désignée TEM de 

type 2.  

DANS LES TISSUS ADULTES (TEM DE TYPE 2 ET DE TYPE 3) 

A l͛âge adulte, le ďain de cytokines généré par des agressions tissulaires persistantes conduit 

à la formation de nombreux fibroblastes participant au processus de fibrogénèse (Thiery 

ϮϬϬϲͿ, daŶs le Đadƌe d͛uŶe TEM de tǇpe Ϯ (Kalluri and Neilson 2003; Zeisberg and Neilson 

2009).  Quant à la TEM de type 3, elle désigne les phénomènes observés au cours des 

carcinomes invasifs (Yang and Weinberg 2008). La fiŶalitĠ Ŷ͛est aloƌs pas la foƌŵatioŶ de 

fiďƌoďlastes, ŵais plutôt l͛aĐƋuisitioŶ des poteŶtiels de ŵigƌatioŶ (Zeisberg and Neilson 

2009). La TEM est en effet reconnue comme étant un processus de formation des 

métastases de nombreux cancers solides et témoigne de leur agressivité (Thompson, Torri et 

al. 1994; Xue, Plieth et al. 2003; Thiery, Acloque et al. 2009). Les phénomènes de transition 

endothélio-mésenchymateuse et mesothélio-mésenchymateuse sont classés dans les TEM 

de type 2. Ils impliquent également le rôle du TGFet de la voie de signalisation Smad2 

comme décrit plus loin au cours de la TEM.  
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LES MODULATEURS DE LA TEM ET LES VOIES DE SIGNALISATION  

Dans différents tissus, la cellule épithéliale agressée et lésée est considérée comme chef 

d͛oƌĐhestƌe des pƌoĐessus fibrosants. Les premiers travaux ont été réalisés dans le rein où 

des modifications phénotypiques évocatrices de TEM ont été observées dans un modèle 

d͛agƌessioŶ aiguë du rein conduisant à une fibrose rénale (Iwano, Plieth et al. 2002). Certains 

auteuƌs oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶduĐtioŶ de l͛eǆpƌessioŶ du faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ SNAIϭ Đhez 

une souris transgénique induit une fibrose rénale (Boutet, De Frutos et al. 2006).  

LES VOIES DE SIGNALISATION IMPLIQUEES  

LA VOIE DE SIGNALISATION WNT/-CATENINE  

Le terme Wnt est un acronyme issu des noms de 2 gènes « wingless » et « int-1 », 

découverts de façon parallèle, et qui codent pour la même protéine. La famille Wnt 

comprend 19 membres de glycoprotéines avec des résidus cystéine fortement conservés. La 

protéine Wnt subit des modifications post-traductionnelles la rendant hydrophobe. Trois 

voies de signalisation impliquant Wnt sont décrites avec notamment la voie Wnt/-catenine, 

la voie Wnt/calcium via la calmoduline kinase II et la protéine kinase C et enfin la voie 

Wnt/JNK à travers de petites GTPases.  

EŶ l͛aďseŶĐe de ligaŶd WŶt, la -catenine subit une phosphorylation et une dégradation 

après ubiquitination. Dans le cas contraire, elle se localise dans le noyau et permet la 

tƌaŶsĐƌiptioŶ de gğŶes dĠfiŶis. L͛aĐtiǀatioŶ ĐoŶstitutiǀe de la ǀoie -caténine conduit à des 

anomalies épithéliales avec dysplasies épithéliales et une localisation ectopique de 

pneumocytes II. 

LES FACTEURS DE TRANSCRIPTION SNAI, ZEB ET TWIST  

Les activateurs et les répresseurs de TEM ont un rôle variable selon le contexte et le 

microenvironnement et vont agir sur des molécules effectrices intra-cellulaires, comme la 

famille des GTPases (Ras, Rho, Rac) ou des membres de la famille des Src-tyrosine kinases. 
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Ces ǀoies de sigŶalisatioŶ ǀoŶt aďoutiƌ à l͛aĐtiǀatioŶ de ƌĠgulateuƌs tƌaŶsĐƌiptioŶŶels Đoŵŵe 

les snails (SNAI1 et SNAI2) [Figure 8].  

SNAI1 et 2 sont des protéines en doigt de zinc anciennement nommées respectivement Snail  

et Slug. Ces facteurs de transcription ont un rôle important au cours des différents types de 

TEM, que ce soit donc au cours du développement ou en pathologie (Barrallo-Gimeno and 

Nieto 2005). Leur expression induit notamment une répression transcriptionnelle de la 

protéine de jonction E-Cadhérine ainsi que des gènes Crumbs responsables de la polarité des 

cellules. Ils assurent la modification morphologique et la mobilité des cellules en agissant par 

ailleuƌs suƌ l͛eǆpression des marqueurs mésenchymateux. Ils agissent également sur 

l͛eǆpƌessioŶ de MMP et iŶhiďeŶt la pƌolifĠƌatioŶ Đellulaiƌe via la répression de la cycline D. Ils 

protègent de la mort cellulaire programmée via des agonistes de Bcl et la suppression de 

caspases. La phosphorylation de SNAI conduit à son passage du noyau vers le cytoplasme, ce 

qui amène une inactivation de ses propriétés de facteur transcriptionnel. Le facteur NF-B 

empêche la phosphorylation de SNAI1 via une glycogène synthase kinase (GSK)-3, 

empêchant ainsi son inactivation (Wu, Evers et al. 2009). 

TWIST est uŶe pƌotĠiŶe eŶ hĠliĐe doŶt l͛aĐtiǀitĠ Đoŵŵe faĐteuƌ tƌaŶsĐƌiptioŶŶel opğƌe au 

cours de la différentiation cellulaire. Il intervient essentiellement au cours de la 

morphogénèse et apparait à la phase embryonnaire précoce (Castanon and Baylies 2002). Il 

a été également impliqué dans les fibroses et les métastases de cancer (Yang, Wu et al. 

2008). Il agit le plus souvent en synergie avec Snail, mais peut parfois mener une action 

indépendante comme cela a été observé au cours du cancer métastatique (Yang, Mani et al. 

2004).  

FOXC2 (Forkhead box C2) est un inducteur pléiotrope de TEM, notamment au cours du 

développement et de la formation des metastases.  

ZEB (pour zinc finger E-Box binding homeobox) est également un facteur de transcription 

impliqué dans la TEM et agit notamment comme répresseur d͛E-Cadhérine.  
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Figure 8 : Rôle et régulation des principaux facteurs de transcription de la TEM ;d͛apƌğs 
(Lamouille, Xu et al. 2014)) 

 

LES INDUCTEURS DE TEM  

La TEM est uŶ poiŶt de ĐoŶǀeƌgeŶĐe de l͛iŶflaŵŵatioŶ et des pathologies lĠtales (Lopez-

Novoa and Nieto 2009). Les médiateurs secrétés comme le TNF et le TGF  contribuent à 

l͛aĐtiǀatioŶ de NF-B et doŶĐ à l͛eǆpƌessioŶ de SNAI, favorisant ainsi la TEM [Figure 9]. Les 

ROS peuvent également induire SNAI. BieŶ Ƌue ƌĠduiƌe l͛oǆǇgĠŶatioŶ des Đellules 

cancéreuses constitue dans certains cas une approche thérapeutique (anti-angiogéniques), 

le ƌôle de l͛hǇpoǆie a ĠtĠ iŶĐƌiŵiŶĠ daŶs l͛iŶǀasioŶ tuŵoƌale via HIF1, activateur potentiel 

de Tǁist et d͛autƌes aĐtiǀateuƌs de TEM. Les pƌiŶĐipauǆ effeĐteuƌs iŵpliƋuĠs daŶs la TEM oŶt 

ĠtĠ ĐoŶseƌǀĠs au Đouƌs de l͛Ġǀolution et incluent les molécules Wnt, les facteurs de 

croissance fibroblastiques (FGFs), les molécules snails, le facteur nucléaire NF-B et l͛E-

Cadhérine.   
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Figure 9: SĐhĠŵa des pƌiŶĐipales voies pouvaŶt ĐoŶduiƌe à l’aĐtivatioŶ des faĐteuƌs de 
transcription de la TEM ;d͛apƌğs (Nieto 2011)).                     

 

De nombreux signaux extra-cellulaires, y compris des éléments de la matrice extra-cellulaire 

comme le ĐollagğŶe et l͛aĐide hǇaluƌoŶiƋue peuǀeŶt iŶduiƌe uŶe TEM peƌŵettaŶt auǆ 

Đellules de l͛eŶdodeƌŵe de ĐoŶtƌiďueƌ aǀeĐ le ŵĠsodeƌŵe auǆ Đellules ŵĠseŶĐhǇŵateuses.  

Principal facteur profibrosant, le TGFϭ ĐoŶstitue le pƌototǇpe ŵġŵe de l͛iŶduĐteuƌ de TEM 

(Willis, Liebler et al. 2005; Willis and Borok 2007). Le TGF1 est une cytokine ayant en effet 

de multiples fonctions permettant de réguler la morphogénèse tissulaire et sa différentiation 

à tƌaǀeƌs uŶ ƌôle suƌ la pƌolifĠƌatioŶ, la diffĠƌeŶtiatioŶ, l͛apoptose des Đellules ŵais aussi suƌ 

la production de matrice extra-cellulaire.  

Le TGF1 est un inducteur majeur de TEM au cours du développement mais aussi en 

carcinogénèse et dans les processus fibrosants avec différents isoformes ayant un effet 

variable selon le contexte (Nawshad, Lagamba et al. 2005). En cancérologie, les interactions 
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de TGF et de Ras conduisent à une activation autocrine de la synthèse du TGF participant à 

l͛agƌessiǀitĠ des tuŵeuƌs (Janda, Lehmann et al. 2002). Le TGF1 est impliqué dans la TEM 

de différentes cellules épithéliales, comme celles du tube contourné proximal dans le rein, 

celles de l͛œil ou ďieŶ du pouŵoŶ. L͛iŵpliĐatioŶ de Sŵadϯ, esseŶtielle à la sigŶalisatioŶ du 

TGF, dans la TEM des processus fibrosants a été clairement démontrée in vitro et in vivo 

daŶs l͛œil et le ƌeiŶ (Sato, Muragaki et al. 2003; Saika, Kono-Saika et al. 2004). Ainsi, dans 

l͛œil ou le ƌeiŶ des souƌis aǇaŶt uŶe iŶǀalidatioŶ du gğŶe ĐodaŶt pour Smad3, la TEM est 

abolie y compris après stimulation par le TGF (Sato, Muragaki et al. 2003; Saika, Kono-Saika 

et al. 2004). Les rôles respectifs de Smad2 et Smad3 ont été soulignés selon le type cellulaire 

concerné (Willis and Borok 2007). Smad7, antagoniste de la signalisation de TGF ou encore 

le BMP-7 agissant par la voie des Smad, peuvent prévenir la fibrose dans les cellules rénales 

ou rétiniennes. Dans un modèle de souris triple transgénique avec marquage des CEA de 

type II et surexpression du TGF par vecteur adénoviral, un tiers des fibroblastes observés 

dans la fibrose pulmonaire induite sont X-gal positiǀes souligŶaŶt l͛iŵpoƌtaŶĐe de la TEM 

induite par le TGF dans la fibrogénèse (Kim, Kugler et al. 2006). Le TGF peut également 

emprunter des voies de signalisation indépendantes de Smad et qui impliquent RhoA, Ras, 

MAPK, PI3 kinase, Notch, et la voie de signalisation Wnt (Zavadil, Bitzer et al. 2001). Enfin, il 

existe des interactions selon le type cellulaire entre le TGF et les voies de signalisation 

Wnt/catenine, SNAI1 et SNAI2 ou encore TWIST.   

Selon le contexte, la TEM peut être induite par de nombreux médiateurs extracellulaires 

autres que le TGF, Đoŵŵe le FGFϮ, l͛EGF, le CTGF, l͛insulin-like growth factor-2 (IGF-II), 

l͛iŶteƌleukiŶe-1 (IL-ϭͿ, l͛hepatocyte growth factor (HGF), ou encore les ligands de Wnt 

(Zavadil and Bottinger 2005). Les effets de ces médiateurs peuvent être potentialisés par les 

iŶteƌaĐtioŶs aǀeĐ les ĠlĠŵeŶts de dĠgƌadatioŶ de la ŵeŵďƌaŶe ďasale, la peƌte d͛iŶteƌaĐtioŶ 

matrice/intégrines ou encore les MMPs (Kim, Wei et al. 2009; Chapman 2011). La matrice 

provisoire formée de fibrine et de fibronectine iŶduit uŶe TEM eŶ l͛aďseŶĐe ŵġŵe de TGF1 

(Kim, Kugler et al. 2006).   

HIF a été incriminé dans les phénomènes de TEM essentiellement dans les modèles de 

fibrose rénale induite (Higgins, Kimura et al. 2007; Zhou, Dada et al. 2009).   
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Les espğĐes ƌĠaĐtives de l’oxygène (ROS) (Kinnula 2008; Kinnula and Myllarniemi 2008) 

apparaissent également comme pourvoyeurs de TEM. L͛H2O2, connu pour augmenter le 

stress oxydant extra-Đellulaiƌe, Ŷ͛a pas d͛effet suƌ le phĠŶotǇpe ĠpithĠlial des CEA in vitro 

(Felton, Borok et al. 2009). EŶ ƌeǀaŶĐhe, l͛augŵeŶtatioŶ des ‘OS iŶtƌaĐellulaiƌes pƌoǀoƋuĠe 

par le TGF, semble être incriminée dans la TEM observée sur des lignées de CEA de rats 

(Felton, Borok et al. 2009).  

HSP27 (heat shock protein) intervient dans la TEM au cours de la fibrogénèse pulmonaire en 

paƌtiĐulieƌ daŶs uŶ ŵodğle ŵuƌiŶ de fiďƌose iŶduite paƌ iŶstillatioŶs d͛uŶ ǀeĐteuƌ adénoviral 

couplé au TGF daŶs l͛espaĐe pleuƌal. Le rôle de HSP27 a été souligné plus particulièrement 

au cours de la transition mesothélio-mésenchymateuse (Wettstein, Bellaye et al. 2013). 

L͛iŶhiďitioŶ de Đette pƌotĠiŶe de ĐhoĐ theƌŵiƋue a peƌŵis de ďloƋueƌ in vitro l͛EMT iŶduite 

par le TGF et dans un modèle murin de prévenir la fibrose pulmonaire.  

LES REPRESSEURS DE TEM  

Paƌŵi les ŵodulateuƌs de TEM, oŶ s͛iŶtĠƌesse ďieŶ sûƌ ďeauĐoup auǆ ĠlĠŵeŶts ƌĠpƌesseuƌs. 

Le BMP-7 permet de contrer in vivo dans le rein la TEM induite par le TGF via Smad3 

(Zeisberg, Shah et al. 2005). Ce phĠŶoŵğŶe est ĠgaleŵeŶt dĠĐƌit daŶs l͛œil où la 

surexpression de Smad7 eŵpġĐhe la suƌǀeŶue d͛uŶe TEM. EŶ effet, Đoŵŵe BMP7, Smad7, 

antagoniste de la signalisation Smad de TGF peut prévenir la fibrose dans les cellules 

ƌĠŶales ou ĐoƌŶĠeŶŶes. L͛iŵpoƌtaŶĐe de la TEM iŶduite paƌ le TGF dans la fibrogénèse est 

soulignée dans un modèle de souris triple transgénique avec marquage des pneumocytes de 

type II et surexpression du TGF par vecteur adénoviral, un tiers des fibroblastes observés 

dans la fibrose pulmonaire induite sont X-gal positives (Kim, Kugler et al. 2006). 

Le rôle complexe de l͛HGF dans les interactions épithélio-mésenchymateuses a été étudié 

dans le poumon (Crestani, Marchand-Adam et al. 2012). Ce facteur de croissance bloque la 

TEM des cellules épithéliales rénales en augmentant le corépresseur de Smad, SnoN, 

conduisant à la formation de complexes inactifs SnoN/Smad (Yang, Dai et al. 2005).  
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La N-acétyl-cystéine, substrat du glutathion, puissant anti-oxydant permet de limiter la TEM 

induite par le TGF in vitro seloŶ les tƌaǀauǆ de l͛ĠƋuipe de Z. Borok (Felton, Borok et al. 

2009). Cet effet bénéfique semble être expliqué par la restauration du stock de glutathion 

ŵais aussi paƌ l͛iŶhiďitioŶ de la sǇŶthğse de ‘OS iŶtƌa-Đellulaiƌes sous l͛effet du TGF. La NAC 

semble empêcher la cascade de signalisation induite par le TGF en agissant en particulier 

sur la phosphorylation de Smad3 (Felton, Borok et al. 2009).  

Le ŵoŶoǆǇde d͛azote ;NO), qui est important dans le développement pulmonaire, et qui 

peut être bénéfique au cours des agressions pulmonaires, semble avoir une action directe 

sur les CEA, en empêchant les phénomènes de TEM. Il existe 3 isoformes de NO, à savoir 

nNOS pour la forme neuronale, iNOS pour la forme inductible et eNOS pour la forme 

endothéliale. Il a été montré que ces deux derniers isoformes sont présents dans les CEA et 

Ƌu͛ils iŶteƌǀieŶŶeŶt daŶs le ŵaiŶtieŶ du phĠŶotǇpe ĠpithĠlial. Le TGF provoque une baisse 

de l͛eǆpƌessioŶ d͛eNOS, doŶt la supplĠŵeŶtatioŶ pƌĠǀieŶt eŶtƌe autƌes les phĠŶoŵğŶes de 

TEM (Vyas-Read, Shaul et al. 2007).  

CEA ET FACTEURS GENETIQUES ET EPIGENETIQUES  

En tout état de cause, la fibrose pulmonaire semble survenir sur un terrain prédisposé dont 

l͛eǆploƌatioŶ ŵet eŶ aǀaŶt le ƌôle majeur des CEA, qui sont concernées par la plupart des 

aŶoŵalies gĠŶĠtiƋues à l͛oƌigiŶe de fiďƌoses faŵiliales (Thomas, Lane et al. 2002; Armanios, 

Chen et al. 2007; Tsakiri, Cronkhite et al. 2007; Korfei, Ruppert et al. 2008). Les travaux 

réalisés mettent en évidence les gènes de susceptibilité à la fibrose pulmonaire, dont la 

suƌǀeŶue est souŵise à l͛iŶflueŶĐe des faĐteuƌs ĠpigĠŶĠtiƋues.   

Les PID familiales suivent une hérédité mendélienne avec une transmission le plus souvent 

dominante autosomique de pénétrance variable (Lawson, Loyd et al. 2011; Spagnolo, 

Grunewald et al. 2014). Les mutations des gènes des protéines du surfactant (SPB, SPC) 

(Thomas, Lane et al.), ƌespoŶsaďles daŶs ĐeƌtaiŶs Đas d͛uŶ stƌess du réticulum 

endoplasmique ciblent essentiellement les CEA (Korfei, Ruppert et al. 2008). Les mutations 

des gènes codant pour le complexe des télomérases (Armanios, Chen et al. 2007; Tsakiri, 

Cronkhite et al. 2007), impliquées dans la sénescence cellulaire prématurée, concernent 



53 

 

 

également la CEA. La télomérase, ribonucléoprotéine associant un composant ARN TERC et 

une sous-unité protéique, la reverse transcriptase TERT, peƌŵet de ĐatalǇseƌ l͛additioŶ des 

tĠloŵğƌes, sĠƋueŶĐes ƌĠpĠtitiǀes d͛ADN ;TTAGGGͿn à l͛eǆtƌĠŵitĠ des Đhƌoŵosoŵes. Elles 

empêchent ainsi le raccourcissement progressif des télomères au cours de la réplication de 

l͛ADN à ĐhaƋue diǀisioŶ Đellulaiƌe.  La pƌĠǀaleŶĐe des ŵutatioŶs hĠtĠƌozǇgotes du Đoŵpleǆe 

télomérase est estimée à 18% des PID familiales, et à 1-3% des PII sporadiques avec 

essentiellement des mutations de TERT (Armanios, Chen et al. 2007; Diaz de Leon, Cronkhite 

et al.). La plus grande analyse pan génomique réalisée jusque-là est celle de Fingerlin et al. 

incluant 2492 patients ayant une PII (avec une majorité de FPI) et plus de 6000 témoins 

(Fingerlin, Murphy et al. 2013).  Ce travail confirme les associations génétiques impliquant 

TERC situé en 3q26, TERT situé en 5p15, et MUC5B situé en 11p15) et identifie 7 nouveaux 

loĐi ĐoŶĐeƌŶaŶt des gğŶes iŵpliƋuĠs daŶs l͛iŵŵuŶitĠ iŶŶĠe, l͛adhésion intercellulaire (le 

gène DSP, loĐus ϲpϮϰ.ϯ ĐodaŶt pouƌ uŶ desŵosoŵeͿ et la ƌĠpaƌatioŶ de l͛ADN. Le ƌisƋue de 

développer une FPI est également associé au gène OBFC1, qui intervient dans la longueur 

des télomères, soulignant ainsi le rôle pathogénique de la sénescence cellulaire au cours de 

la FPI. Le polymorphisme du promoteur du gène MUC5B, associé aux formes familiales mais 

aussi aux formes sporadiques de FPI, a également été mis en évidence par cette approche 

génétique. Une forte association entre le polymorphisme rs35705950 du promoteur du gène 

de MUC5B et la fibrose pulmonaire familiale ou sporadique a ainsi été mise en évidence. Ce 

polymorphisme est présent chez 34% des patients ayant une PID familiale, 38% de ceux 

ayant une FPI sporadique et 9% des témoins (Seibold, Wise et al. 2011). Ce polymorphisme 

semble de façon intéressante conférer un meilleur pronostic (Peljto, Zhang et al. 2013). En 

immunohistochimie, on note une surexpression de MUC5B qui se distribue dans les zones de 

fiďƌose à l͛iŶteƌfaĐe eŶtƌe les ďƌoŶĐhioles et les alǀĠoles et Ŷotaŵŵent dans les territoires 

d͛hǇpeƌplasie ĠpithĠliale adjaĐeŶts auǆ lĠsioŶs de ƌaǇoŶ de ŵiel ŵiĐƌosĐopiƋue. La protéine 

MUCϱB ĠtaŶt eǆpƌiŵĠe daŶs le gel ŵuƋueuǆ de l͛ĠpithĠliuŵ ďƌoŶĐhiolaiƌe, ses aŶoŵalies 

sont habituellement associées aux affections chroniques des petites voies aériennes. Dans le 

cadre de la fibrose pulmonaire, plusieurs hypothèses pathogéniques sont formulées (King, 

Pardo et al. 2011; Seibold, Wise et al. 2011; Spagnolo, Grunewald et al. 2014). L͛eǆĐğs de 
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ŵuĐus seƌait ƌespoŶsaďle d͛uŶ dĠfaut de ĐlaiƌaŶĐe des ageŶts extérieurs, potentiels facteurs 

d͛agƌessioŶ des CEA. Cet eǆĐğs de ŵuĐus pouƌƌait ĐoŶstitueƌ uŶ oďstaĐle phǇsiƋue à la ƌe-

épithélialisation. Le phénomène de bronchiolisation des espaces alvéolaires décrits au cours 

de la FPI, pourrait constituer une autre approche pathogénique. Enfin, la participation de 

MUCϱB daŶs l͛augŵeŶtatioŶ du Ŷiǀeau de stƌess du ‘E est pƌoposĠe (Spagnolo, Grunewald 

et al. 2014). 

Exprimé dans les CEA et les macrophages alvéolaires, ELMOD2 est un des premiers gènes à 

avoir été mis en évidence ainsi dans une population Finlandaise (Hodgson, Pulkkinen et al. 

2006). SoŶ ƌôle daŶs l͛iŵŵuŶitĠ iŶŶĠe et la pathogĠŶie de la ŵaladie ƌeste à dĠfiŶiƌ et le 

sĠƋueŶçage de Đe gğŶe Ŷ͛a pas ideŶtifiĠ la ŵutatioŶ. Plus ƌĠĐeŵŵeŶt, de Ŷouǀeauǆ ǀaƌiaŶts 

associés à la FPI ont été mis en évidence : les gènes TOLLIP (11p15.59) et SPPL2C (17q21.31) 

(Noth, Zhang et al. 2013). Leur expression est diminuée dans le poumon de FPI. TOLLIP est 

uŶ ƌĠgulateuƌ de l͛iŵŵuŶitĠ iŶŶĠe Ƌui s͛assoĐie aǀeĐ Sŵadϳ, Ƌui lui-même inhibe dans la 

cascade de signalisation du TGF. Il semble donc être vraisemblablement impliqué dans la 

pathogénie de la FPI (Spagnolo, Grunewald et al. 2014). 

L͛appaƌitioŶ de la ŵaladie à uŶ âge aǀaŶĐĠ que ce soit dans la forme sporadique ou dans 

ĐeƌtaiŶes foƌŵes faŵiliales souligŶe l͛iŵpoƌtaŶĐe des altĠƌatioŶs ĠpigĠŶĠtiƋues daŶs la 

pathogénie de la FPI. Ces anomalies consistent en des modifications réversibles de la 

structure de la chromatine sans modification de la séquence nucléotidique et incluent la 

méthylation de l͛ADN, l͛acétylation des histones, ou encore la régulation des microARN. Ces 

microARN sont des petits ARN non codants de 22 nucléotides qui régulent l͛eǆpƌessioŶ post-

transcriptionnelle de gènes cibles. Il a été montré une variation de divers microARN dans le 

poumon de FPI intervenant dans les éléments déterminants de la maladie. Certains 

ŵiĐƌoA‘N ĐiďleŶt les fiďƌoďlastes ƋuaŶd d͛autƌes ĐoŶĐeƌŶeŶt les CEA. Let-7d, miR-200, et 

miR-326 ciblent la signalisation du TGF et sont diminués tandis que miR-21, qui favorise la 

transition épithélio-mésenchymateuse est augmentée dans les CEA de FPI (Pandit, Milosevic 

et al. 2011; Yang, Banerjee et al. 2012; Yamada, Kubo et al. 2013). Certains microARN ont un 

ƌôle paƌtiĐulieƌ daŶs la ƌĠaĐtiǀatioŶ de gğŶes fœtauǆ iŵpliƋuĠs daŶs la morphogénèse 
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comme Wnt/caténine et SoŶiĐ hedgehog, Ƌui ĐoŶtƌiďueŶt à l͛aĐtiǀatioŶ aŶoƌŵale des CEA 

et des fibroblastes (Selman, Pardo et al. 2008). En effet, certains microARN impliqués dans le 

développement sont dérégulés dans la FPI. Ainsi, la surexpression de la voie Wnt/caténine 

constatée dans le poumon de FPI (Chilosi, Poletti et al. 2003; Konigshoff, Kramer et al. 2009; 

Konigshoff and Eickelberg 2010) est corrélée avec la baisse de miR-375 et miR-487b, qui ont 

pouƌ Điďle Fƌizzled ϴ et WNTϱA. L͛augŵeŶtatioŶ de ŵi‘-154, qui cible les inhibiteurs de Wnt, 

entraîne par conséquent une activation de cette voie (Wang, Huang et al. 2013) (Milosevic, 

Pandit et al. 2012).  

TRAITEMENT DE LA FPI  

A ce jour, seule la transplantation pulmonaire améliore la survie des patients ayant une FPI 

avec une médiane de survie post-greffe estimée à 4,5 ans (Egan, Martinez et al. 2005) 

(Raghu, Collard et al. 2011; Kistler, Nalysnyk et al. 2014). Discutée chez les patients âgés de 

moins de 65 ans ayant une forme évoluée de la ŵaladie sous ƌĠseƌǀe de l͛aďseŶĐe de ĐoŶtƌe-

indication chez des patients (Kistler, Nalysnyk et al. 2014), cette procédure constitue une 

alternative thérapeutique seulement pour une minorité de patients. Nombreux patients 

dĠĐğdeŶt suƌ liste d͛atteŶte de gƌeffe (du Bois 2010) (Spagnolo, Maher et al. 2015).  

La nocivité des immunosuppresseurs est clairement démontrée au cours de la FPI (Raghu, 

Anstrom et al. 2012). Des essais ĐliŶiƋues ďieŶ ĐoŶduits et de gƌaŶde eŶǀeƌguƌe Ŷ͛oŶt pas 

montré de bénéfice significatif pour les médicaments suivants : anti-TNF (etanercept) 

(Raghu, Brown et al. 2008), IFN-(Bajwa, Ayas et al. 2005), antagonistes des récepteurs de 

l͛eŶdotheliŶe-1 (bosentan, macitentan, ambrisentan) (King, Brown et al. 2011; Raghu, Behr 

et al. 2013), anti-tyrosine kinase (imatinib mesylate) (Daniels, Lasky et al. 2010), inhibiteur de 

la phosphodiestérase de type 5 (sildenafil) (Zisman, Schwarz et al. 2010) et plus récemment 

un anti-coagulant oral (anti-vitamine K, la warfarine) (Noth, Anstrom et al. 2012) et la N-

acétylcystéine (NAC) (Martinez, de Andrade et al. 2014). En effet, malgré les connaissances 

physiopathologiques sur le niveau élevé de stress oxydant dans le poumon de FPI (Kinnula, 

Fattman et al. 2005), la prise à fortes doses de NAC semble non seulement ne pas être 
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ďĠŶĠfiƋue ŵais elle seƌait assoĐiĠe à uŶe plus gƌaŶde fƌĠƋueŶĐe d͛ĠǀĠŶeŵeŶts Đaƌdio-

vasculaires (Martinez, de Andrade et al. 2014).  

Les traitements spécifiques dits « anti-fibrosants » actuellement disponibles sont la 

pirfenidone et le nintedanib, seuls médicaments susceptibles de pouvoir freiner le déclin 

fonctionnel des patients (Noble, Albera et al. 2011; Richeldi, du Bois et al. 2014 ; Valeyre, 

Albera et al. 2014). La pirfenidone aurait des propriétés anti-fibrosantes, anti-oxydantes et 

anti-inflammatoires dont les mécanismes restent mal connus (Oku, Shimizu et al. 2008; 

Tanaka, Azuma et al. 2012; Macias-Barragan, Sandoval-Rodriguez et al. 2010; Ahluwalia, 

Shea et al. 2014). Dans les modèles animaux de fibrose, la pirfenidone diminue la production 

de facteurs profibrosants (cytokines, chemokines, facteurs de croissance comme le TGF- ou 

le TNF-(Iyer, Wild et al. 1995; Oku, Shimizu et al. 2008; Tanaka, Azuma et al. 2012). La 

pirfenidone permettrait également de diminuer le recrutement de fibrocytes impliqués dans 

la fibrogénèse dans un modèle murin de fibrose induite par la bléomycine (Inomata, Kamio 

et al. 2014). In vitro, la pirfenidone semble inhiber la protéine HSP (heat shock protein)-47, 

chaperonne spécifique du collagène, conduisant à la baisse de la production de collagène de 

type I par les fibroblastes (Nakayama, Mukae et al. 2008).  

Parmi les molécules très répandues dans la pharmacopée anti-tumorale que sont les 

inhibiteurs de tyrosine-kiŶases, le ŶiŶtedaŶiď a oďteŶu tƌğs ƌĠĐeŵŵeŶt l͛autoƌisatioŶ de 

mise sur le marché (AMM) pour le traitement de la FPI (Richeldi, Costabel et al. 2011; 

Richeldi, du Bois et al. 2014). Il agit en aval non seulement des récepteurs du PDGF, mais 

aussi du FGF (fibroblast growth factor) et du VEGF (vascular endothelial growth factor) 

(Macias-Barragan, Sandoval-Rodriguez et al. 2010; Wollin, Maillet et al. 2014; Wollin, Wex et 

al. 2015). Le nintedanib inhibe in vitro l͛activation en myofibroblastes, la migration ainsi que 

la prolifération des fibroblastes (sains et de fibrose) induite par les facteurs PDGF-BB, FGF-2 

and VEGF (Wollin, Maillet et al. 2014; Wollin, Wex et al. 2015). La ďaisse de l͛aĐĐuŵulatioŶ 

de fibroblastes et myofibroblastes aboutit ainsi à la baisse de dépôt de matrice extra-

cellulaire (Wollin, Maillet et al. 2014; Wollin, Wex et al. 2015).  
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Différents agents anti-fibrosants sont en cours de développement, incluant ceux ayant pour 

cible TGF-β1, IL-13, LPA, CTGF, αvβ6 intégrine, Galectin-3, LOXL2,  transglutaminase-2, NOX4, 

et les voies de JNK, ainsi que ceux stimulant PGE2, HGF, Nrf2, et les voies de PTX-2 (Uzunhan, 

Nunes et al. 2011; Duffield, Lupher et al. 2013; Spagnolo, Maher et al. 2015; Spagnolo, 

Sverzellati et al. 2015) [Annexe 2]. 

Le prototype même de la cytokine pro-fibrosante est le TGF-1, mais la multiplicité de ses 

ƌôles doŶt ĐeƌtaiŶs soŶt pƌoteĐteuƌs ƌeŶd les teŶtatiǀes d͛iŶhiďitioŶ de Đette ŵolĠĐule ŶoŶ 

seuleŵeŶt Đoŵpleǆes, ŵais aussi ƌisƋuĠes. SuƌeǆpƌiŵĠe daŶs l͛ĠpithĠliuŵ lĠsĠ ou siğge 

d͛uŶe iŶflaŵŵatioŶ, l͛iŶtĠgƌiŶe v6 semble joueƌ uŶ ƌôle ĐlĠ daŶs l͛aĐtiǀatioŶ du TGF-1. 

Un anticorps monoclonal humanisé (STX-ϭϬϬͿ peƌŵettaŶt l͛iŶhiďitioŶ paƌtielle de Đette 

intégrine est actuellement en phase 2 aux Etats Unis (ClinicalTrials.gov NCT01371305).  

PaƌtiĐipaŶt ŶoŶ seuleŵeŶt à l͛altĠƌatioŶ des ĠĐhaŶges gazeuǆ ŵais aussi à la peƌpĠtuatioŶ du 

processus fibrosant, les constituants de la MEC ou plutôt les enzymes impliquées dans leur 

modulation, sont une autre cible thérapeutique. Ainsi, les lysyls oxydases (LOX) et en 

particulier LOXL2, surexprimé dans le poumon des patients ayant une FPI, mais également 

daŶs les tuŵeuƌs, iŶteƌǀieŶŶeŶt daŶs l͛oƌgaŶisatioŶ des fiďƌes de collagène et leur inhibition 

semble freiner considérablement les lésions de fibrose dans des modèles animaux. Ainsi, le 

Simtuzumab, iŶhiďiteuƌ de LOXLϮ fait l͛oďjet d͛uŶ essai iŶteƌŶatioŶal ŵultiĐeŶtƌiƋue de 

phase 2 dans le traitement de la FPI.  

Approche thérapeutique innovante qui repose sur des travaux précliniques convaincants 

discutés plus bas, l͛adŵiŶistƌatioŶ de Đellules souĐhes ŵĠseŶĐhǇŵateuses ;CSMͿ fait l͛oďjet 

de vives discussions (Toonkel, Hare et al. 2013).    

 

 

 

 

http://clinicaltrials.gov/show/NCT01371305
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B. LE SYNDROME DE DETRESSE RESPIRATOIRE DE L’ADULTE    

 

Le syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA) est une affection décrite initialement 

chez des soldats américains au cours de la guerre du Vietnam (Ashbaugh, Bigelow et al. 

1967). Les causes de SDRA sont multiples et elles sont dominées par les processus infectieux. 

Les mécanismes physiopathologiques sont essentiellement axés sur une altération des 

barrières épithéliales et endothéliales avec exsudats alvéolaires. Trois phases sont décrites 

exsudative, fibro-proliférative et de résolution avec possible récupération ad integrum. Les 

connaissances acquises ont conduit à des ajustements dans les soins de réanimation en 

termes de ventilation et de perfusion permettant une amélioration certes substantielle de la 

survie mais qui demeure insuffisante et appelle des innovations thérapeutiques très 

attendues dans ce domaine.   

DIAGNOSTIC ET DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES  DU SDRA  

 

Les critères diagnostiques du SDRA ont évolué depuis leur description originelle qui 

ŵeŶtioŶŶait uŶe dĠtƌesse ƌespiƌatoiƌe ƌapideŵeŶt pƌogƌessiǀe liĠe à uŶ œdğŵe pulŵoŶaiƌe 

non cardiogénique et nécessitant une ventilation mécanique (Ashbaugh, Bigelow et al. 

1967). En 1988, un score de 4 points permettait de quantifier la sévérité des lésions 

pulŵoŶaiƌes ďasĠe suƌ le degƌĠ d͛hǇpoǆĠŵie, le Ŷiǀeau de pƌessioŶ de fiŶ d͛eǆpiƌatioŶ 

positive (PEEP pour positive end-expiratory pressure), la compliance pulmonaire statique et 

des infiltrats pulmonaires étendus sur la radiographie de thorax (Murray, Matthay et al. 

1988). En 1994, la conférence de consensus Américaine et Européenne recommande des 

critères simplifiés  avec une hypoxémie artérielle définie par une PaO2/FiO2 inférieure à 300 

mm Hg pouƌ l͛ALI ;aĐute luŶg iŶjuƌǇͿ et iŶfĠƌieuƌe à ϮϬϬŵŵHg pouƌ le SD‘A et uŶ iŶfiltƌat 

pulmonaire bilatéral à la radiographie de thorax sans élément pour une défaillance 

cardiaque gauche (Bernard, Artigas et al. 1994). Ces critères simplifiés ont été largement 

eŵploǇĠs, ŵais ils ƌestaieŶt ĐƌitiƋuĠs pouƌ le dĠfaut d͛iŶtĠgƌatioŶ de la PEEP ŶotaŵŵeŶt. 

Plus récemment ont été proposés des critères dits de Berlin qui distinguent trois catégories 
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de SD‘A seloŶ le degƌĠ d͛hǇpoǆĠŵie : léger (200 mm Hg < PaOϮ/FiOϮ ≤ ϯϬϬ mm Hg), modéré 

(100 mm Hg < PaOϮ/FiOϮ ≤ ϮϬϬ mm HgͿ, et sĠǀğƌe ;PaOϮ/FiOϮ ≤ ϭϬϬ mm Hg) (Ranieri, 

Rubenfeld et al. 2012). L͛iŵpaĐt de Đette ĐlassifiĐatioŶ suƌ le diagŶostiĐ et suƌtout l͛histoiƌe 

naturelle du SDRA reste à préciser. Toutes ces définitions concernent les patients ventilés et 

les efforts sont actuellement dirigés vers un diagnostic plus précoce avant même le recours à 

la ǀeŶtilatioŶ ŵĠĐaŶiƋue daŶs le ďut de pƌoposeƌ des tƌaiteŵeŶts peƌŵettaŶt d͛eŶƌailleƌ 

l͛ĠǀolutioŶ de la ŵaladie.   

Suƌ le plaŶ ĠpidĠŵiologiƋue, uŶe Ġtude pƌospeĐtiǀe a peƌŵis d͛estiŵeƌ le Ŷoŵbre annuel de 

Đas d͛ALI et de SD‘A à ϭϵϬ,ϬϬϬ patieŶts auǆ Etats UŶis (Rubenfeld, Caldwell et al. 2005). 

OďseƌǀĠs ĠgaleŵeŶt Đhez l͛eŶfaŶt, le SD‘A et l͛ALI oŶt des Đhiffƌes d͛iŶĐideŶĐe Ƌui s͛ĠlğǀeŶt 

à 78-86 cas/100 000/an  (Flori, Glidden et al. 2005; Randolph 2009). L͛ĠǀolutioŶ de Đes 

chiffres semble néanmoins montrer un certain déclin compte tenu des progrès réalisés en 

matière de techniques ventilatoires et de soins de support (Li, Malinchoc et al. 2011).  

 

FACTEURS DE RISQUE DU SDRA  

 

Les Đauses de SD‘A soŶt esseŶtielleŵeŶt iŶfeĐtieuses, Ƌu͛ils s͛agisseŶt d͛iŶfeĐtioŶs 

bactériennes ou virales respiratoires. Les autres causes sont le speiss à point de départ 

extra-pulŵoŶaiƌe, l͛iŶhalatioŶ du ĐoŶteŶu gastƌiƋue ou eŶĐoƌe les traumatismes avec état de 

ĐhoĐ. Plus ƌaƌeŵeŶt, il s͛agit d͛iŶfeĐtioŶs foŶgiƋues ou paƌasitaiƌes, de paŶĐƌĠatites aigues, 

des transfusions, des réactions médicamenteuses.  

Les faĐteuƌs de ƌisƋue d͛ALI et de SD‘A ĐoŶjugueŶt des faĐteuƌs eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtauǆ et des 

faĐteuƌs gĠŶĠtiƋues de susĐeptiďilitĠ à la ŵaladie. L͛ĠthǇlisŵe ĐhƌoŶiƋue ĐoŶstitue uŶe 

ĐiƌĐoŶstaŶĐe ŵajeuƌe de suƌǀeŶue d͛ALI et de SD‘A aiŶsi Ƌue de dĠfaillaŶĐe ŵultiple 

d͛oƌgaŶes (Moss and Burnham 2003). Le tabagisme passif ou actif est associé au risque de 

SDRA après traumatisme fermé (Calfee, Matthay et al. 2011).  

Les eǆploƌatioŶs gĠŶĠtiƋues ƌĠalisĠes daŶs Đe doŵaiŶe ŵetteŶt eŶ aǀaŶt plus d͛uŶe 

vingtaine de gènes impliqués dans les processus de réparation épithéliale après lésion sévère 

à saǀoiƌ la ƌĠgulatioŶ de l͛iŶflaŵŵatioŶ, la ĐoagulatioŶ, la foŶĐtioŶ eŶdothĠliale, les ‘OS et 
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l͛apoptose (Gao and Barnes 2009; Meyer, Li et al. 2011; Christie, Wurfel et al. 2012; 

Kangelaris, Sapru et al. 2012) (Glavan, Holden et al. 2011). Les aŶalǇses d͛assoĐiatioŶs pan 

génomiques récentes ont identifié le gène PPFIA1, qui code pour une protéine impliquée 

daŶs l͛adhĠsioŶ Đellulaiƌe, les iŶteƌaĐtioŶs Đellules-matrice, la liprine α Đoŵŵe ĠlĠŵeŶt 

pƌĠdiĐtif de la suƌǀeŶue d͛uŶ ALI apƌğs uŶ tƌauŵatisŵe ŵajeuƌ (Christie, Wurfel et al. 2012). 

La mortalité des afro-américains ayant un ALI est supérieure à celle des caucasiens. Ce 

phénomène semble être en partie lié au polymorphisme T-46C (rs2814778) du promoteur du 

gène Duffy antigène/récepteur pour  chemokines (DARC), qui est associé à une 

augmentation de 17% de la mortalité à 60 jours des patients Afro-Américains.  Ces patients 

oŶt uŶ tauǆ d͛iŶteƌleukiŶe ;ILͿ-8 plus élevé, qui est corrélé au mauvais pronostic (Kangelaris, 

Sapru et al. 2012). D͛autƌes polǇŵoƌphisŵes soŶt assoĐiĠs à des iŶfeĐtioŶs ďaĐtĠƌieŶŶes ou 

virales plus sévères (Mizgerd 2008; Opitz, van Laak et al. 2010).  

PRONOSTIC DU SDRA  

 

Bien que la mortalité du SDRA ait sensiblement diminué ces vingt dernières années, elle 

reste élevée avec un taux de mortalité à 60j de 22% (Spragg, Bernard et al. 2010).  Selon la 

NHLBI (pour NIH Heart, Lung and Blood Institute), cette mortalité à J60 est passée de  36% 

en 1996–1997 à 26% en 2004–2005 (Erickson, Martin et al. 2009; Erickson, Shlipak et al. 

2009).  

Les faĐteuƌs pƌoŶostiƋues ideŶtifiĠs daŶs Đe ĐoŶteǆte soŶt l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe dĠfaillaŶce 

associée comme un état de choc, une insuffisance hépatique ou une insuffisance rénale 

aigue, un âge supérieur à 60ans, un score de sévérité élevé et bien sûr la profondeur de 

l͛atteiŶte ƌespiƌatoiƌe aǀeĐ PaOϮ/FiOϮ iŶfĠƌieuƌe à ϭϬϬŵŵHg (Liu, Glidden et al. 2007; 

Cooke, Kahn et al. 2008; Brown, Calfee et al. 2011).  

Plusieurs marqueurs biologiques permettent de prédire la mortalité ou la durée de la 

dĠfaillaŶĐe d͛oƌgaŶe. Ces ŵolĠĐules ƌeflğteŶt la ĐoŵpleǆitĠ de la pathogĠŶie du SD‘A aǀeĐ 

des marqueurs inflammatoires comme les interleukines (IL)-6, IL-8, le tumor necrosis factor  

receptor-1 (TNF-rϭͿͿ, des ŵaƌƋueuƌs d͛aĐtiǀatioŶ et de lĠsioŶs eŶdothĠliales pulŵoŶaiƌes et 
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systémiques (von Willebrand factor (VWF)), des marqueurs de lésion épithéliale pulmonaire 

comme la protéine D du surfactant (SP-D), la molécule RAGE (receptor for advanced 

glǇĐatioŶ eŶd pƌoduĐtsͿ, ou les ŵolĠĐules d͛adhĠsioŶ iŶteƌĐellulaiƌe ;ICAM-1), et enfin 

l͛aĐtiǀatioŶ de la ĐoagulatioŶ aǀeĐ iŶhiďitioŶ de la fiďƌiŶolǇse ;pƌoteiŶ C, plasŵiŶogeŶ 

activator inhibitor-1 (PAI-1)) (Ware 2006) (Ware, Koyama et al. 2010).  

La combinaison de marqueurs cliniques et biologiques permet une meilleure approche 

pronostique que chacun des indices cliniques ou biologiques pris séparément (Ware, 

Koyama et al. 2010). Les tauǆ ŶotaŵŵeŶt de l͛IL-8 et de SP-D semblent avoir une valeur 

pronostique majeure quand ils sont associés avec des paramètres cliniques, soulignant ainsi 

l͛iŵpoƌtaŶĐe de l͛iŶflaŵŵatioŶ et des lĠsioŶs ĠpithĠliales daŶs la pathogĠŶie et la ƌĠsolutioŶ 

du SDRA (Ware, Koyama et al. 2010).  

HISTOLOGIE ET PHYSIOPATHOLOGIE DU SDRA  

 

Les lésions histologiques observées au cours du SDRA consistent essentiellement en un 

dommage alvéolaire diffus caractérisé notamment par la présence de membranes hyalines 

[Figure 10]. Trois phases sont décrites, à savoir la phase aiguë exsudative, la phase 

pƌolifĠƌatiǀe ou d͛oƌgaŶisatioŶ et eŶfiŶ la phase ĐhƌoŶiƋue fiďƌotiƋue. AiŶsi, à la phase aigüe, 

la première semaiŶe du taďleau ĐliŶiƋue, l͛aspeĐt histologiƋue peut Đoŵpoƌteƌ uŶe 

congestion capillaire un œdğŵe intra-alvéolaire et interstitiel associé à des dépôts de fibrine 

et de membranes hyalines présentes essentiellement à ce stade (Castro 2006) (Sarmiento, 

Guardiola et al. 2011). Les thrombi peuvent se former in situ du fait des troubles de la 

coagulation loĐale. La phase d͛oƌgaŶisatioŶ ĐoŵŵeŶĐe apƌğs uŶe à deuǆ seŵaiŶes et elle est 

caractérisée par la prolifération de fibroblastes entourés de nombreuses cellules 

iŶflaŵŵatoiƌes s͛oƌgaŶisaŶt eŶ tissu de gƌaŶulatioŶ (Ketai and Godwin 1998; Sarmiento, 

Guardiola et al. 2011). Une hyperplasie des pneumocytes de type II est également observée 

avec cependant des atypies cytologiques (Sarmiento, Guardiola et al. 2011). La phase 

fibreuse est caractérisée par des lésions de fibrose interstitielle avec un épaississement des 

septas alvéolaires par des dépôts de collagène (Castro 2006). 
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Les autƌes lĠsioŶs histologiƋues ǀisiďles au Đouƌs du SD‘A ou de l͛ALI soŶt des lésions de 

pneumopathies aigue à éosinophiles, des lésions d͛AFOP ;aĐute fiďƌiŶous aŶd oƌgaŶising 

pneumonia) ou encore des lésions de pneumopathie organisée (Obadina, Torrealba et al. 

2013).  

 

 

 

Figure 10 : Histologie pulmonaire montrant un aspect de dommage alvéolaire diffus au 

cours du syndrome de détresse respiratoire aiguë (Images issues de (Ware and Matthay 

2000)).  

A. coupe histologique de poumon à la phase précoce du SDRA (coloration hématoxyline 

éosine x90) ; la flèche montre la présence de membranes hyalines caractéristiques à la phase 

aiguë. B : coupe histologique pulmonaire à la phase de résorption montrant un tissu de 

granulation comblant les espaces aériens distaux (coloration hématoxyline éosine x60) ; C 

coupe histologique à la phase tardive montrant les dépôts de collagène en bleu nuit 

(coloration trichrome x60) 

 

 

L͛hǇpothğse pathogĠŶiƋue aĐtuelle du SD‘A ƌepose suƌ uŶe ƌĠpoŶse iŶflaŵŵatoiƌe 

incontrôlée à une accumulation et à une activation de leucocytes et de plaquettes associés à 

des désordres du système de la coagulation aboutissant à une altération des barrières 

endothéliale et épithéliale alvéolaires (Ware and Matthay 2000; Matthay, Ware et al. 2012). 

Les lésions endothéliales et alvéolaires peuvent être en partie liées aux produits des cellules 
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immunitaires innées comme les traps des polynucléaires neutrophiles, filets de chromatine 

et de facteurs anti-microbiens capturant les pathogènes, ou encore à la libération de 

protéases, de ROS ou de chemokines et de ĐǇtokiŶes diǀeƌses. L͛ĠƋuiliďƌe eŶtƌe les effets 

pƌoteĐteuƌs de la ƌĠpoŶse iŶflaŵŵatoiƌe et ses effets ŶoĐifs est gaƌaŶt de l͛ĠliŵiŶatioŶ du 

pathogène et de la réparation alvéolaire après lésion. 

  

 

 

Figure 11 : Schéma de la physiopathologie du syndrome de détresse respiratoire aiguë. 

D͛apƌğs (Ware and Matthay 2000).  
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BARRIERE ENDOTHELIALE  

 

L͛augŵeŶtatioŶ de la peƌŵĠaďilitĠ ŵiĐƌoǀasĐulaiƌe est à l͛oƌigiŶe de la ĐoŶstitutioŶ d͛uŶ 

œdğŵe alǀĠolaire riche en protides, dont le défaut de clairance est une des principales 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋues du SD‘A et de l͛ALI. Cette peƌŵĠaďilitĠ Đapillaiƌe est ĠgaleŵeŶt ƌespoŶsaďle 

du passage de leuĐoĐǇtes et d͛hĠŵaties daŶs la luŵiğƌe alǀĠolaiƌe, aiŶsi Ƌue de Ŷoŵďƌeuses 

ĐǇtokiŶes au Đouƌs du SD‘A. La ĐadheƌiŶe de l͛eŶdothĠliuŵ ǀasĐulaiƌe est uŶe pƌotĠiŶe de 

jonction impliquée dans la barrière endothéliale des micro-vaisseaux pulmonaires. Elle peut 

être la cible de nombreux facteurs comme le VEGF, le TNF, la thrombine et contribuer ainsi à 

l͛iŶstallatioŶ de l͛œdğŵe pulŵoŶaiƌe. La staďilisatioŶ de Đes pƌotĠiŶes de joŶĐtioŶ et 

notamment de la liaison cadhérine-ĐatĠŶiŶe peƌŵet de liŵiteƌ l͛œdğŵe pulŵoŶaiƌe daŶs uŶ 

ŵodğle ŵuƌiŶ souŵis au LPS. La pƌĠseƌǀatioŶ de l͛iŶtĠgƌité endothéliale constitue en effet 

une approche thérapeutique nouvelle qui requiert une connaissance des mécanismes 

moléculaires impliqués (Bhattacharya and Matthay 2013). SeloŶ l͛hǇpothğse, Đeƌtes 

controversée, de Palade (Stan, Roberts et al. 1997), les protéines traversent la barrière 

endothĠliale du plasŵa ǀeƌs l͛iŶteƌstitiuŵ paƌ tƌaŶsĐǇtose, à l͛aide de ŵiĐƌoǀĠsiĐules, les 

cavéoles (Stan, Roberts et al. 1997). Les souris déficientes en cavéoline-ϭ Ŷe foŶt pas d͛ALI 

apƌğs eǆpositioŶ au LPS ou à l͛hǇpeƌoǆie (Garrean, Gao et al. 2006). Cependant, ce déficit en 

caveoline-ϭ s͛aĐĐoŵpagŶe ĠgaleŵeŶt d͛uŶ dĠfaut d͛aĐtiǀatioŶ des Ŷeutƌophiles, ĠlĠŵeŶts 

esseŶtiels daŶs les lĠsioŶs d͛ALI (Hu, Ye et al. 2008). DaŶs les lĠsioŶs d͛oƌigiŶe iŶfeĐtieuse ou 

non, les neutrophiles s͛aĐĐuŵuleŶt daŶs la ŵiĐƌoǀasĐulaƌisatioŶ pulŵoŶaiƌe, deǀieŶŶeŶt 

activés, se dégranulent et libèrent ainsi des médiateurs toxiques comme les ROS, les 

protéases, des cytokines proinflammatoires (telles que le tumor necrosis factor (TNF)-) et 

des molécules pro-coagulantes impliqués dans la perméabilité vasculaire (Matthay and 

Zimmerman 2005). EŶfiŶ, l͛apoptose des Đellules eŶdothĠliales paƌtiĐipe à la peƌte de 

l͛iŶtĠgƌitĠ de la ďaƌƌiğƌe eŶdothĠliale (Bhattacharya and Matthay 2013).  
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BARRIERE EPITHELIALE  

LESIONS EPITHELIALES  

 

L͛augŵeŶtatioŶ de la peƌŵĠaďilitĠ eŶdothĠliale est nécessaire mais pas suffisante pour 

pƌoǀoƋueƌ uŶ œdğŵe pulŵoŶaiƌe. Coŵŵe pouƌ les Đellules eŶdothĠliales, les joŶĐtioŶs 

serrées entre les cellules épithéliales alvéolaires sont mises à mal par des médiateurs 

toxiques issus de neutrophiles activés (Zemans, Colgan et al. 2009) et de macrophages 

(Frank, Wray et al. 2006) mais également du stress mécanique (Davidovich, DiPaolo et al. 

2013; Zhang, Pan et al. 2015) et des pathogènes impliqués (Short, Lancet Infect Dis 2014). La 

ventilation mécanique peut en effet induire une augmentation du stress oxydant et 

contribuer à la pathogénie des lésions fibreuses et participer à la morbidité du SDRA (Zhang, 

Pan et al. 2015).  

ALTERATION DE LA CLAIRANCE ALVEOLAIRE  

 

L͛œdğŵe pulŵoŶaiƌe lĠsioŶŶel est uŶe des ĐaƌaĐtĠƌistiƋues du SD‘A. La peƌte de l͛iŶtĠgƌitĠ 

de la barrière alvéolo-Đapillaiƌe ĐoŶduit ŶoŶ seuleŵeŶt à la ĐoŶstitutioŶ d͛uŶ œdğŵe 

alvéolaire riche en protides mais empêche également la résorption de celui-ci (Geiser, Atabai 

et al. 2001), puisƋue l͛effiĐaĐitĠ d͛uŶ tƌaŶspoƌt ǀeĐtoƌiel d͛ioŶs et d͛eau paƌ l͛ĠpithĠliuŵ 

alvéolaire suppose que la barrière épithéliale soit structurellement intacte. Elle suppose 

ĠgaleŵeŶt Ƌue l͛aĐtiǀitĠ des principales protéines transportant le Na+ (Na-K-ATPase et ENaC 

ŶotaŵŵeŶtͿ soit pƌĠseƌǀĠe, Đe Ƌui Ŷ͛est pas le Đas daŶs les Ŷoŵďƌeuǆ modèles animaux 

d͛ALI/SD‘A (Goolaerts, Lafargue et al. 2011; Folkesson, Kuzenko et al. 2012; Lecuona, Sun et 

al. 2013) (Meyer, Li et al. 2011) (Zeyed, Bastarache et al. 2012; Herold, Gabrielli et al. 2013). 

Chez l͛Hoŵŵe, et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt Đhez les patieŶts hospitalisĠs eŶ ƌĠaŶiŵatioŶ pouƌ 

œdğŵe pulŵoŶaiƌe, il a ĠtĠ ŵoŶtƌĠ Ƌue la ĐlaiƌaŶĐe du fluide alǀĠolaiƌe Ġtait plus souǀeŶt 

altĠƌĠe eŶ Đas d͛œdğŵe lĠsioŶŶel Ƌu͛eŶ Đas d͛œdğŵe hǇdƌostatiƋue, et Ƌue le maintien de 

la capacité à réabsorber le fluide alvéolaire était associé à un meilleur pronostic vital (Ware 

2001). De nombreux facteurs associés au SDRA ont été identifiés comme pouvant altérer 
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l͛aĐtiǀitĠ de la Na, K-ATPase ou d͛ENaC [Figure 12]. On peut citer par exemple : l͛hǇpoǆie 

alǀĠolaiƌe ;ǀoiƌ plus loiŶͿ, l͛effet des pƌotĠases ou des oǆǇdaŶts liďĠƌĠs paƌ les Đellules 

inflammatoires, les lipopolysaccharides des parois bactériennes, certains virus, les lésions 

dues à la ventilation à haut volume, et certains médiateurs tels que le TGF, l͛IL-1, l͛IL-8. 

 

 

 

Figure 12: Mécanismes à l’oƌigiŶe de l’altĠƌatioŶ de la ĐlaiƌaŶĐe du fluide alvĠolaiƌe au 
cours du SDRA ;d͛apƌğs (Matthay 2014)). 

 

TRAITEMENT DU SDRA  

Malgré de nombreux essais thérapeutiques réalisés dans ce domaine, le traitement du SDRA 

reste décevant avec une forte morbi-mortalité (Curley and McAuley 2014). Les principales 

limites rencontrées pour ces études sont (1) un nombre insuffisant de patients inclus pour 

peƌŵettƌe d͛oďseƌǀeƌ uŶe diffĠƌeŶĐe eŶ teƌŵes de ŵoƌtalitĠ, ;ϮͿ uŶe gƌaŶde hétérogénéité 

de la population étudiée et (3) un défaut de standardisation des variables mesurées (Curley 
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and McAuley 2014).  Sur les 159 essais cliniques randomisés et les 29 méta-analyses portant 

sur le traitement du SDRA, seuls 3 apportent une réponse favorable avec un impact sur la 

mortalité (2000; Papazian, Forel et al. 2010; Guerin, Reignier et al. 2013). Il s͛agit d͛essais 

cliniques multicentriques poƌtaŶt suƌ les teĐhŶiƋues ǀeŶtilatoiƌes aǇaŶt peƌŵis l͛iŶĐlusioŶ 

d͛un grand nombre de patients. Les tentatives de traitements médicamenteux ont été 

infructueuses (Annane, Sebille et al. 2002; Steinberg, Hudson et al. 2006; Sprung, Annane et 

al. 2008; Hough 2014; Rubenfeld 2014; Truwit, Bernard et al. 2014).   

TECHNIQUES VENTILATOIRES  

La ventilation à faible volume courant (Vt), dont le bénéfice a été montré dans un essai 

multicentrique (2000), permettrait de limiter les agressions mécaniques et notamment les 

foƌĐes d͛ĠtiƌeŵeŶt et de ĐisailleŵeŶt au Ŷiǀeau des structures alvéolaires avec une pression 

de plateau inspiratoire inférieure à 30 cm H20. Autre technique ventilatoires permettant 

d͛augŵeŶteƌ le ƌeĐƌuteŵeŶt des alǀĠoles et de liŵiteƌ les zoŶes de teŶsioŶ foĐalisĠes daŶs 

certains territoires, la ventilation en décubitus ventral (DV) a prouvé son efficacité au cours 

du SDRA (Guerin, Reignier et al. 2013; Lee, Bae et al. 2014). Là encore le mécanisme 

physiopathologique avancé consiste en une limitation du stress mécanique pulmonaire avec 

uŶe ƌĠduĐtioŶ de l͛hǇpeƌiŶflatioŶ de ĐeƌtaiŶs teƌƌitoiƌes et uŶ ŵeilleuƌ ƌeĐƌuteŵeŶt des 

structures alvéolaires postérieures assurant ainsi une certaine homogénéisation de la 

distribution des forces de tension au sein des poumons (Guerin, Reignier et al. 2013). La 

méta-analyse de Lee et al. suggère que les patients ayant un rapport PaO2/FiO2 <150 sous 

PEEP 5 cmH2O et ceux ayant des phases de DV >10h sont plus à même de bénéficier de cette 

procédure (Lee, Bae et al. 2014). L͛optiŵisatioŶ du ƌeĐƌutement alvéolaire par la curarisation 

ainsi que le ŵaiŶtieŶ d͛uŶe PEEP peƌŵettƌait ĠgaleŵeŶt d͛aŵĠlioƌeƌ l͛hĠŵatose eŶ 

diminuant les forces de cisaillement au niveau des structures alvéolaires (Mercat, Richard et 

al. 2008; Papazian, Forel et al. 2010). Cependant les niveaux de PEEP restent difficiles à 

préciser, avec une balance étroite entre les effets délétères et les effets bénéfiques selon 

l͛iŶteŶsitĠ de l͛hǇpoǆĠŵie et les zoŶes de pouŵoŶ « recrutable » (Chiumello, Cressoni et al. 

2014).    
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LES MEDICAMENTS EVALUES AU COURS DU SDRA.  

LES CORTICOÏDES  

Le ƌatioŶŶel de l͛adŵiŶistƌatioŶ de ĐoƌtiĐoïdes pouƌ le tƌaiteŵeŶt du SD‘A ƌepose entre 

autres sur le caractère inflammatoire des lésions histologiques observées dans cette 

affection avec relargage de cytokines pro-inflammatoire et recrutement de cellules 

inflammatoires dans le poumon. Les cas cliniques et les petites séries rétrospectives mettant 

en avant le rôle bénéfique des corticoïdes au cours du SDRA ont conduit à des essais 

ĐliŶiƋues ƌaŶdoŵisĠs Ƌui Ŷ͛oŶt pas montré de bénéfice de la corticothérapie (Bernard, Luce 

et al. 1987; Bone, Fisher et al. 1987; Meduri, Chinn et al. 1994; Meduri, Headley et al. 1998). 

Ces tƌaǀauǆ oŶt, pouƌ la plupaƌt, ĠtĠ ƌĠalisĠs aǀaŶt l͛aǀğŶeŵeŶt de la ǀeŶtilatioŶ à faiďles 

volumes (Hough 2014). Néanmoins, les essais thérapeutiques récents évaluant notamment 

une faible dose de corticoïdes Ŷ͛oŶt pas ŶoŶ plus ĠtĠ ĐoŶĐluaŶts aiŶsi Ƌue la corticothérapie 

à la phase tardive du SDRA (Annane, Sebille et al. 2002; Steinberg, Hudson et al. 2006; 

Sprung, Annane et al. 2008; Hough 2014).  Bien que le Collège Américain de Réanimation et 

de Soins Intensifs recommande de discuter la corticothérapie dans les 14 premiers jours du 

SD‘A, la posologie, la duƌĠe et les ŵodalitĠs de dĠĐƌoissaŶĐe ŵĠƌiteŶt d͛ġtƌe pƌĠĐisĠes paƌ 

des études bien conduites prenant en compte les effets délétères à moyen terme et surtout 

les modalités ventilatoires protectrices (Marik, Pastores et al. 2008; Hough 2014).  

LES AUTRES MOLECULES  

Les iŶhiďiteuƌs de l͛hǇdƌoǆǇŵethylglutaryl-coenzyme A (HMG-coA)-reductase (les statines) 

oŶt ĠtĠ testĠs au Đouƌs du SD‘A, Đoŵpte teŶu des effets de Đes ŵolĠĐules suƌ l͛iŶflaŵŵatioŶ 

et le stress oxydant (Truwit, Bernard et al. 2014). Aucun bénéfice Ŷ͛a ĠtĠ oďseƌǀĠ eŶ teƌŵes 

de survie à 60 jours (Truwit, Bernard et al. 2014). L͛interféron FP -1201quiinduit une 

enzyme CD73, qui elle-même a des propriétés anti-inflammatoires et vasculo-protectrices 

suƌ l͛eŶdothĠliuŵ ǀieŶt de faiƌe l͛oďjet d͛uŶe Ġtude de phase ϭ faǀoƌaďle (Bellingan, 

Montgomery et al. 2014). Quant au surfactant exogène, son effiĐaĐitĠ Ŷ͛est pƌouǀĠe Ƌu͛eŶ 

instillations  répétées dans les voies aériennes en réanimation pédiatrique voire néonatale 

(Willson, Thomas et al. 2005).  
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Enfin, le KGF, principal médiateur mis en avant dans les effets bénéfiques paracrines 

observés dans les études précliniques concernant les CSM, a fait l͛oďjet d͛uŶe Ġtude ĐliŶiƋue 

randomisée sur volontaires sains (Shyamsundar, McAuley et al. 2014), ŵais Ŷ͛a pas eŶĐoƌe 

été évalué dans le traitement du SDRA. Le KGF, diminué dans le LBA au cours du SDRA 

(Chandel, Budinger et al. 2009), est un facteur de croissance épithélial favorisant la 

prolifération, la survie des CEA et leur production de surfactant. Ce médiateur a également 

un rôle notable dans la clairance du liquide alvéolaire (Ulich, Yi et al. 1994; Wang, Folkesson 

et al. 1999; Waters and Savla 1999; Ware and Matthay 2002). Néanmoins, bien que la 

palifermine soit commercialisée dans le traitement des mucites du patient neutropénique 

d͛hĠŵatologie, soŶ adŵiŶistƌatioŶ au Đouƌs du SD‘A ƌeste aŶeĐdotiƋue et ŵĠƌite uŶe Ġtude 

bien menée (Morty and Walley 2014).  

Très attendue dans ce contexte, la principale innovation dans le traitement du SDRA est la 

perfusion de CSMh allogéniques (Rubenfeld 2014; Walter, Ware et al. 2014; Masterson, 

Jerkic et al. 2015; Millar, Fraser et al. 2015; Weiss 2015). Cette approche thérapeutique, 

développée plus loin, repose sur des données précliniques séduisantes (Walter, Ware et al. 

2014). L͛Ġtude de phase ϭ ƌĠĐeŵŵeŶt puďliĠe doŶŶe des ƌĠsultats tƌğs eŶĐouƌageaŶts ; 

l͛Ġtude de phase Ϯ est eŶ Đouƌs (Wilson, Liu et al. 2015).  
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III. HYPOXIE ET CELLULES ÉPITHÉLIALES ALVÉOLAIRES  

L͛hǇpoǆie est dĠfiŶie Đoŵŵe la ďaisse de la dispoŶiďilitĠ eŶ oǆǇgğŶe d͛uŶe Đellule, d͛un tissu 

ǀoiƌe d͛uŶ oƌgaŶisŵe eŶtieƌ. Directement exposées au gaz alvéolaire, les CEA sont 

normalement bien oxygénées. Cependant, de nombreuses pathologies pulmonaires peuvent 

provoquer une hypoxie alvéolaire (Clerici and Planes 2009), que ce soit au cours des 

agƌessioŶs alǀĠolaiƌes aiguës du fait de la pƌĠseŶĐe d͛uŶ œdğŵe alǀĠolaiƌe, ou loƌs de 

pathologies parenchymateuses chroniques du fait du remaniement tissulaire comme en 

tĠŵoigŶe l͛eǆpƌessioŶ du faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ iŶduit paƌ l͛hǇpoǆie HIF-1 dans les CEA de 

patients atteints de FPI (Tzouvelekis, Harokopos et al. 2007).  

LES REPONSES CELLULA IRES A L’HYPOXIE –ROLE DE HIF 

DEFINITIONS  

Le ĐoŶtƌôle de l͛hoŵĠostasie de l͛oǆǇgğŶe ƌeƋuieƌt uŶ sǇstğŵe Đoŵpleǆe pouǀaŶt répondre 

à des situations aiguës et peƌŵettƌe uŶe adaptatioŶ de l͛oƌgaŶisŵe à uŶ Ġtat d͛hypoxie plus 

prolongée. Toutes les Đellules ŶuĐlĠĠes de l͛oƌgaŶisŵe oŶt la ĐapaĐitĠ de dĠteĐteƌ uŶe 

hǇpoǆie et de s͛Ǉ adapteƌ. Cette adaptatioŶ à l͛hǇpoǆie eǆige la ĐooƌdiŶatioŶ de Ŷoŵďƌeuǆ 

gènes de réponse et les facteurs HIF ont été identifiés comme les médiateurs clés de cette 

adaptation. UŶe ďase de doŶŶĠes des pƌotĠiŶes ƌĠgulĠes paƌ l͛hǇpoǆie a ĠtĠ ĐoŶstituĠe et 

compte plus de 3500 protéines affectées de façon variable selon le site et la durée de 

l͛hǇpoǆie (Khurana, Sugadev et al. 2013).  

Au Ŷiǀeau ŵolĠĐulaiƌe l͛hǇpoǆie aiguë (quelques fractions de secondes à quelques minutes) 

peut induire des réponses immédiates avec modifications des protéines préexistantes alors 

Ƌue l͛hǇpoǆie ĐhƌoŶiƋue ;plusieuƌs heuƌes à plusieuƌs jouƌsͿ ĐoŶduit à des ƌĠpoŶses plus 

durables faisant intervenir la synthèse protéique elle-même.  

L͛eǆpositioŶ à l͛hǇpoǆie peut ġtƌe ĐoŶtiŶue ou iŶteƌŵitteŶte. Les Ġpisodes d͛hǇpoǆie-ré 

oxygénation créent un contexte physiopathologique particulier. Par exemple, alors que 

l͛hǇpoǆie ĐhƌoŶiƋue peut faǀoƌiseƌ la suƌǀeŶue d͛uŶe hǇpeƌteŶsioŶ pulŵoŶaiƌe, l͛eǆpositioŶ 
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à des Ġpisodes d͛hǇpoǆie-reoxygéŶatioŶ ĐoŶduit plus souǀeŶt à l͛appaƌitioŶ d͛uŶe 

hypertension artérielle systémique (Prabhakar and Semenza 2012).  

 Les ĐoŶditioŶs phǇsiologiƋues d͛oxygénation des tissus diffèrent des conditions de culture 

cellulaire dites en normoxie, c'est-à-diƌe ϵϱ% d͛aiƌ et ϱ% de CO2. L͛aiƌ est ĐoŵposĠ de 21% 

d͛O2 (ce qui correspond à une PO2 of 147 mm HgͿ et ϵϱ% d͛aiƌ ƌepƌĠseŶte doŶĐ ϮϬ% 

d͛O2 (140 mm Hg), ce qui est nettement plus élevé que la PO2 daŶs Ŷ͛iŵpoƌte Ƌuel tissu. En 

effet les PO2 artérielle et veineuse sont respectivement de ~100 mm Hg ;~ϭϰ% d͛O2) et 40 

mm Hg (~6% O2). La PO2 est paƌ ailleuƌs ǀaƌiaďle seloŶ les oƌgaŶes aiŶsi Ƌu͛au seiŶ ŵġŵe 

d͛uŶ oƌgaŶe donné selon la distance séparant la cellule et le capillaire. C͛est pouƌƋuoi, la 

ŶotioŶ d͛hǇpoǆie a uŶe ǀaleuƌ ƌelatiǀe à Đoŵpaƌeƌ auǆ ĐoŶditioŶs usuelles de Đultuƌe Ƌu͛oŶ 

dénomme peut-être abusivement « normoxie » (Prabhakar and Semenza 2012).  

  

LA SIGNALISATION HYPOXIQUE 

LES FACTEURS HIF  

La signalisation hypoxique repose essentiellement sur les facteurs de transcription HIF.  

Hétérodimères composés de deux sous unités en hélice HIF  et HIFils se lient à un motif 

ADN, le motif HRE (hypoxia response element), et peƌŵetteŶt la tƌaŶsaĐtiǀatioŶ d͛uŶe 

ĐeŶtaiŶe de gğŶes iŵpliƋuĠs daŶs des ƌĠpoŶses sǇstĠŵiƋues à l͛hǇpoǆie Đoŵŵe 

l͛angiogenèse et l͛ĠƌǇthƌopoïğse, ŵais aussi daŶs des ƌĠpoŶses cellulaires comme le 

métabolisme énergétique avec la glycolyse anaérobie ou encore la prolifération ou 

l͛apoptose [Figure 13] ;d͛apƌğs (Schofield and Ratcliffe 2004)). HIF est une protéine 

nucléaire constitutive alors que les sous-unités  cytoplasmiques HIF (HIF1, HIF2 ou HIF3-) 

sont induites (stabilisées) paƌ l͛hǇpoǆie. CoŶtƌaiƌeŵeŶt à HIFϭ-, HIF2- Ŷ͛est pas pƌĠseŶt 

dans tous les types cellulaires (Wiesener, Jurgensen et al. 2003). Il est présent 

essentiellement dans certains vaisseaux et dans le poumon. Aussi, les gènes cibles de HIF1 et 

HIF2 sont partiellement différents (Elvidge, Glenny et al. 2006) (Hu, Wang et al. 2003). HIF3-
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 est quant à lui un inhibiteur de HIF1-, assurant ainsi un rétrocontrôle négatif notamment 

eŶ Đas d͛hǇpoǆie pƌoloŶgĠe (Makino, Cao et al. 2001) (Makino, Uenishi et al. 2007).  

En permanence synthétisées par la cellule, les sous-unités HIF- sont immédiatement 

hydroxylées en condition normoxique, par les prolyl-hydroxylases (PHD, pour Prolyl 

Hydroxylase Domain proteins), puis ubiquitinylées après interaction avec la protéine de von-

Hippel-Lindau (pVHL) et enfin dégradées dans le protéasome (Berra, Benizri et al. 2003). On 

compte 3 PHD désignés PHD1, PHD2, et PHD3, qui sont codés par les gènes 

EGLN2 (Hs.515417), EGLN1 (Hs.444450), et EGLN3 (Hs.135507) respectivement (Prabhakar 

and Semenza 2012). Membres de la superfamille des dioxygéŶases Ƌui ĐoŶtieŶŶeŶt l͛ioŶ Fe2+ 

daŶs leuƌ ĐeŶtƌe ĐatalǇtiƋue, les PHDs utiliseŶt l͛oǆǇgğŶe et l͛ α-ketoglutarate (2-

oxoglutarate) comme substrats (Prabhakar and Semenza 2012). La réduction du Fe3+ en Fe2+ 

paƌ l͛aĐide asĐoƌďiƋue est doŶĐ ŶĠĐessaiƌe à l͛aĐtiǀitĠ ĐatalǇtiƋue des PHDs. La régulation de 

HIF [Figure 14] fait aussi intervenir une asparaginyl-hydroxylase, le facteur FIH-1 (facteur 

inhibiteur de HIF-ϭͿ, Ƌui ďloƋue l͛iŶteƌaĐtioŶ HIF-1 avec son co-activateur, la protéine p300 

(Kaelin and Ratcliffe 2008; Semenza 2011), ce qui empêche la transactivation des gènes 

cibles. Néanmoins, le contrôle négatif imposé par FIH est variable selon les gènes cibles 

(Prabhakar and Semenza 2012). 

 

Le rôle de HIF est essentiel au cours du développement, non seulement pour la 

morphogenèse du système circulatoire mais aussi pour celle du poumon comme en 

tĠŵoigŶe sa suƌeǆpƌessioŶ daŶs le pouŵoŶ fœtal (Groenman, Rutter et al. 2007). Les 

délétions homozygotes des gènes de HIF-1α et de HIF-1β ĐoŶduiseŶt au dĠĐğs de l͛eŵďƌǇoŶ 

à J10 avec des malformations cardio-vasculaires (Iyer, Kotch et al. 1998; Shimoda and 

Semenza 2011). L͛aďseŶĐe de HIF-2α ĐoŶduit à la ŵoƌt de la ŵoitiĠ des fœtus aǀeĐ des 

anomalies de développement des poumons et des anomalies du surfactant responsables du 

décès par détresse respiratoire à la naissance (Compernolle, Brusselmans et al. 2003).  
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Figure 13 : Les cibles transcriptionnelles directes de HIF ;d͛apƌğs (Schofield and Ratcliffe 2004)).  
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ACTIVATION ET REGULATION DE HIF  

EŶ ĐoŶditioŶ d͛hǇpoǆie, HIF- Ŷ͛est plus hǇdƌoǆǇlĠ paƌ les PHD et soŶ induction est in vitro 

exponentielle aǀeĐ les ĐoŶĐeŶtƌatioŶs dĠĐƌoissaŶtes d͛oǆǇgğŶe Đoŵpƌises eŶtƌe ϭϬ et Ϭ,ϲ% 

(Jiang, Semenza et al. 1996). Le foŶĐtioŶŶeŵeŶt des PHD est iŶhiďĠ d͛uŶe paƌt paƌ la 

diminution de la conceŶtƌatioŶ d͛O2 et d͛autƌe paƌt paƌ les espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l͛O2 (ROS) 

produites par les mitochondries hypoxiques (Chandel, Maltepe et al. 1998; Chandel and 

Sznajder 2000) et ƌespoŶsaďles de l͛oǆǇdatioŶ du Fe2+ (Brunelle, Bell et al. 2005). HIF peut 

alors être stabilisé et orchestrer la transactivation de ses gènes cibles permettant une 

adaptatioŶ à l͛hǇpoǆie esseŶtielle pouƌ la suƌvie cellulaire (Semenza 2004) (Clerici and Planes 

2009; Semenza 2011).  

Les sous-unités HIF-α soŶt staďilisĠes eŶ ĐoŶditioŶ d͛hǇpoǆie aiguë. Cependant, quand 

l͛hǇpoǆie se pƌoloŶge, oŶ oďseƌǀe uŶe ďaisse de HIF-1α et non de HIF-2α, sans que cela soit 

bien compris (Uchida, Rossignol et al. 2004). La dégradation de HIF-1α dans le protéasome 

requiert une ubiquitination préalable par HSP70 et une ubiquitine ligase (CHIP), qui ne fixe 

pas HIF-2α, ce qui pourrait expliquer sa stabilisation (Luo, Zhong et al. 2010).  

Puisque les prolylhydoxylases comportent un ion Fe2+ dans leurs centres catalytiques, ils sont  

une cible du cobalt (Co2+), du cuivre (Cu2+), du zinc (Zn2+) ou encore du manganèse (Mn2+) qui 

peuvent entrer en compétition avec le Fer. Ainsi, le cobalt est utilisé pour activer HIF en 

condition de normoxie. Les chélateurs du fer comme la desferrioxamine agissent également 

eŶ iŶhiďaŶt les PHDs, Đe Ƌui eŶtƌaiŶe la staďilisatioŶ de HIF. A l͛iŶǀeƌse, la supplĠŵeŶtatioŶ 

en fer et en vitamine C peuvent entrainer une diminution de HIF par activation des PHDs 

(Schofield and Ratcliffe 2004).  

D͛autƌes situatioŶs d͛eǆpƌessioŶ de HIF eŶ condition non hypoxique sont décrites 

pƌiŶĐipaleŵeŶt daŶs des tƌaǀauǆ ƌelatifs au ĐaŶĐeƌ. L͛eǆpositioŶ aigue à ĐeƌtaiŶes ĐǇtokiŶes 

et ĐeƌtaiŶs faĐteuƌs de ĐƌoissaŶĐe Đoŵŵe l͛epideƌŵal gƌoǁth faĐtoƌ ;EGFͿ, le fiďƌoďlast 

gƌoǁth faĐtoƌ Ϯ, l͛iŶsuliŶ-like growth factor (IGF)-I, et IGF-II, peuvent augmenter le niveau 

d͛eǆpƌessioŶ de HIF seloŶ le tǇpe Đellulaiƌe. Le ŵoŶoǆǇde d͛azote ;NOͿ et la pƌostaglaŶdiŶe 

E2 ou encore les métabolites tels que le lactate, le fumarate, et le succinate peuvent 

également augmenter le Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ de HIF-1α en condition non hypoxique. La 
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PGE2 se fixe à des récepteurs de surface couplés à une protéine G et activent les voies 

PI3Kinase et MAP kinase (Kimura, Weisz et al. 2000; Lu, Forbes et al. 2002; Fukuda, Kelly et 

al. 2003; Isaacs, Jung et al. 2005; Selak, Armour et al. 2005).  

  

 

 

 

 

 

Figure 14: Régulation de la sous-unité  du facteur HIF par prolyl et asparaginyl 

hydroxylation (d͛apƌğs (Schofield and Ratcliffe 2004)).  

En présence d͛oǆǇgğŶe, les pƌolǇl hydroxylases (PHD) et le facteur inhibiteur (FIH) réprime et inactive 

HIF. Les PHDs hydroxylent un résidu hydroxyl dans le domaine carboxy- terminal , ce qui entraîne la 

protéolyse la protéine de von-Hippel–Lindau-tumour-suppressor (pVHL) conduisant à la destruction 

de la sous-unité HIFa. FIH, hydroxyle un résidu asparaginyl dans un domaine activateur carboxy-

terminal, qui bloque le recrutement du co-aĐtiǀateuƌ pϯϬϬ et ĐoŶduit à l͛iŶaĐtiǀatioŶ de l͛aĐtiǀitĠ 
transcriptionnelle de la sous-uŶitĠ HIFa. Au Đouƌs de l͛hǇpoǆie, les hǇdƌoǆǇlases de HIF soŶt iŶaĐtiǀes 
et Đes phĠŶoŵğŶes soŶt iŶhiďĠs, peƌŵettaŶt aiŶsi la foƌŵatioŶ d͛uŶ Đoŵplexe transcriptionnel  actif.  
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LES DERIVES REACTIFS DE L͛OXYGENE ;‘OSͿ MITOCHONDRIAUX  

Les dĠƌiǀĠs ƌĠaĐtifs de l͛oǆǇgğŶe ;‘OS pouƌ ƌeaĐtiǀe oǆǇgeŶ speĐiesͿ soŶt des pƌoduits issus 

du métabolisme aérobie. Elles ĐoŵpƌeŶŶeŶt l͛anion superoxide O2
-, le peroǆǇde d͛hǇdƌogğŶe 

(H2O2) et les radicaux hydroxyls (∙ OH). Leur production peut se faire au niveau mitochondrial 

ou au niveau de la NADPH oxydase membranaire. Site de production des ROS, la chaîne 

ƌespiƌatoiƌe ŵitoĐhoŶdƌiale est ĐoŶstituĠe de tƌaŶspoƌteuƌs d͛électrons organisés en 

complexes respiratoires de I à IV et peƌŵettaŶt la pƌoduĐtioŶ d͛ĠŶeƌgie sous foƌŵe 

d͛adénosine tƌiphosphate ;ATPͿ paƌ l͛ATP sǇŶthase. Lors du métabolisme normal, la 

ƌĠduĐtioŶ tĠtƌaǀaleŶte de l͛oǆǇgğŶe eŶ eau se fait en plusieurs étapes successives. En 

condition de normoxie, environ Ϯ % de l͛oǆǇgğŶe ĐoŶsoŵŵĠ est transformé en radical 

superoxyde au niveau mitochondrial. L͛hǇpoǆie augŵeŶte la pƌoduĐtioŶ de ‘OS et la 

liďĠƌatioŶ de l͛aŶioŶ supeƌoǆǇde O2
- par le complexe III mitochondrial (Chandel 2002) pour 

une raison encore mal comprise, peut être liée à des modifications du potentiel redox. 

L͛aŶioŶ supeƌoǆǇde est ƌapideŵeŶt tƌaŶsfoƌŵĠ eŶ HϮOϮ paƌ la supeƌoǆǇde disŵutase. Le 

lieu de production initial des ROS en hypoxie semble être l͛espaĐe inter membranaire 

mitochondrial, puis les ROS diffusent dans le cytoplasme cellulaire (Waypa, Marks et al. 

2013). Les effets de l͛hǇpoǆie soŶt ŶĠaŶŵoiŶs dĠďattus aǀeĐ ŶotaŵŵeŶt uŶe augŵeŶtatioŶ 

des ‘OS dĠĐƌite daŶs les pƌeŵiğƌes ŵiŶutes de l͛hǇpoǆie (Bell, Klimova et al. 2007) et une 

ďaisse oďseƌǀĠe au Đouƌs de l͛hǇpoǆie ĐhƌoŶiƋue (Kim, Tchernyshyov et al. 2006).  

La dégradation de ces radicaux est contrôlée par des systèmes de défense, les antioxydants, 

comme les radicaux superoxydes, eux-mêmes régulés par les métallo-enzymes, les 

superoxydes dismutases (SOD), qui catalysent leur dismutation,  en H2O2 (Nordberg and 

Arner 2001). On décrit 3 types de SOD, une forme cytoplasmique (SOD1), une forme 

mitochondriale (SOD2) et une forme extracellulaire (SOD3).  

Le H2O2, lui-même toxique, est capable de donner par une réaction de Fenton, le radical 

hǇdƌoǆǇle ∙OH, la plus délétère des espèces radicalaires du stress oxydant. La quantité de 

peƌoǆǇde d͛hǇdƌogğŶe est ƌĠgulĠe paƌ l͛eŶzǇŵe hĠŵiŶiƋue catalase (CAT) qui accélère sa 

dismutation et par la glutathion peroxydase (GPx) qui catalyse sa réduction par le glutathion. 
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Il possède un fort pouvoir réducteur et peut également chélater les ions Cu2+ et ainsi limiter 

leuƌ paƌtiĐipatioŶ à la gĠŶĠƌatioŶ d͛ ∙OH par les réactions de type Fenton. 

Les ROS peuvent induire des lésions des lipides, des protéines et du DNA. Ils peuvent par 

ailleurs promouvoir HIF1-L'anion  superoxide est en effet un chélateur du fer entraînant 

l͛iŶhiďitioŶ des PHDϮ peƌŵettaŶt aiŶsi la stabilisation de HIF. AiŶsi, l͛iŶhiďitioŶ du Đoŵpleǆe 

III ŵitoĐhoŶdƌial paƌ la TeƌpĠstaĐiŶe eŶ hǇpoǆie iŶduit uŶe iŶhiďitioŶ de l͛eǆpƌessioŶ d͛HIFϭ-

 (Budinger, Mutlu et al. 2011). Les doŵŵages de l͛ADN et HIF1- aĐtiǀeŶt d͛autƌes FT 

comme p53 et pϮϭ Ƌui eŶtƌaiŶeŶt uŶe apoptose ŶotaŵŵeŶt eŶ ŵodulaŶt l͛eǆpƌessioŶ de 

certains gènes.  

 

Figure 15 : Interactions entre les ROS et le facteur HIF ;d͛apƌğs (Wheaton and Chandel 

2011)). L͛hǇpoǆie iŶduit le faĐteuƌ HIF-1 dont la sous-unité  est hydroxylée par une 

pyruvate déshydrogénase 2 (PHD2) sur différents résidus pƌoliŶe ĐoŶduisaŶt à l͛aĐtiǀatioŶ de 
la protéine for von Hippel-Lindau protein (pVHL) et à sa dégradation par le protéasome. 

L͛hypoxie diŵiŶue l͛aĐtiǀitĠ PHDϮ et iŶduit la pƌoduction de ROS mitochondriaux par le 

Đoŵpleǆe III aďoutissaŶt aiŶsi à l͛iŶhiďitioŶ de l͛hǇdƌoǆǇlatioŶ de la sous-unité HIF-1. Une 

fois stabilisée, la sous-unité HIF- se lie à HIF- et au co-activateur p300 pour activer le 

pƌoŵoteuƌ des  ĠlĠŵeŶts de ƌĠpoŶse à l͛hǇpoǆie ;Đoŵpleǆe H‘EͿ.  
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HYPOXIE ET CELLULES EPITHELIALES ALVEOLAIRES  

Les cellules du poumon supportent relativement ďieŶ l͛hǇpoǆie saŶs ŵodifiĐatioŶ de leuƌs 

caractéristiques ultra structurelles, leur viabilité ou encore la disponibilité en ATP selon des 

travaux réalisés in vitro et in vivo (Ouiddir, Planes et al. 1999). De façon générale, les deux 

pƌiŶĐipes gaƌaŶts du ŵaiŶtieŶ du Ŷiǀeau d͛ATP au seiŶ d͛uŶe Đellule souŵise à l͛hǇpoǆie soŶt 

d͛uŶe paƌt l͛augŵeŶtatioŶ de la glǇĐolǇse aŶaĠƌoďie ƌeƋuĠƌaŶt uŶe augŵeŶtatioŶ des 

enzǇŵes glǇĐolǇtiƋues et des tƌaŶspoƌteuƌs de gluĐose d͛autƌe paƌt, la ďaisse d͛aĐtiǀitĠ des 

pƌotĠiŶes ĐoŶsoŵŵatƌiĐes d͛ATP Đoŵŵe la Na-K-ATPase. Cependant, la tolérance à 

l͛hǇpoǆie est ǀaƌiaďle d͛uŶ tǇpe Đellulaiƌe à l͛autƌe (Signorelli, Jennings et al. 2010). Les CEA 

disposent des 3 isoformes de HIFavec une expression différentielle dans le temps des 3 

isoformes (Clerici and Planes 2009).  Coŵŵe daŶs les autƌes Đellules, l͛iŶduĐtioŶ du Ŷiǀeau 

d͛eǆpƌessioŶ pƌotĠiƋue de HIF Ŷe s͛aĐĐoŵpagŶe Ƌue d͛uŶe disĐƌğte ĠlĠǀatioŶ du Ŷiǀeau 

d͛A‘Nŵ, tĠŵoigŶaŶt de soŶ aĐtiǀatioŶ tƌaŶsĐƌiptioŶŶelle et de sa staďilisatioŶ pƌotĠiƋue 

(Wenger, Rolfs et al. 1998). Le ƌôle des ‘OS ŵitoĐhoŶdƌiauǆ daŶs l͛augŵeŶtatioŶ du Ŷiveau 

de HIF est également vérifié dans la CEA (Schroedl, McClintock et al. 2002; Uchida, Rossignol 

et al. 2004).   

 

HYPOXIE ET HOMEOSTASIE LIQUIDIENNE DES ALVEOLES 

Le transport actif de Na peut ġtƌe peƌtuƌďĠ paƌ l͛hǇpoǆie, Ƌui iŶhiďe la foƌŵatioŶ des dôŵes 

en culture cellulaiƌe du fait de l͛iŶhiďitioŶ du transport de Na trans-épithélial (Planes, 

Friedlander et al. 1996). EŶ effet, la ďaisse de l͛iŶflux de Na amiloride-sensible et la baisse de 

l͛aĐtiǀitĠ de la Na-K-ATPase contribuent à la baisse du transport trans-épithélial de sodium. 

Les mécanismes sont différents seloŶ l͛iŶteŶsitĠ et la duƌĠe de l͛hǇpoǆie. AiŶsi, au Đouƌs 

d͛uŶe hǇpoǆie pƌoloŶgĠe ;>ϭϮhͿ, uŶe ďaisse de la sǇŶthğse pƌotĠiƋue de Đes ĐaŶauǆ est 

corrélée à la baisse des ARNm des sous-unités correspondantes (Planes, Escoubet et al. 

1997). EŶ ƌeǀaŶĐhe, loƌsƋue l͛hǇpoǆie est Đouƌte ;<ϯhͿ ou ŵoiŶs sĠǀğƌe, le tauǆ d͛A‘N est 

staďle ŵais l͛aĐtiǀitĠ des ĐaŶauǆ est diŵiŶuĠe, du fait d͛uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de 

surface des canaux ENaC à la membrane apicale des CEA (Planes, Blot-Chabaud et al. 2002), 
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liĠe au ŵoiŶs eŶ paƌtie à uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛uďiƋuitiŶatioŶ d͛ENaC eŶ hǇpoǆie et de sa 

dégradation dans le protéasome (Gille, Randrianarison-Pellan et al. 2014). Ce phénomène 

peut être restauré par les 2-agonistes Ƌui augŵeŶteŶt l͛adƌessage d͛ENaC à la ŵeŵďƌaŶe 

(Planes, Blot-Chabaud et al. 2002), ou prévenu par les antioxydants (Gille, Randrianarison-

Pellan et al. 2014).  Les ROS mitochondriaux pourraient également être impliqués en 

diŵiŶuaŶt l͛aĐtiǀitĠ de la poŵpe Na-K-ATPase par phosphorylation puis dégradation par une 

pVHL E3 ligase (Comellas, Dada et al. 2006; Zhou, Dada et al. 2008). 

Au Đouƌs d͛uŶe agƌessioŶ pulŵoŶaiƌe aigue ;aĐute luŶg iŶjuƌǇͿ, l͛augŵeŶtatioŶ de la 

peƌŵĠaďilitĠ ǀasĐulaiƌe peut ġtƌe liĠe eŶ paƌtie à l͛hǇpoǆie, eŶ dehoƌs des lĠsioŶs pƌopƌes à 

l͛isĐhĠŵie et de Đelles liĠes à des stiŵuli iŶflaŵŵatoiƌes (Shimoda and Semenza 2011). Le 

ƌôle de la ǀoie de sigŶalisatioŶ HIF ƌeste ŶĠaŶŵoiŶs ŵal Đoŵpƌis. L͛augŵeŶtatioŶ du VEGF, la 

ďaisse de l͛adénosine kinase induits par HIF contribuent à la perméabilité capillaire et donc à 

l͛œdğŵe lĠsionnel (Morote-Garcia, Rosenberger et al. 2008). HIF-1 est impliquée dans 

l͛apoptose des CEA au Đouƌs de Đes agƌessioŶs aigues (Krick, Eul et al. 2005). La stabilisation 

de HIF-1 par les ROS mitochondriaux semble participer à ce phénomène (Schroedl, 

McClintock et al. 2002). Les ŵodğles aŶiŵauǆ d͛ALI ŵoŶtƌeŶt uŶe augŵeŶtatioŶ pƌoloŶgĠe 

de la protéine nucléaire HIF-1α dans le poumon (Koury, Deitch et al. 2004). Cette expression 

de HIF peƌŵet de ĐoŶfiƌŵeƌ l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe hǇpoǆie tissulaiƌe, Ƌui peut ĠgaleŵeŶt ġtƌe 

vérifiée par le pimonidazole (Samoszuk, Walter et al. 2004). Les lésions pulmonaires induites 

dans ces modèles sont atténuées en cas de délétion partielle de HIF-1α (Feinman, Deitch et 

al. 2010). Sakamoto et coll. oŶt ŵoŶtƌĠ paƌ uŶ ŵodğle d͛eǆpƌessioŶ ĐiďlĠe de HIF l͛effet 

diffĠƌeŶtiel de la duƌĠe d͛eǆpositioŶ à l͛hǇpoxie sur la synthèse de protéine D du surfactant 

(SPD) (Sakamoto, Hashimoto et al. 2012). IŶitialeŵeŶt augŵeŶtĠe sous l͛effet de l͛hǇpoǆie, 

la synthèse de SPD diŵiŶue aǀeĐ l͛hǇpoǆie pƌoloŶgĠe, Ƌui eŶtƌaiŶe des ŵodifiĐatioŶs 

phénotypiques des CEA (Sakamoto, Hashimoto et al. 2012). 
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HYPOXIE ET FIBROSE PULMONAIRE   

Le ƌôle de l͛hǇpoǆie daŶs la pathogĠŶie et la pƌogƌessioŶ des pƌoĐessus fiďƌosaŶts a ĠtĠ 

initialement explorée dans le rein, le foie ou encore la peau (Higgins, Kimura et al. 2008). En 

effet, plusieuƌs Ġtudes suƌ des souƌis tƌaŶsgĠŶiƋues oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛eǆpƌessioŶ ĐiďlĠe 

d͛HIF-dans les cellules épithéliales rénales ou hépatiques constituait in vivo un facteur 

majeur de progression de la fibrose, en favorisant notamment la TEM ou la production locale 

de médiateurs profibrosants (Higgins, Kimura et al. 2007; Haase 2009). HIF1- aiŶsi Ƌu͛uŶ 

groupe de gènes régulés par lui sont spécifiquement exprimés dans les CEA de patients 

atteints FPI ou de souris exposées à la bléomycine (Tzouvelekis, Harokopos et al. 2007). Le 

rôle de HIF peut donc être évoqué dans la pathogénie et la progression de la fibrose 

pulŵoŶaiƌe. L͛iŶflueŶĐe de HIF daŶs les pƌopƌiĠtĠs pƌo-fibrosantes des CEA intègre trois 

aspects : l͛apoptose des CEA, la foƌŵatioŶ de médiateurs profibrosants participant à 

l͛aĐtiǀatioŶ des fiďƌoďlastes eŶ ŵǇofiďƌoďlastes et le ƌeĐƌuteŵeŶt de fiďƌoĐǇtes et eŶfiŶ, la 

TEM.  

HYPOXIE ET APOPTOSE DES CEA  

 

A la phase pƌĠĐoĐe de l͛hǇpoǆie, des lĠsioŶs ŵutilaŶtes peuǀeŶt s͛oďseƌǀeƌ suƌ l͛Ġpithélium 

alǀĠolaiƌe aǀeĐ uŶe apoptose des CEA et uŶ œdğŵe pulŵoŶaiƌe, suiǀis daŶs uŶe phase plus 

taƌdiǀe, d͛uŶe hǇpeƌplasie des pŶeuŵoĐǇtes Ϯ. L͛iŶteŶsitĠ de l͛apoptose des CEA ǀaƌie aǀeĐ 

la sĠǀĠƌitĠ et de la duƌĠe de l͛hǇpoǆie aǀeĐ uŶ effet ŵaǆiŵal ŵesuƌĠ à Ϭ,ϱ% d͛OϮ peŶdaŶt 

48h (Krick, Eul et al. 2005; Bouvry, Planes et al. 2006). Le rôle de HIF dans la survenue de 

Đette apoptose est suggĠƌĠ paƌ de Ŷoŵďƌeuǆ tƌaǀauǆ. AiŶsi la tƌaŶsfeĐtioŶ d͛uŶ A‘N 

interférant pouƌ HIFϭa suƌ des CEA pƌiŵaiƌes peƌŵet de ďloƋueƌ l͛apoptose iŶduite paƌ 

l͛hǇpoǆie et la surexpression de HIF- augŵeŶte l͛apoptose des CEA eŶ ĐoŶditioŶ 

normoxique (Hanze, Eul et al. 2003; Krick, Eul et al. 2005).  L͛apoptose iŶduite paƌ l͛hǇpoǆie 

implique différents mécanismes comme la protéine Bnip3L, facteur pro-apoptotique et la 

voie de la glycolyse (Luo, Liu et al. 2006). Outƌe l͛apoptose des CEA, l͛hǇpoǆie provoque 

également un arrêt de la prolifération des cellules (Hanze, Eul et al. 2003; Bouvry, Planes et 
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al. 2006). EŶfiŶ, l͛augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de HIF seŵďle ĐoŶtƌiďueƌ au dĠfaut de 

réparation épithéliale après lésion et conduirait à des phénomènes de TEM (Bove, Hristova 

et al. 2008; Zhou, Dada et al. 2009). 

HYPOXIE ET LIBERATION DE MEDIATEURS PROFIBROSANTS   

 

L͛hǇpoǆie iŶduit uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de CXCLϭϮ, SDF-1 par les cellules 

endothéliales et les CEA aiŶsi Ƌu͛uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de CXC‘ϰ à la suƌfaĐe des 

fibrocytes, des cellules musculaires et des progéniteurs des cellules endothéliales 

contribuant au recrutement de ces trois derniers types cellulaires sur le site lésionnel, en 

l͛oĐĐuƌƌeŶĐe le pouŵoŶ. De ŵġŵe, l͛eǆpƌessioŶ du VEGF et de soŶ ƌĠĐepteuƌ VEGF‘ est 

augŵeŶtĠe paƌ l͛hǇpoǆie ĐoŶduisaŶt à faǀoƌiseƌ l͛angiogenèse (Ceradini and Gurtner 2005).  

L͛hǇpoǆie iŶduit uŶe augŵeŶtatioŶ tƌaŶsĐƌiptioŶŶelle de l͛eǆpƌessioŶ du ĐollagğŶe I, du 

facteur activateur du plasminogène-1, du CTGF ou encore du TIMP-1 (tissue inhibitor of 

metalloproteinase-1) couplée à une baisse de MMP2, phénomènes impliqués dans le 

renouvellement de la MEC (Higgins, Kimura et al. 2007). L͛iŶflueŶĐe de l͛aĐtiǀatioŶ de HIF suƌ 

l͛eǆpƌessioŶ de LOX et LOXLϮ, eŶzǇŵes peƌŵettaŶt eŶtƌe autƌes de ĐatalǇseƌ les iŶteractions 

du ĐollagğŶe aǀeĐ les fiďƌes d͛ĠlastiŶe, ǀa daŶs Đe seŶs. HIF seŵďle aǀoiƌ uŶe ĐoopĠƌatioŶ 

fonctionnelle avec le TGF-1, facteur profibrosant majeur aboutissant à une co-régulation du 

VEGF et de l͛érythropoïétine ou la production de certaines fibres de collagène au sein du 

fibroblaste ainsi que de nombreuses protéines comme les BMP, les activines et les inhibines.   

HYPOXIE ET TEM  

HIF semble intervenir au cours de la fibrogénèse à travers la promotion de la TEM, soit par 

hausse du Ŷiǀeau d͛eǆpƌession des inducteurs de la TEM ou des facteurs de transcription 

impliqués dans ce phénomène comme la voie des -caténines ou de Notch soit par baisse du 

Ŷiǀeau d͛eǆpƌessioŶ des ƌĠpƌesseuƌs de la TEM. Là eŶĐoƌe, l͛aĐtiǀatioŶ des LOX iŶduite paƌ 

HIF semble être impliquée avec un rôle dans la migration et la plasticité cellulaire en rapport 

avec le facteur de transcription SNAI (Peinado, Del Carmen Iglesias-de la Cruz et al. 2005). 
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IŶitialeŵeŶt ƌappoƌtĠ daŶs le ƌeiŶ, le ƌôle de l͛hǇpoǆie daŶs la suƌǀeŶue d͛uŶe TEM a ĠtĠ 

montré dans le poumon (Higgins, Kimura et al. 2007; Zhou, Dada et al. 2009). BieŶ Ƌu͛elles 

aient été essentiellement réalisées sur des lignées cellulaires, ce travail a montré que 

l͛hǇpoǆie pouǀait iŶduiƌe uŶe peƌte du phĠŶotǇpe ĠpithĠlial aǀeĐ tƌaŶsfoƌŵatioŶ 

mésenchymateuse et que ce phénomène impliquait la synthèse de TGF-.  
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IV. INTERET POTENTIEL DES CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES EXOGENES 

DANS LE TRAITEMENT DES PATHOLOGIES DU POUMON PROFOND  

LES CELLULES SOUCHES- GENERALITES  

Les Đellules souĐhes soŶt dĠfiŶies esseŶtielleŵeŶt paƌ leuƌ ĐapaĐitĠ d͛auto-renouvèlement et 

leur potentiel de différentiation en divers types cellulaires. Les cellules souches 

embryonnaires sont des cellules pluripotentes provenant de la couche interne du 

blastocyste, Đapaďles d͛auto-renouvèlement, pouvant donner toutes les lignées cellulaires 

embryonnaires et se différencier en cellules adultes [Annexe 3]. Elles ne peuvent cependant 

pas former le tissu extra-embryonnaire : le trophectoderme. Les cellules souches 

adultes sont isolées de tissus adultes tels que la moelle osseuse, le tissu adipeux, le tissu 

nerveux, la peau, le sang de cordon et le placenta. Capables par définition 

d͛autorenouvèlement, elles sont caractérisées de cellules multipotentes. Dans la moelle, on 

distingue les cellules souches mésenchymateuses adhérentes sur plastique des cellules 

hématopoïĠtiƋues, gaƌaŶtes du ŵaiŶtieŶ de l͛hoŵĠostasie du tissu saŶguiŶ, Ƌui soŶt depuis 

loŶgteŵps utilisĠes eŶ thĠƌapie Đellulaiƌe daŶs le Đadƌe d͛auto- ou d͛allogƌeffes pouƌ le 

traitement de certaines hémopathies. Moins bien connues et distinctes des cellules 

progénitrices, des cellules souches adultes résidentes, participant à la réparation des 

différents types cellulaires qui constituent le tissu pulmonaire, ont plus récemment été 

décrites [Annexe 3].   

LES CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES  

DEFINITION-PROPRIETES  

Caractérisées depuis 1968 (Friedenstein, Rapoport et al. 1968), les CSM sont des cellules 

souches adultes multipotentes isolées essentiellement de la moelle osseuse, mais aussi du 

placenta, du sang de cordon ou encore du tissu adipeux. Il a été également décrit des CSM 

résideŶtes et spĠĐifiƋues d͛oƌgaŶes eŶ paƌtiĐulieƌ daŶs le pouŵoŶ (Lama, Smith et al. 2007; 

Badri, Murray et al.). EŶ l͛aďseŶĐe de ŵaƌƋueuƌ spĠĐifiƋue de suƌfaĐe, la dĠfiŶitioŶ des CSM 
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repose sur des critères établis par la société internationale de thérapie cellulaire en 2006 

(Dominici, Le Blanc et al. 2006): 1) cellules adhérentes sur plastique en condition usuelle de 

culture, 2) expression de molécules de surface : CD105, CD90, CD73 et négatives pour les 

marqueurs hématopoïétiques CD45, CD34, CD14, CD11b, CD19, CD79a et HLA-DR et 3) les 

CSM doivent avoir la capacité de se différencier en cellules de la lignée mésenchymateuse 

incluant les ostéoblastes, les chondroblastes, les adipocytes dans les conditions adéquates 

de culture (Chamberlain, Fox et al. 2007). Les CSM d͛oƌigiŶe ŵĠdullaiƌe soŶt plus aisément 

disponibles. Elles constituent moins de 0,1% des cellules de la moelle, mais leur expansion in 

vitro est ƌapide. Elles oŶt paƌ ailleuƌs l͛aǀaŶtage de Ŷe pas souleǀeƌ les ĐoŶsidĠƌatioŶs 

éthiques des cellules souches embryonnaires. Enfin, elles peuvent être administrées de 

façoŶ allogĠŶiƋue. La tolĠƌaŶĐe paƌ l͛hôte est eǆpliƋuĠe paƌ la faiďle eǆpƌessioŶ de ŵolĠĐules 

du Đoŵpleǆe d͛histocompatibilité ;CMHͿ de Đlasse I et II à leuƌ suƌfaĐe et paƌ l͛aďseŶĐe 

d͛eǆpƌessioŶ de ŵolĠĐules Đo-stimulation des lymphocytes T (CD40, CD80 et CD86) (Le Blanc 

2003). L͛autƌe aǀaŶtage des CSM ĐoŵpaƌatiǀeŵeŶt auǆ Đellules souĐhes eŵďƌǇoŶŶaiƌes 

consiste en la faible durée de vie in vivo et le faible risque de tumorogénèse (Prockop, 

Gregory et al. 2003). Nombreux travaux ont souligné les propriétés immuno-modulatrices, 

anti-inflammatoires, anti-apoptotiƋues et aŶgiogĠŶiƋues des CSM, faisaŶt d͛elles des Đellules 

candidates idéales pour la réparation tissulaire (Nauta and Fibbe 2007) (Picard, Eladari et al. 

2008). Les CSM d͛oƌigiŶe ŵĠdullaiƌe oŶt ĠtĠ eŵploǇĠes daŶs des essais ĐliŶiƋues pouƌ le 

traitement de la réaĐtioŶ du gƌeffoŶ ĐoŶtƌe l͛hôte (Le Blanc, Frassoni et al. 2008), des 

affections neurologiques aigues (Hu, Luo et al. 2010), de la bronchopneumopathie chronique 

obstructive (Weiss, Casaburi et al. 2013) ou encore de l͛iŶfarctus du myocarde (Heldman, 

DiFede et al. 2014) avec une excellente tolérance.   

CSM ET PATHOLOGIES PULMONAIRES  

L͛œdğŵe lĠsioŶŶel aigu ou « acute lung injury » constitue un challenge thérapeutique 

ŵajeuƌ Đoŵpte teŶu de l͛aďseŶĐe de tƌaiteŵeŶt spĠĐifiƋue et de la ŵoƌtalitĠ ĠleǀĠe du 

syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA) (Ware 2005), Ƌui eŶ est l͛Ġtape ultĠƌieuƌe. Au 

cours de la FPI, les exacerbations aigues constituent des épisodes particulièrement graves de 
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l͛histoiƌe Ŷatuƌelle de la ŵaladie, Ƌui pouƌƌaieŶt ġtƌe l͛oďjet de thérapeutiques innovantes 

telles Ƌue la thĠƌapie Đellulaiƌe à uŶ stade pƌĠĐoĐe de l͛appaƌitioŶ des sǇŵptôŵes ǀoiƌe eŶ 

Đas de faĐteuƌ pƌĠdiĐtif d͛uŶ tel évènement si le développement des biomarqueurs le 

permet.  

THERAPIE CELLULAIRE AU COURS DU SDRA  

Les objectifs à atteindre pour permettre une résolution du SDRA sont en dehors du 

traitement de la cause, de favoriser la résorption de l͛œdğŵe, d͛ĠliŵiŶeƌ les Đellules 

iŶflaŵŵatoiƌes et de leuƌs dĠďƌis et de ƌĠpaƌeƌ l͛iŶtĠgƌitĠ stƌuĐtuƌelle et foŶĐtioŶŶelle de 

l͛ĠpithĠliuŵ alǀĠolaiƌe et de l͛eŶdothĠliuŵ.  

Les thérapies cellulaires avec des cellules exogènes au cours du SDRA ont impliqué différents 

types de cellules, y compris des progéniteurs endothéliaux. Le rationnel repose sur la 

corrélation du taux circulant de progéniteurs endothéliaux avec la survie, suggérant que la 

ƌestauƌatioŶ d͛uŶ tauǆ de progéniteurs endothéliaux circulants élevé pourrait améliorer le 

pronostic des patients (Yamada, Kubo et al. 2005). Les études précliniques réalisées chez 

l͛aŶiŵal oŶt ŵoŶtƌĠ uŶ bénéfice de survie lié à une amélioration lésionnelle sans pour autant 

de greffe endothéliale (Lam, Liu et al. 2008) (Voswinckel, Ziegelhoeffer et al. 2003). Ces 

travaux ont par ailleurs conduit à des essais cliniques évaluant les progéniteurs endothéliaux 

autologues daŶs ĐeƌtaiŶs doŵaiŶes ĐliŶiƋues tels Ƌue la Điƌƌhose ;NCTϬϭϯϯϯϮϮϴͿ, l͛aĐĐideŶt 

vasculaire cérébral (NCTϬϭϰϲϴϬϲϰͿ ou l͛isĐhĠŵie pĠƌiphĠƌiƋue (NCT 01595776).  Les 

résultats de ces essais ne sont pas encore publiés.  

Les cellules souches mésenchymateuses ont été plus largement étudiées dans le contexte 

des pathologies inflammatoires aiguës comme les modèles de SDRA ou de sepsis (Ortiz, 

Gambelli et al. 2003; Gupta, Su et al. 2007; Mei, McCarter et al. 2007; Aslam, Baveja et al. 

2009; Gupta, Krasnodembskaya et al. 2012) (Islam, Das et al. 2012). L͛adŵiŶistƌatioŶ de 

cellules souches mésenchymateuses médullaires humaines permet une amélioration de la 

suƌǀie des aŶiŵauǆ à ϰϴh et ϳϮh ;p<Ϭ.ϬϭͿ daŶs uŶ ŵodğle d͛agƌession alvéolaire par 

l͛eŶdotoǆiŶe bactérienne d͛E. coli (Gupta, Su et al. 2007). Cette amélioration de survie a 
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également été observée dans des modèles murins de sepsis digestif (Nemeth, 

Leelahavanichkul et al. 2009; Mei, Haitsma et al. 2010). UŶe diŵiŶutioŶ de l͛œdğŵe 

alǀĠolaiƌe iŶduit paƌ l͛E. coli est observée dans un modèle de poumon humain ex-vivo (Lee, 

Krasnodembskaya et al. 2013). DiffĠƌeŶts ŵodes d͛aĐtioŶ des CSM sont rapportés dans ce 

contexte, en partie médiés par les microvésicules produites, avec: 1) une réduction de la 

perméabilité alvéolo-Đapillaiƌe ;paƌ la pƌoduĐtioŶ eŶtƌe autƌes d͛aŶgiopoïétine 1 (Fang, 

Neyrinck et al. 2010), 2) une augmentation de la clairance du fluide alvéolaire (en partie liée 

à la sécrétion de KGF) (Lee, Fang et al. 2009), ϯͿ le passage d͛uŶ phĠŶotǇpe ĐǇtokiŶiƋue et 

macrophagique pro-inflammatoire à un phénotype anti-inflammatoire (Nemeth, 

Leelahavanichkul et al. 2009; Krasnodembskaya, Samarani et al. 2012); 4) une amélioration 

de la clairance bactérienne par augmentation de la phagocytose et de la synthèse de 

peptides antibactériens (Krasnodembskaya, Song et al. 2010) (Gupta, Krasnodembskaya et 

al. 2012) et enfin 5) un transfert de mitochondries aux CEA permettant de préserver la 

pƌoduĐtioŶ d͛ATP (Islam, Das et al. 2012; Gotts and Matthay 2014; Walter, Ware et al. 2014).  

EŶ effet, eŶ plus des ŵĠdiateuƌs soluďles, uŶe ĐoŵŵuŶiĐatioŶ eŶtƌe les Đellules de l͛hôte et 

les CSM pourrait se faire par contact cellulaire direct à travers des gap jonctions (Badri, 

Walker et al.) ou via des exosomes, appelés encore microvésicules. Ces éléments seraient 

tƌaŶsŵis d͛uŶe Đellule à l͛autƌe paƌ ĐoŶtaĐt Đellulaiƌe de pƌoǆiŵitĠ ou ďieŶ à distaŶĐe gƌâĐe à 

une interaction spécifique récepteur-ligand permettant leur internalisation dans des cellules 

Điďles. L͛aǀaŶtage de Đes stƌuĐtuƌes seƌait de peƌŵettƌe le tƌaŶsfeƌt de pƌotĠiŶes 

hǇdƌophoďes aiŶsi Ƌue d͛uŶ laƌge Ŷoŵďƌe de ŵolĠĐules aǇaŶt des effets sǇŶeƌgiƋues daŶs uŶ 

faible volume (diamètre entƌe ϯϬ et ϭϬϬ ŶŵͿ. DĠĐƌits il Ǉ a uŶe ǀiŶgtaiŶe d͛aŶŶĠes, les 

eǆosoŵes susĐiteŶt uŶ ƌegaiŶ d͛iŶtĠƌġt ŶotaŵŵeŶt aǀeĐ la ŵise eŶ ĠǀideŶĐe ƌĠĐeŶte de la 

transmission dite « horizontale » de matériel génétique (microARN et ARN messager) à 

travers ces structures (Ratajczak, Miekus et al. 2006; Collino, Deregibus et al. 2010; Collino, 

Bruno et al. 2015). Ces petits ARN non codants de 17 à 25 nucléotides pourraient être 

impliqués dans les phénomènes de survie et de différenciation des cellules cibles (Deiuliis, 

Shah et al. 2011). Ils pouƌƌaieŶt aiŶsi ĐoŶstitueƌ uŶ des ŵĠĐaŶisŵes d͛aĐtioŶ des CSM. EŶfiŶ, 
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ces structures semblent permettre le transfert de mitochondries. Le rôle des microvésicules 

a également été eǆploƌĠ eŶtƌe eŶtƌes au Đouƌs de l͛ALI (Zhu, Feng et al. 2014).  

Les nombreuses et séduisantes études précliniques réalisées dans ce domaine ont 

naturellement coŶduit à la ŵise eŶ plaĐe d͛essais ĐliŶiƋues ĠǀaluaŶt la tolĠƌaŶĐe de 

l͛adŵiŶistƌatioŶ de CSM au Đouƌs du SD‘A Đhez l͛hoŵŵe.  

Zheng et al. ont mené uŶe Ġtude ƌaŶdoŵisĠe eŶ douďle aǀeugle ĠǀaluaŶt l͛adŵiŶistƌatioŶ de 

CSM allogĠŶiƋues issues d͛adipoĐǇtes ;une dose unique de 1 millions/kg) contre placebo 

(sérum phǇsiologiƋueͿ Đhez ϭϮ patieŶts. AuĐuŶ effet dĠlĠtğƌe Ŷ͛a ĠtĠ oďseƌǀĠ. CoŶĐeƌŶaŶt 

les objectifs secondaires, à savoir les durées de ventilation mécanique et de séjour en 

réanimation, ainsi que les dosages de biomarqueurs (protéine SP-D, interleukine 6, et 

interleukin 8) étaient comparables (Zheng, Huang et al. 2014).   

L͛essai clinique intitulé START (Stem cells for ARDS treatment), étude de phase 1 et 2 a 

ĠǀaluĠ la tolĠƌaŶĐe de l͛adŵiŶistƌatioŶ iŶtƌa-veineuse de CSMh allogéniques d͛oƌigiŶe 

ŵĠdullaiƌe au Đouƌs du SD‘A  ;NCTϬϭϳϳϱϳϳϰ/NCTϬϮϬϮϬϵϳϲϰϭͿ. L͛oďjeĐtif pƌiŶĐipal Ġtait 

certes la tolérance mais parmi les objeĐtifs seĐoŶdaiƌes figuƌaieŶt le sĐoƌe d͛ALI, le ƌappoƌt 

PaO2/FiO2, les scores de sévérité de dĠfaillaŶĐe d͛oƌgaŶe à Jϯ, la duƌĠe saŶs ǀeŶtilatioŶ 

ŵĠĐaŶiƋue, la ŵoƌtalitĠ à ϲϬ jouƌs aiŶsi Ƌue des paƌaŵğtƌes ďiologiƋues d͛iŶflaŵŵatioŶ et 

d͛agƌessioŶ ĠpithĠliale et endothéliale (Wilson, Liu et al. 2015). Les résultats de cet essai 

multicentrique ;SaŶ FƌaŶĐisĐo, StaŶfoƌd, BostoŶͿ ouǀeƌt ǀieŶŶeŶt d͛ġtƌe puďliĠs (Wilson, Liu 

et al. 2015). Ils ŵetteŶt eŶ eǆeƌgue la faisaďilitĠ de l͛iŶstillatioŶ des CSM paƌ ǀoie ǀeiŶeuse. 

Neuf patients ont été inclus. Les trois premiers patients ont reçu des faibles doses (1 million 

cellules/kg  de poids prédit), les 3 suivants (5 million cellules/kg), et les 3 derniers (10 million 

cellules/kgͿ. La tolĠƌaŶĐe des peƌfusioŶs Ġtait satisfaisaŶte. AuĐuŶ effet seĐoŶdaiƌe Ŷ͛a ĠtĠ 

observé en lien avec ces perfusions. Des complications sont survenues chez 3 patients dans 

les semaines suivant la perfusion initiale : un patient est décédé à 9 jours, un autre à 31 jours 

et le troisième avait des infarctus spléniques, rénaux et cérébraux d͛âge indéterminé 

préexistantes a priori à la perfusion de CSM (Wilson, Liu et al. 2015).   
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CSM ET FIBROSE PULMONAIRE  

Les approches thérapeutiques dans le domaine de la fibrose sont axées sur la recherche 

d͛ageŶts peƌŵettaŶt la pƌoteĐtioŶ ǀoiƌe la ƌĠgĠŶĠƌatioŶ ĠpithĠliale. La pƌeŵiğƌe utilisatioŶ 

des cellules souches dans un modèle expérimental murin de fibrose a été proposée par Ortiz 

et coll. (Ortiz, Gambelli et al. 2003). L͛adŵiŶistƌatioŶ de CSM paƌ ǀoie ǀeiŶeuse 

immédiatement après une instillation intra-trachéale de bléomycine (réalisée à J0) 

permettait une réduction des lésions histologiques de fibrose observées à J14. Le 

recrutement de CSM était 3 fois plus important dans le poumon des animaux subissant cette 

agression en comparaison aux témoins (Ortiz, Gambelli et al. 2003). Comme le soulignaient 

les auteuƌs l͛effet ďĠŶĠfiƋue des CSM Ŷ͛Ġtait pas ƌepƌoduit ƋuaŶd l͛iŶjeĐtioŶ Ġtait faite à Jϳ 

de l͛agƌessioŶ. D͛autƌes tƌaǀauǆ oŶt dĠfeŶdu le ƌôle ďĠŶĠfiƋue de CSM daŶs les ŵodğles de 

fibrose (Moodley, Atienza et al. 2009). Au-delà d͛uŶe ĠǀeŶtuelle diffĠƌeŶĐiatioŶ ĠpithĠliale 

de ces cellules (Kotton, Ma et al. 2001; Yamada, Kubo et al. 2004; Sueblinvong, Loi et al. 

2008; Ma, Gai et al. 2011), qui est controversée, les effets paracrines ont là aussi été mis en 

avant. Ils feraient iŶteƌǀeŶiƌ la sĠĐƌĠtioŶ de l͛aŶtagoŶiste du ƌĠĐepteuƌ de l͛ILϭ, aiŶsi Ƌu͛uŶ 

équilibre des métalloprotéinases de la matrice (Ortiz, Dutreil et al. 2007) (Moodley, Atienza 

et al. 2009). Cependant, les effets anti-fibrosants des CSM ne sont pas bien élucidés. Il 

s͛agiƌait plus ǀƌaiseŵďlaďleŵeŶt d͛uŶ effet iŵŵuŶo-modulateur et anti-inflammatoire à la 

phase inflammatoire de la maladie dans le modèle murin (Rojas, Xu et al. 2005; Ortiz, Dutreil 

et al. 2007). L͛effet des CSM daŶs les modèles de fibrose semble être lié à un recrutement 

tissulaiƌe pulŵoŶaiƌe aǀeĐ possiďle ĐoŶstitutioŶ de ŶiĐhes ĐƌĠaŶt d͛uŶe paƌt les ĐoŶditioŶs 

d͛uŶ ĠĐhaŶge phǇsiƋue à tƌaǀeƌs des gaps joŶĐtioŶs de ŵitoĐhoŶdƌies et de ŵatĠƌiel 

génétique et pouvant contribuer à la régénération épithéliale (Islam, Das et al. 2012; Li, 

Zhang et al. 2014). D͛autƌe paƌt, et Đ͛est possiďleŵeŶt uŶe ĐoŵposaŶte ŵajeuƌe de l͛effet 

des CSM, la libération de médiateurs paracrines contribue aux phénomènes de réparation 

épithéliale. Enfin, l͛âge des animaux semble avoir un impact sur le secretome, le 

ƌeĐƌuteŵeŶt et l͛effiĐaĐitĠ in vivo des CSM, suggérant un rôle de la senescence de ces 

cellules dans la pathogénie de la fibrose pulmonaire (McNulty and Janes 2012; Bustos, 

Huleihel et al. 2014) ; (Kapetanaki, Mora et al. 2013). L͛ « épuisement des cellules souches » 
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paƌtiĐipeƌait aiŶsi au dĠfaut de ƌĠpaƌatioŶ, Ƌui s͛aĐĐeŶtueƌait aǀeĐ l͛âge et Ƌui ĐoŶduiƌait au 

processus fibrosant dans le poumon  (McNulty and Janes 2012; Kapetanaki, Mora et al. 

2013; Bustos, Huleihel et al. 2014; Alvarez, Levine et al. 2015). 

Les différentes approches précliniques ĐoŶĐeƌŶaŶt l͛adŵiŶistƌatioŶ de CSM au Đouƌs des 

modèles de fibrose constituent un prérequis pour envisager les CSM dans le contexte de la 

FPI, dont le traitement reste décevant malgré les nombreux essais cliniques menés ces 

dernières années (Toonkel, Hare et al. 2013); (du Bois 2010); (Spagnolo, Maher et al. 2015; 

Tzouvelekis, Bonella et al. 2015). Apƌğs l͛échec démontré des traitements anti-

inflammatoires, les efforts se sont axés sur les traitements anti-fibrosants et la perspective 

des cellules souches ouvre une nouvelle dimension, qui est celle de la régénération 

épithéliale.  

Le ƌeĐƌuteŵeŶt pulŵoŶaiƌe des CSM est oďseƌǀĠ au Đouƌs de diǀeƌs ŵodğles d͛agƌessions 

alvéolaires expérimentales, essentiellement la fibrose induite par la bléomycine (Ortiz, 

Gambelli et al. 2003; Spees, Pociask et al. 2007; Cargnoni, Gibelli et al. 2009; Moodley, 

Atienza et al. 2009; Lee, Jang et al. 2010); (Rojas, Xu et al. 2005) peƌŵettaŶt d͛eŶǀisageƌ 

l͛adŵiŶistƌatioŶ iŶtƌaǀeiŶeuse des CSM. Ce ƌeĐƌuteŵeŶt seŵďle ġtƌe ŵĠdiĠ paƌ l͛aǆe SDF-1 – 

CXCR4 (Xu, Mora et al. 2007) et seŵďle s͛opĠƌeƌ au Đouƌs du pƌeŵieƌ passage des Đellules 

dans la circulation pulmonaire (Gao, Dennis et al. 2001). BieŶ Ƌue l͛effet bénéfique des CSM 

soit eŶĐoƌe diffiĐile à affiƌŵeƌ eŶ ĐliŶiƋue, Đ͛est aǀaŶt toute Đhose sa tolĠƌaŶĐe et soŶ 

innocuité qui est explorée (McNulty and Janes 2012; Toonkel, Hare et al. 2013). Certes, 

l͛utilisatioŶ des CSM daŶs d͛autƌes doŵaiŶes ĐliŶiƋues a pu ġtƌe ŵeŶĠe saŶs effet dĠlétère et 

avec une très bonne tolérance (Le Blanc, Frassoni et al. 2008) (Hare and Chaparro 2008; 

Xiong, Zhang et al. 2011; Hare, Fishman et al. 2012; Weiss, Casaburi et al. 2013), mais le 

contexte de la FPI et le microenvironnement qui la caractérise amène à des interrogations 

particulières. Outre le risque de transformation néoplasique, la principale crainte formulée 

dans ce contexte est celle de la transformation fibroblastique voire myofibroblastique des 

CSM, contribuant ainsi à la majoration des lésions de fibrose (Phillips, Burdick et al. 2004; 

Lama and Phan 2006; Cuiffo and Karnoub 2012; von Bahr, Batsis et al. 2012). Les interactions 
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des CSM avec les fibroblastes font craindre également un risque de prolifération 

fibroblastique (Hashimoto, Jin et al. 2004; Salazar, Lankford et al. 2009). Néanmoins, les 

Ġtudes pƌĠĐliŶiƋues Đhez l͛aŶiŵal et les pƌeŵiğƌes Ġtudes ĐliŶiƋues utilisaŶt les CSM au Đouƌs 

de différentes affections chroniques, certaines fibrosantes, plaide plutôt pour des propriétés 

anti-fibrosantes favorisant la réparation tissulaire voire sa régénération (Le Blanc, Frassoni et 

al. 2008) (Hare and Chaparro 2008; Xiong, Zhang et al. 2011; Hare, Fishman et al. 2012; 

Weiss, Casaburi et al. 2013). La question de la faisabilité et de la tolérance des perfusions de 

CSM est résolue par ces études cliniques. Une étude de phase 1 a été débutée en Espagne 

testant l͛adŵiŶistƌatioŶ de CSM allogéniques au cours de la FPI (NCT01919827). Un essai 

monocentrique évaluant la tolérance de la perfusion intra-veineuse de CSM dérivées de 

placenta a été publiée (Chambers, Enever et al. 2014). Quatre patients ont ainsi reçu 106 

Đellules/Kg à Ϯ ƌepƌises et auĐuŶ effet seĐoŶdaiƌe Ŷ͛a ĠtĠ ƌappoƌtĠ (Chambers, Enever et al. 

2014). Coŵŵe le souligŶeŶt les auteuƌs, auĐuŶ stigŵate d͛eŵďolie aƌtĠƌielle pulŵoŶaiƌe Ŷ͛a 

été observé au décours de la perfusion (Chambers, Enever et al. 2014). Tzouvelikis et coll. 

ont rapporté une série de 14 patients ayant une FPI et chez lesquels une instillation endo-

bronchique de cellules souches autologues dérivées des adipocytes était pratiquée 

(Tzouvelekis, Paspaliaris et al. 2013). BieŶ Ƌu͛elle Ġǀite eŶ effet les ƌisƋues ǀasĐulaiƌes 

eŵďoliƋues poteŶtiels, Đette appƌoĐhe pose le pƌoďlğŵe d͛uŶ autƌe aďoƌd invasif, qui est 

celui de l͛endoscopie bronchique et de la diffusion au sein du parenchyme pulmonaire des 

cellules souches. Aussi, la principale critique concerne ici le caractère autologue de cette 

thérapie cellulaire, quand la question même du rôle de cellules souches est formulée dans la 

pathogénie des processus fibrosants (Kapetanaki, Mora et al. 2013; Bustos, Huleihel et al. 

2014; Alvarez, Levine et al. 2015).  

L͛esseŶtiel ĐoŶsiste ŵaiŶteŶaŶt à dĠteƌŵiŶeƌ à Ƌuel ŵoŵeŶt et à Ƌuelle posologie uŶ tel 

traitement pourrait être proposé (Toonkel, Hare et al. 2013).  
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OBJECTIFS GENERAUX DU TRAVAIL DE THESE 

 

La thérapie cellulaire avec des CSM constitue une approche thérapeutique innovante et 

séduisante au cours des pathologies du poumon que sont la fibrose pulmonaire et le SDRA, 

ŵais les ŵĠĐaŶisŵes d͛aĐtioŶ de Đes Đellules ƌesteŶt ŵal Đoŵpris. Au Đœuƌ de Đes pƌoĐessus 

pathologiques, les CEA sont des cellules cibles majeures. Le ƌôle de l͛hǇpoǆie daŶs la 

pathogénie de la fibrose pulmonaire est une hypothèse intéressante que nous avons voulu 

étayer au regard en particulier des propriétés fonctionnelles et morphologiques des CEA. 

Ainsi, dans ce travail de thèse, nous nous sommes intéressés auǆ ŵĠĐaŶisŵes d͛aĐtioŶ 

potentiels des CSM sur les CEA souŵises à l͛hǇpoǆie.  

Dans une première partie de ce travail, Ŷous aǀoŶs ĠǀaluĠ l͛iŶflueŶĐe des CSM sur 

l͛homéostasie liquidienne des CEA en situation aiguë mimant le microenvironnement du 

SD‘A à l͛aide des principales cytokines pro-inflammatoires décrites au cours du SDRA.  

Dans la seconde partie, nous nous sommes intéressés aux effets cytoprotecteurs des CSM 

sur le phénotype des CEA souŵises à l͛hǇpoǆie eŶ nous focalisant notamment sur les 

phénomènes de transition épithélio-mésenchymateuse.    
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 TRAVAIL EXPERIMENTAL  

I. EFFET DES CSM SUR LES ALTERATIONS DU TRANSPORT TRANSEPITHELIAL ALVEOLAIRE 

D͛IONS INDUITES PA‘ L͛HYPOXIE ET L͛INFLAMMATION  

A. HYPOTHESE DE TRAVAIL ET OBJECTIFS 

Le syndrome de détresse respiratoire aiguë représente une situation clinique grave, 

réfractaire aux différentes approches pharmacologiques avec un pronostic qui reste très 

sombre (Villar, Sulemanji et al. 2014) (Matthay, Ware et al. 2012). Les taux de mortalité de 

25 à 40% et la morbidité élevée de cette pathologie respiratoire en fait une préoccupation 

iŵpoƌtaŶte eŶ pƌatiƋue ĐliŶiƋue. L͛adŵiŶistƌatioŶ de Đellules souĐhes ŵĠseŶĐhǇŵateuses 

humaines (CSMh) représente une approche thérapeutique innovante, particulièrement 

attendue au cours du SDRA (Beers and Morrisey 2011; Matthay, Ware et al. 2012; Gotts and 

Matthay 2014; Walter, Ware et al. 2014; Weiss 2015). Les modèles in vivo d͛agƌessioŶ 

alǀĠolaiƌe iŶflaŵŵatoiƌe aiguë Đhez les ƌoŶgeuƌs, Ƌu͛ils soieŶt septiƋues ou ŶoŶ, oŶt ŵis eŶ 

évidence le rôle paracrine bénéfique des CSMh allogéniques (Gupta, Su et al. 2007; Aslam, 

Baveja et al. 2009; Lee, Fang et al. 2009; Nemeth, Leelahavanichkul et al. 2009; Gotts and 

Matthay 2011; Lee, Krasnodembskaya et al. 2013). En effet, la participation propre de ces 

cellules dans le renouvellement et la régénération tissulaire est, si elle existe, marginale 

(Kotton, Ma et al. 2001; Krause, Theise et al. 2001; Kotton, Fabian et al. 2005; Abreu, 

Antunes et al. 2011). Les mécanismes de ces effets paracrines commencent à être élucidés 

(Abreu, Antunes et al. 2011; Lee, Fang et al. 2011; Walter, Ware et al. 2014), soulignant le 

rôle en particulier du keratinocyte growth factor (KGF) (Ionescu, Byrne et al. 2012;  Lee, Fang 

et al. 2009), de la prostaglandine (PG)-E2 (Nemeth, Leelahavanichkul et al. 2009) et de 

l͛aŶtagoŶiste du récepteur de l͛iŶteƌleukiŶe-1 (IL1ra), éléments favorisant la régénération 

cellulaire et la réparation tissulaire (Ortiz, Dutreil et al. 2007; Schinkothe, Bloch et al. 2008). 

L͛effet paƌaĐƌiŶe ďieŶ dĠŵoŶtƌĠ des CSM suggğƌe Ƌue l͛utilisatioŶ du ŵilieu ĐoŶditioŶŶĠ des 

CSM et non pas des CSM elles-mêmes pourrait avoir un effet bénéfique au cours des 

agƌessioŶs alǀĠolaiƌes aiguës. L͛adŵiŶistƌatioŶ du ŵilieu ĐoŶditioŶŶĠ des CSM auƌait paƌ 
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ailleuƌs l͛aǀaŶtage de la siŵpliĐitĠ et de l͛innocuité, en évitant les risques potentiels liés à 

l͛adŵiŶistƌatioŶ de Đellules souĐhes eǆogğŶes.  

L͛hǇpoǆie, Ƌui aĐĐoŵpagŶe Đes situatioŶs  ĐliŶiƋues, paƌtiĐipe auǆ tƌouďles de l͛hoŵĠostasie 

liquidienne des alvéoles, qui représentent une composante essentielle de la 

physiopathologie du syndrome de détresse respiratoire aiguë ou de façon plus large des 

phĠŶoŵğŶes d͛agƌessioŶ pulŵoŶaiƌe aigue (Matthay, Ware et al. 2012; Matthay 2014). La 

ƌĠaďsoƌptioŶ de l͛œdğŵe alǀĠolaiƌe est liĠ eŶ gƌaŶde paƌtie au ƌôle de la pƌotĠiŶe de 

transport  ENaC, exprimée à la surface apicale des pneumocytes, qui constitue véritablement 

l͛Ġtape liŵitaŶte de Đe pƌoĐessus (Clerici and Planes 2009; Matthay, Ware et al. 2012; 

Matthay 2014). Les effets dĠlĠtğƌes de l͛hǇpoǆie aigue suƌ l͛aĐtiǀitĠ et l͛eǆpƌessioŶ des 

protéines de transport de Na+ (ENaC et Na, K-ATPase) ont été précédemment décrits dans 

des modèles in vivo, mais aussi in vitro sur des cultures primaires de pneumocytes de rat ou 

des ligŶĠes Đellulaiƌes d͛oƌigiŶe huŵaiŶe (Planes, Friedlander et al. 1996; Planes, Escoubet et 

al. 1997; Planes, Blot-Chabaud et al. 2002;  Mairbaurl, Wodopia et al. 1997; Dada and 

Sznajder 2003). Il existe cependant encore peu de données sur les mécanismes impliqués 

dans les effets bénéfiques des CSM sur les transports ioniques et notamment sur 

l͛eǆpƌessioŶ de Đes diffĠƌeŶtes pƌotĠiŶes de tƌaŶspoƌt. Paƌ ailleuƌs, l͛effet d͛uŶ 

microenvironnement inflammatoire et/ou hypoxique sur le métabolisme et le sécrétome des 

CSM Ŷ͛est pas pƌĠĐisĠŵeŶt ĐoŶŶu. 

Le premier objectif de ce travail a été de documenter in vitro l͛effet d͛uŶ 

microenvironnement inflammatoire et hypoxique sur les CSM en termes de phénotype, 

d͛apoptose et de sĠĐƌĠtoŵe. Le seĐoŶd oďjeĐtif a ĠtĠ d͛Ġǀalueƌ les effets du ŵilieu 

conditionné des CSM sur les propriétés de transports ioniques des CEA dans un modèle in 

vitro mimant les conditions inflammatoires et hypoxiques retrouvées au cours des 

agressions alvéolaires aiguës , et de déterminer les mécanismes impliqués.  
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B.  RESUME  DES METHODES ET DES  RESULTATS 

 

SCHÉMA DE L͛ÉTUDE    

 

 

Figure 16: SĐhĠŵa du pƌotoĐole d’Ġtude.  

Le ŵodğle d͛agƌessioŶ a ĐoŶsistĠ eŶ uŶe hǇpoǆie aigue à ϯ% d͛oǆǇgğŶe eŶ pƌĠseŶĐe de « cytomix » à 

20 ng/mL, mélange associant TNF-, IL1- et IFN-, principales cytokines pro-inflammatoires décrites 

au cours du SDRA (Lee, Fang et al. 2007). 

Abréviations : CSMh cellules souches mésenchymateuses humaines ; CY, cytomix. KGF keratinocyte 

growth factor, PGE2 prostaglandine E2, IL-1ra Interleukine-1 receptor antagonist. DMEM DulďeĐĐo͛s 
medium. FACS : cytométrie en flux 
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RESUME DES RESULTATS 

Ce travail montre Ƌue l͛eǆpositioŶ des CSMh à uŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt hǇpoǆiƋue et 

inflammatoire induit des modifications de leur secretome et notamment des médiateurs 

pouǀaŶt ġtƌe iŵpliƋuĠs daŶs la ƌĠaďsoƌptioŶ de l͛œdğŵe alǀĠolaiƌe : IL1-ra, PGE2 et KGF. 

L͛hǇpoǆie et le cytomix ne semblent en revanche pas modifier le phénotype des CSMh selon 

les ŵaƌƋuages usuels, à saǀoiƌ l͛eǆpƌessioŶ des ŵaƌƋueuƌs spĠĐifiƋues CDϮϵ, CDϵϱ, CDϭϬϱ, 

CDϭϬϱa, CDϭϬϱď, CDϭϬϱĐ, CDϭϬϱe, CDϭϬϱf et l͛aďseŶĐe d͛eǆpƌessioŶ de HLA-DR. Cette 

eǆpositioŶ Ŷ͛a pas ŶoŶ plus d͛iŶĐideŶĐe Ŷotaďle suƌ la ǀiaďilitĠ des Đellules aǀeĐ uŶ tauǆ de 

ŶĠĐƌose et uŶ tauǆ d͛apoptose Đoŵpaƌaďles à la ĐoŶditioŶ tĠŵoiŶ eŶ Ŷoƌŵoǆie.  

Les altĠƌatioŶs ĠpithĠliales iŶduites paƌ l͛hǇpoǆie et le cytomix sur les CEA de rats en culture 

primaire coŵpƌeŶŶeŶt uŶe augŵeŶtatioŶ de la peƌŵĠaďilitĠ ĠpithĠliale. L͛eǆpositioŶ à Đet 

environnement inflammatoire et hypoxique induit une modification du transport de Na 

apiĐal liĠ à la ďaisse de l͛aĐtiǀitĠ aŵiloƌide-sensible du canal ENaC, tandis Ƌue l͛aĐtiǀité 

ouabaïne-sensible de  la Na, K-ATPase baso-latérale reste inchangée. La diŵiŶutioŶ d͛aĐtiǀitĠ 

d͛ENaC est assoĐiĠe à uŶe diŵiŶutioŶ d͛eǆpƌessioŶ à la ŵeŵďƌaŶe de la sous-unité -ENaC 

Đoŵŵe le ŵoŶtƌeŶt les ƌĠsultats des ďiotiŶǇlatioŶs de suƌfaĐe, aloƌs Ƌue l͛eǆpƌessioŶ totale 

de la protéine -ENaC est inchangée. 

Qu͛il soit oďteŶu eŶ Ŷoƌŵoǆie ou eŶ hǇpoǆie-cytomix, le milieu de culture de CSM prévient 

l͛augŵeŶtatioŶ de la peƌŵĠaďilité épithéliale. Le milieu de culture conditionné en normoxie 

des CSMh pƌĠǀieŶt l͛iŶhiďitioŶ du tƌaŶspoƌt de Na eŶ ƌestauƌaŶt l͛eǆpƌessioŶ à la  suƌfaĐe  de 

la sous-unité -ENaC, tandis que le milieu de culture obtenu sous hypoxie-cytomix Ŷ͛a pas 

d͛effet protecteur.  

Enfin, ce travail souligne que la sécrétion de KGF est indispensable au maintien des 

propriétés protectrices des CSM. En effet, le milieu conditionné de CSMh perd ses propriétés 

pƌoteĐtƌiĐes suƌ la peƌŵĠaďilitĠ ĠpithĠliale et suƌ l͛adƌessage à la membrane de la sous-unité 

-ENaC.  

Ces résultats in vitro ǀieŶŶeŶt doŶĐ ĐoŶfiƌŵeƌ l͛iŵpoƌtaŶĐe de la pƌoduĐtioŶ de ŵĠdiateuƌs 

paracrines dans les effets bénéfiques observés in vivo  daŶs la lutte ĐoŶtƌe l͛œdğŵe 

alǀĠolaiƌe au Đouƌs des ŵodğles d͛agƌessioŶ pulŵoŶaiƌe aiguë.  
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C. DISCUSSION  

CRITIQUE DU MODELE UTILISE  

Parmi les limites de ce travail, on peut citer avant tout la combinaison de cellules issues de 

deux espèces différentes, à savoir des cultures primaires de pneumocytes de rat et des CSM 

huŵaiŶes. Le Đhoiǆ d͛Ġtudieƌ des CSM d͛oƌigiŶe huŵaiŶe issues de ŵoelle osseuse est 

justifié dans la perspective de futures thérapies cellulaires chez les patients atteints de SDRA, 

qui utiliseraient des CSM humaines. Outre le fait que ce modèle a été appliqué par 

différentes équipes (Lee, Fang et al. 2009) (Moodley, Atienza et al. 2009), plusieurs 

arguŵeŶts peuǀeŶt ġtƌe aǀaŶĐĠs. Le Đhoiǆ des CSM huŵaiŶes d͛oƌigiŶe ŵĠdullaiƌe ƌepose 

sur le fait que ces cellules sont régulièrement recueillies à partir de dons de moelle et que 

leuƌ Đultuƌe peƌŵet d͛oďteŶiƌ des Đellules assez aisĠŵeŶt dispoŶiďles au seiŶ bien sûr des 

stƌuĐtuƌes spĠĐialisĠes et haďilitĠes. Les CSM huŵaiŶes d͛oƌigiŶe ŵĠdullaiƌe utilisĠes daŶs Đe 

travail sont obtenues dans un laboratoire de thérapie cellulaire qui a une grande expertise 

de ces cellules et dont la caractérisation répond bien aux critères de définition des CSM tout 

au long de leur culture (Dominici, Le Blanc et al. 2006; Keating 2012). Parmi les principales 

propriétés des CSM, figurent la faible expression de ŵolĠĐules du Đoŵpleǆe d͛histo-

ĐoŵpatiďilitĠ ;CMHͿ de Đlasse I et II à leuƌ suƌfaĐe et l͛aďseŶĐe d͛eǆpƌessioŶ de ŵolĠĐules Đo-

stimulation des lymphocytes T (CD40, CD80 et CD86) (Le Blanc 2003) permettant leur 

adŵiŶistƌatioŶ allogĠŶiƋue, faisaŶt d͛elles des ĐaŶdidates idĠales pouƌ des thĠƌapeutiƋues  

innovantes en thérapie cellulaire (Walter, Ware et al. 2014) (Wilson, Liu et al. 2015) (Weiss, 

Casaburi et al. 2013; Weiss 2015). Enfin, au sein du secretome des CSMh, de  nombreux 

médiateurs gardent une grande homologie inter-espğĐe. L͛adŵiŶistƌatioŶ eŶ effet de 

pƌoduits dĠƌiǀĠs de l͛hoŵŵe ;ƌhKGFͿ, peut ġtƌe ďĠŶĠfiƋue suƌ des CEA pƌoǀeŶaŶt de ƌats.  

L͛idĠal auƌait ĠtĠ de tƌaǀailleƌ aǀeĐ des Đellules alǀĠolaiƌes huŵaiŶes. Nous aǀoŶs teŶtĠ à 

plusieurs reprises de faire des extractions de CEA humaines à partir de poumons de 

donneurs non retenus pour la transplantation dans le respect des études réalisées sur 

ŵatĠƌiel huŵaiŶ seloŶ les ƌeĐoŵŵaŶdatioŶs de l͛ageŶĐe de la ďioŵĠdeĐiŶe. CepeŶdaŶt, 

malgré un respect scrupuleuǆ du pƌotoĐole fouƌŶi paƌ l͛ĠƋuipe de M.MatthaǇ ;UCSF, SaŶ 
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FƌaŶĐisĐoͿ, les Đellules oďteŶues Ŷ͛oŶt pas pu ġtƌe ŵaiŶteŶues eŶ Đultuƌe et le tapis Đellulaiƌe 

Ŷ͛Ġtait pas suffisaŵŵeŶt joiŶtif pouƌ peƌŵettƌe des tests électrophysiologiques en chambre 

de Ussing. Les lignées de CEA humaines posent les mêmes difficultés en termes de mesures 

ĠleĐtƌophǇsiologiƋues. L͛utilisatioŶ de Đultuƌes pƌiŵaiƌes de ƌats offƌe uŶ ďoŶ suďstitut auǆ 

cellules humaines. De plus, les médiateurs étudiés (KGF, IL1ra, PGE2) présentent une 

homologie structurelle entre les espèces, permettant leur utilisation entre des espèces 

diffĠƌeŶtes. D͛ailleuƌs, le fait Ƌue le MC de CSM peƌŵette de ƌestauƌeƌ les propriétés de 

transport de Na des CEA de rats illustre bien ce raisonnement et justifie l͛utilisatioŶ de Đe 

modèle.   

UŶe autƌe liŵite de Ŷotƌe Ġtude ĐoŶĐeƌŶe l͛aďseŶĐe de ŵilieu de Đultuƌe « témoin » en 

dehors du DMEM. En effet, le milieu conditionné de CSM aurait pu être comparé au milieu 

conditionné de fibroblastes pour tester la particularité de ces cellules. Néanmoins, plusieurs 

travaux ont souligné le bénéfice des CSM en comparaison aux fibroblastes et la question 

posĠe iĐi Ġtait plutôt d͛Ġǀalueƌ l͛iŶflueŶĐe du microenvironnement hypoxique et 

inflammatoire sur la sécrétion des CSM dont le rôle bénéfique Ŷ͛est plus ǀƌaiŵeŶt à 

démontrer.   

INFLUENCE DE L͛ENVI‘ONNEMENT HYPOXIQUE ET INFLAMMATOIRE SUR LES CSM  

Plusieurs travaux rapportent le rôle bénéfique des CSM daŶs des ŵodğles d͛agƌessioŶ aiguë 

(Gupta, Su et al. 2007; Mei, McCarter et al. 2007; Aslam, Baveja et al. 2009). Longtemps 

considérées comme possibles progénitrices des cellules des structures alvéolo-capillaires, les 

effets paracrines des CSM sont maintenant bien reconnus et laissent à penser que leur 

seĐƌetoŵe pouƌƌait ġtƌe adŵiŶistƌĠ seul afiŶ d͛Ġǀiteƌ les ƌisƋues poteŶtiels Ƌue ƌeprésente 

l͛iŶstillatioŶ de Đellules allogĠŶiƋues (Lepperdinger, Brunauer et al. 2008; Amariglio, 

Hirshberg et al. 2009). Sachant que les cellules injectées passent dans la microcirculation 

pulŵoŶaiƌe et Ƌu͛elles peuǀeŶt aiŶsi ġtƌe souŵises à uŶ environnement hypoxique et 

inflammatoire pouvant induire des modifications des propriétés des CSMh, le phénotype des 

CSM dans ces conditions est testé in vitro. L͛eǆpositioŶ des CSMh à l͛hǇpoǆie et au ĐǇtoŵiǆ 

ne semble pas modifier le phénotype des CSMh selon les marquages usuels, à savoir 
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l͛aďseŶĐe d͛eǆpƌessioŶ de HLA-D‘ et l͛eǆpƌessioŶ des ŵaƌƋueuƌs spĠĐifiques CD29, CD95, 

CDϭϬϱ, CDϭϬϱa, CDϭϬϱď, CDϭϬϱĐ, CDϭϬϱe, CDϭϬϱf. Cette eǆpositioŶ Ŷ͛a pas ŶoŶ plus 

d͛iŶĐideŶĐe Ŷotaďle suƌ la ǀiaďilitĠ des Đellules aǀeĐ uŶ tauǆ de ŶĠĐƌose et uŶ tauǆ 

d͛apoptose Đoŵpaƌaďles à la ĐoŶditioŶ tĠŵoiŶ eŶ Ŷoƌŵoǆie. Ces ƌĠsultats, qui témoignent 

des propriétés de résistance de ces cellules, sont assez cohérents avec le fait que les CSM 

sont en condition physiologique en hypoxie dans le tissu médullaire (Fehrer, Brunauer et al. 

2007).  

En revanche, la sécrétion des médiateurs solubles impliqués dans les effets bénéfiques des 

CSM (Ortiz, Dutreil et al. 2007; Nemeth, Leelahavanichkul et al. 2009; Lee, Fang et al. 2011; 

Ionescu, Byrne et al. 2012)  peut ġtƌe ŵodulĠe paƌ l͛eǆpositioŶ à uŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt 

hypoxique et inflammatoire. En effet, les conditions de culture modulent la sécrétion des 

médiateurs clés que représentent IL-ϭƌa, PGEϮ et KGF. L͛eǆpositioŶ à l͛hǇpoǆie et au ĐǇtoŵiǆ 

stimule la sécrétion d͛ILϭ-ra et celle de la PGE2.  En revanche, la sécrétion de KGF est quant à 

elle diminuée. La sécrétion d͛IL-ϭƌa et de PGEϮ est pƌoďaďleŵeŶt stiŵulĠe paƌ l͛ILϭ, 

ĐǇtokiŶe iŶflaŵŵatoiƌe ŵajeuƌe pƌĠseŶte ŶotaŵŵeŶt daŶs le liƋuide d͛œdğŵe alǀéolaire au 

cours du SDRA (Geiser, Atabai et al. 2001; Frank, Pittet et al. 2008). L͛ILϭ- agit d͛ailleuƌs en 

compétition avec IL1-ra pour se fixer au récepteur de l͛IL-1, dont le blocage peut à lui seul 

être bénéfique au cours des agressions épithéliales alvéolaires (Ortiz, Dutreil et al. 2007; 

Frank, Pittet et al. 2008). De façon intéressante, l͛IL-ϭϬ Ŷ͛a pas ĠtĠ détectée dans le milieu de 

culture des CSMh quelle que soit la condition de culture. Ce résultat est assez cohérent avec 

la thğse sĠduisaŶte fouƌŶie paƌ Neŵeth et Đoll. Ƌui daŶs uŶ ŵodğle iŶtĠgƌĠ eǆpliƋue Ƌue l͛IL-

ϭϬ est pƌoduite paƌ les ŵaĐƌophages alǀĠolaiƌes aĐtiǀĠs sous l͛effet de la PGEϮ issue des CSM 

(Nemeth, Leelahavanichkul et al. 2009).  La baisse en revanche du KGF dans notre modèle 

est uŶ ƌĠsultat assez iŶatteŶdu daŶs la ŵesuƌe où d͛uŶe paƌt Đe faĐteuƌ de ĐƌoissaŶĐe est 

particulièrement précieux pour la préservation du phénotype épithélial mais aussi compte 

teŶu des ƌĠsultats ƌappoƌtĠs paƌ d͛autƌes ĠƋuipes (Crisostomo, Wang et al. 2008; Lee, Fang 

et al. 2009). Cependant la sécrétion de KGF demeure à un seuil qui permet des effets 

bénéfiques en culture du moins.  
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INFLUENCE DE L͛ENVI‘ONNEMENT HYPOXIQUE ET INFLAMMATOIRE SUR LES PROPRIETES 

DE TRANSPORT DE SODIUM DES CEA  

Les modifications épithéliales et endothéliales décrites au cours du SDRA et notamment les 

altĠƌatioŶs du tƌaŶspoƌt ioŶiƋue alǀĠolaiƌe aǀeĐ l͛augŵeŶtatioŶ de la peƌŵĠaďilitĠ alǀĠolo-

capillaire font partie intégrante de la pathogénie de cette affection particulièrement sévère 

et dont le pronostic reste sombre (Rubenfeld, Caldwell et al. 2005; Matthay, Ware et al. 

2012). L͛aŵĠlioƌatioŶ des pƌopƌiĠtĠs de tƌaŶspoƌt du fluide alǀĠolaiƌe ĐoŶfĠƌĠe paƌ 

l͛adŵiŶistƌatioŶ de CSM ǀoiƌe du ŵilieu de Đultuƌe de CSM a ĠtĠ oďseƌǀĠe daŶs différents 

modèles in vivo ou ex vivo (Gupta, Su et al. 2007; Lee, Fang et al. 2009; Ionescu, Byrne et al. 

2012). Pour aller plus loin, nous nous sommes intéressés aux mécanismes impliqués dans ce 

phénomène et notamment aux cibles des CSMh. Le modèle in vitro d͛agƌessioŶ alǀĠolaiƌe 

aiguë Đhoisi iĐi ĐoŶsiste eŶ uŶe eǆpositioŶ à uŶe hǇpoǆie Ŷoƌŵoďaƌe à ϯ% d͛oǆǇgğŶe avec 

adjonction de cytomix (TNF-, IL-1 et IFN-) à 20 ng/mL (Fang, Neyrinck et al. 2010) 

peŶdaŶt ϲ heuƌes aǀaŶt l͛adŵiŶistƌatioŶ du ŵilieu ĐoŶditioŶŶĠ de CSM. Les ƌĠsultats 

montrent une augmentation de la perméabilité paracellulaire avec une multiplication par 

trois (Fang, Neyrinck et al. 2010). Afin de déterminer le rôle des protéines de transport 

apicales ou baso-latérales, le transport de Na est examiné après perméabilisation de la 

ŵeŵďƌaŶe apiĐale ou ďasolatĠƌale. L͛eǆpositioŶ à l͛hǇpoǆie et cytomix induit une 

ŵodifiĐatioŶ du tƌaŶspoƌt de Na apiĐal liĠ à la ďaisse de l͛eǆpƌessioŶ d͛uŶ ĐaŶal aŵiloride-

seŶsiďle taŶdis Ƌue l͛aĐtiǀitĠ de la Na, K-ATPase ďasolatĠƌale seŶsiďle à l͛ouaďaïne reste 

iŶĐhaŶgĠe. Il s͛agit iĐi d͛uŶe ďaisse d͛eǆpƌessioŶ à la ŵeŵďƌaŶe de la sous-unité -ENaC 

Đoŵŵe le ŵoŶtƌeŶt les ƌĠsultats des ďiotiŶǇlatioŶs, aloƌs Ƌue l͛eǆpƌessioŶ totale de la 

protéine -ENaC est iŶĐhaŶgĠe. La diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de suƌfaĐe d͛ENaC au Đouƌs de 

l͛hǇpoǆie est dĠjà ĠtĠ dĠĐƌite (Planes, Blot-Chabaud et al. 2002; Gille, Randrianarison-Pellan 

et al. 2014), et semble due à uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛iŶteƌŶalisatioŶ d͛ENaC et de sa 

dégradation dans le protéasome (Gille, Randrianarison-Pellan et al. 2014). QuaŶt à l͛effet du 

cytomix, son administration à plus forte concentration (50 ng/mL) pendant 24h semble 

iŶduiƌe uŶe ďaisse d͛eǆpƌessioŶ totale de la pƌotĠiŶe, seloŶ Lee et Đoll. (Lee, Fang et al. 

2009). Quoi Ƌu͛il eŶ soit, le ŵilieu de Đultuƌe des CSM obtenu en normoxie prévient 
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l͛inhibition du transport trans-épithélial du Na et normalise la perméabilité épithéliale à 

l͛alďuŵiŶe. Ce ŵilieu peƌŵet de ƌestauƌeƌ l͛eǆpƌessioŶ apiĐale de la pƌotĠiŶe -ENaC, 

particulièrement importante sur le plan fonctionnel (Canessa, Horisberger et al. 1993; 

Canessa, Schild et al. 1994). 

PuisƋue l͛effet du ŵilieu ĐoŶditioŶŶĠ est aǀĠƌĠ uŶiƋueŵeŶt ƋuaŶd Đelui-ci est obtenu en 

normoxie, le principal médiateur qui semble être incriminé est le KGF dont la sécrétion est 

aďaissĠe eŶ hǇpoǆie et ĐǇtoŵiǆ. L͛effet bénéfique du KGF sur le transport de fluide alvéolaire 

est dĠĐƌit, ŶotaŵŵeŶt suƌ l͛aŵĠlioƌatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de l͛-ENaC et de l͛aĐtiǀitĠ de la Na-

K ATPase (Guery, Mason et al. 1997; Borok, Danto et al. 1998; Wang, Folkesson et al. 1999). 

Le rôle du KGF a également été montré dans un modèle ex vivo d͛agƌessioŶ pulŵoŶaiƌe 

aigue par une endotoxine bactérienne ainsi que par une infection à E. coli  (Lee, Fang et al. 

2009; Lee, Krasnodembskaya et al. 2013). Dans notre travail, la déplétion en KGF du milieu 

conditionné montre une peƌte de l͛effet ďĠŶĠfiƋue du ŵilieu suƌ le tƌaŶspoƌt de Na 

amiloride-seŶsiďle, iŶdiƋuaŶt Ƌue le KGF est ŶĠĐessaiƌe à Đe pƌoĐessus. NĠaŶŵoiŶs, il Ŷ͛est 

apparemment pas suffisant per se puisƋue l͛adŵiŶistƌatioŶ de KGF ƌeĐoŵďiŶaŶt huŵaiŶ à 

des concentrations comparables à celles obtenues en normoxie ne permet pas de corriger la 

ďaisse du tƌaŶspoƌt de Na iŶduite paƌ le ĐǇtoŵiǆ et l͛hǇpoǆie. La paƌtiĐipatioŶ de faĐteuƌs 

soluďles autƌes Ƌue le KGF paƌaît doŶĐ iŶdispeŶsaďle à l͛effet ďĠŶĠfiƋue du ŵilieu de Đulture 

des CSM. Il est aussi possiďle Ƌue l͛effet du ŵilieu de Đultuƌe des CSM soit eŶ paƌtie dû à la 

libération par les CSM de microvésicules (exosomes) contenant des ARN messagers (par 

eǆeŵple l͛A‘N ŵessageƌ du KGFͿ Ƌui peuǀeŶt ġtƌe tƌaduits daŶs les Đellules hôtes, comme 

cela a été récemment décrit (Zhu, Feng et al. 2014). 

Nous Ŷ͛aǀoŶs pas ĠtudiĠ daŶs Đe tƌaǀail le ŵode d͛aĐtioŶ du KGF ǀis-à-vis du trafic 

intracellulaiƌe d͛ENaC. UŶe possiďle eǆpliĐatioŶ seƌait l͛iŵpliĐatioŶ d͛uŶ effet aŶti-oxydant du 

KGF. En effet, dans certains types cellulaires comme par exemple les hépatocytes, il a été 

rapporté que le KGF pouvait avoir un rôle anti-oǆǇdaŶt, eŶ ŵodulaŶt l͛aĐtiǀité des enzymes 

anti-oxydantes (Kovacs, Raffa et al. 2009). Oƌ, daŶs uŶ tƌaǀail du laďoƌatoiƌe auƋuel j͛ai 

paƌtiĐipĠ, Oliǀieƌ BeƌŶaƌd a ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛hǇpoǆie iŶduisait une accumulation de ROS 

;ǀƌaiseŵďlaďleŵeŶt d͛oƌigiŶe ŵitoĐhoŶdƌialeͿ daŶs les pŶeuŵoĐǇtes eŶ Đultuƌe, et Ƌue 
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l͛iŶĐuďatioŶ de pŶeuŵoĐǇtes hǇpoǆiƋues aǀeĐ du ŵilieu de Đultuƌe des CSM pƌĠǀeŶait Đette 

aĐĐuŵulatioŶ de ‘OS eŶ augŵeŶtaŶt l͛aĐtiǀitĠ des enzymes anti-oxydantes (Bernard et al, 

communication orale J2R octobre 2013 et communication orale ERS, septembre 2015) 

[Annexe 4]. De plus, Gille et al. ont également montré que la N-acétyl-cystéine, un puissant 

anti-oxydant, pouvait prévenir complètement la diminution du transport de Na+ sensible à 

l͛aŵiloƌide iŶduite paƌ uŶe l͛hǇpoǆie liĠe à uŶe diŵiŶutioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de suƌfaĐe d͛ENaC 

(Gille, Randrianarison-Pellan et al. 2014). OŶ peut doŶĐ Ġŵettƌe l͛hǇpothğse Ƌue le KGF ;eŶ 

assoĐiatioŶ aǀeĐ d͛autƌes ŵolĠĐules sĠĐƌĠtĠes paƌ les CSMͿ pouƌƌait liŵiteƌ l͛aĐĐuŵulatioŶ 

de ROS dans les pneumocytes hǇpoǆiƋues, et pƌĠseƌǀeƌ aiŶsi l͛aĐtiǀitĠ d͛ENaC.  

 

CONCLUSION 

Les résultats obtenus dans ce premier travail montrent que le milieu conditionné des CSM a 

un effet bénéfique à la fois sur la perméabilité épithéliale et sur le transport transépithélial 

alǀĠolaiƌe d͛ioŶs Na+ dans un modèle in vitro d͛agƌessioŶ alǀĠolaiƌe aiguë. Ceci suggère que 

le milieu conditionné des CSM pourrait peut-être avoir un intérêt thérapeutique dans le 

SD‘A, saŶs pƌĠseŶteƌ les ƌisƋues poteŶtiels liĠs à l͛adŵiŶistƌatioŶ des CSM elles-mêmes. Il 

est cependant vraisemblable que les effets bénéfiques des CSM rapportés chez le rongeur  

daŶs le Đadƌe d͛ALI/SD‘A eǆpĠƌiŵeŶtauǆ soit ĠgaleŵeŶt liĠs à des effets juǆtaĐƌiŶes, eŶ plus 

des effets paracrines (Islam, Das et al. 2012). En effet, un transfert de mitochondries était 

observé entre les CSM et les cellules cibles (Islam, Das et al. 2012). Les microvesicules 

constituent par ailleurs un effet juxtacrine qui est mis en avant par différentes équipes 

(Bruno, Grange et al. 2009; Zhu, Feng et al. 2014). Le rôle de ces microvésicules dans les 

phénomènes observés dans ce travail pourrait constituer une approche intéressante pour 

ƌeŶfoƌĐeƌ l͛appƌoĐhe ďasĠe suƌ l͛utilisatioŶ du  ŵatĠƌiel issu des CSM afiŶ d͛Ġǀiteƌ 

l͛iŶstillatioŶ des cellules mêmes. Il pourrait être intéressant pour poursuivre notre travail de 

tester dans un modèle in vivo d͛agƌessioŶ alǀĠolaiƌe Đhez le ƌoŶgeuƌ l͛effet du ŵilieu 

conditionné des CSM administré en intra-veineux ou en intra-trachéal, et de le comparer 

aǀeĐ l͛effet de l͛adŵiŶistƌatioŶ diƌeĐte de CSM. EŶfiŶ, le pƌĠĐoŶditioŶŶeŵeŶt des CSM 
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semble constituer une procédure intéressante comme le soulignent Lan et coll. qui ont 

montré récemment une meilleure efficience des CSM après conditionnement hypoxique 

dans un modèle murin de fibrose induite par la bléomycine (Lan, Choo et al. 2015). Il 

convient ici de préciser que les CSM étant en condition physiologique dans la moelle en 

hypoxie (Fehrer, Brunauer et al. 2007), ce conditionnement permet en fait à ces cellules de 

retrouver leurs conditions physiologiques.  
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II. EFFET DES CSM SU‘ LES ALTE‘ATIONS PHENOTYPIQUES INDUITES PA‘ L͛HYPOXIE 

CHRONIQUE  

A. HYPOTHESE DE TRAVAIL ET OBJECTIFS 

La fibrose pulmonaire idiopathique, qui constitue la plus fréquente et la plus grave des 

pneumopathies interstitielles diffuses chroniques, pose un véritable problème 

thérapeutique, malgré les nombreux essais thérapeutiques réalisés dans ce domaine. 

Récemment, deux nouvelles molécules ont certes obtenu une autorisation de mise sur le 

marché dans cette indication, mais les effets cliniques restent modérés avec essentiellement 

un ralentissement du déclin fonctionnel (Noble, Albera et al. 2011; Richeldi, du Bois et al. 

2014). Surtout, aucune thérapeutique ne permet de prévenir ni même de traiter une 

exacerbation aigue de la maladie, qui constitue un véritable tournant évolutif de la maladie 

avec un taux de mortalité entre 40 et 90% selon les séries (Collard, Moore et al. 2007; Song, 

Hong et al. 2011; Simon-Blancal, Freynet et al. 2012). Les CSMh pourraient représenter dans 

ce contexte une approche thérapeutique particulièrement intéressante, notamment lors des 

phases d͛eǆaĐeƌďatioŶ aiguës de la ŵaladie Ƌui pƌĠseŶteŶt Đeƌtaines analogies avec le SDRA. 

Un effet antifibrosant des cellules souches mésenchymateuses a en effet été décrit dans 

différents modèles animaux de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine ou les 

radiations ionisantes. Les mécanismes impliqués dans cet effet anti-fibrosant restent 

cependant mal compris.  

Au Đouƌs de la fiďƌose, l͛hǇpoǆie alǀĠolaiƌe iŶduite paƌ le ƌeŵodelage pulŵoŶaiƌe et 

paƌtiĐuliğƌeŵeŶt ŵaƌƋuĠe loƌs des phases d͛eǆaĐeƌďatioŶ aiguë pouƌƌait ĐoŶtƌiďueƌ à la 

progression du processus fibrosaŶt, Đoŵŵe Đela a ĠtĠ dĠĐƌit daŶs d͛autƌes oƌgaŶes tels Ƌue 

la peau, le rein ou le foie (Higgins, Kimura et al. 2007; Haase 2009; Zhou, Dada et al. 2009). 

L͛eǆpƌessioŶ du faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ HIF daŶs le pouŵoŶ tĠŵoigŶe de Đette hǇpoǆie au 

cours des modèles murins de fibrose induite à la bléomycine mais également au cours de la 

fiďƌose pulŵoŶaiƌe Đhez l͛hoŵŵe (Tzouvelekis, Harokopos et al. 2007). Les CEA jouent un 

ƌôle ŵajeuƌ daŶs l͛homéostasie cellulaire du poumon profond et leur implication au cours 

des processus fibrosants est bien reconnue. Bien que sa contribution à la fibrogénèse 
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pulmonaire soit débattue (Duffield, Lupher et al. 2013), la transition épithélio-

mésenchymateuse constitue un phénomène qui implique directement la CEA, qui perd 

progressivement ses caractéristiques épithéliales et qui gagne un phénotype 

mésenchymateux, fibroblastique voire myofibroblastique (Lamouille, Xu et al. 2014). 

Phénomène physiologique au cours du développement, la TEM est décrite au cours de 

différents pƌoĐessus pathologiƋues Đoŵŵe la foƌŵatioŶ de ŵĠtastases et l͛iŶǀasioŶ 

tumorale mais aussi au cours de la fibrose de différents organes comme le rein, le foie ou la 

peau. Parmi les facteurs favorisants la TEM, on compte notamment le TGF, principal facteur 

profibrosant (Willis, Liebler et al. 2005).  

Nous nous sommes intéressés daŶs Đe tƌaǀail à l͛effet de l͛hǇpoǆie ĐhƌoŶiƋue suƌ le 

phénotype des CEA en culture. Les objectifs de cette étude ont été 1) de caractériser les 

ŵodifiĐatioŶs phĠŶotǇpiƋues iŶduites paƌ l͛hǇpoǆie pƌoloŶgĠe daŶs les CEA de ƌat eŶ Đultuƌe 

pƌiŵaiƌe,   ϮͿ d͛Ġǀalueƌ l͛effet des CSM suƌ Đes ŵodifiĐatioŶs phĠŶotǇpiƋues daŶs uŶ ŵodèle 

de co-culture ainsi que les mécanismes  cellulaires et moléculaires impliqués.  
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Abstract 

Administration of bone marrow-derived human mesenchymal stem cells (hMSC) reduces lung 

inflammation, fibrosis and mortality in animal models of lung injury, by a mechanism not completely 

understood. We investigated whether hMSC would prevent epithelial-mesenchymal transition (EMT) 

induced by hypoxia in primary rat alveolar epithelial cell (AEC). In AEC cultured on semi-permeable 

filters, prolonged hypoxic exposure (1.5% O2 for up to 12 days) induced phenotypic changes 

consistent with EMT, i.e. a change in cell morphology, a decrease in transepithelial resistance (Rte) 

and in the expression of epithelial markers (ZO-1, E-cadherin, AQP-5, TTF-1) together with an 

increase in mesenchymal markers (vimentin, -SMA). Expression of transcription factors driving EMT 

such as SNAIL1, ZEB1 and TWIST1 increased after 2h, 24h and 48h of hypoxia, respectively. Hypoxia 

also induced TGF-1 mRNA expression and the secretion of active TGF-1 in apical medium, and the 

expression of CTGF, two inducers of EMT. Co-culture of AEC with hMSCs partially prevented the 

decrease in Rte and in ZO-1, E-cadherin and TTF-1 expression, and the increase in vimentin 

expression induced by hypoxia. It also abolished the increase in TGF1 expression and in TGF1-

induced genes ZEB1, TWIST1 and CTGF. Finally, incubation with rhKGF at a concentration similar to 

what was measured in hMSC conditioned media restored the expression of TTF-1 and prevented the 

increase in TWIST1, TGF1 and CTGF in hypoxic AEC. Our results indicate that hMSCs prevent 

hypoxia-induced alveolar EMT through the paracrine modulation of EMT signalling pathways, and 

suggest that this effect is partly mediated by KGF. 

 

Key words: epithelial-mesenchymal transition, alveolar epithelial cells, hypoxia, Transforming Growth 

Factor -1, Keratinocyte Growth Factor. 
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Introduction 

Recent studies have reported the beneficial effects of bone marrow-derived multipotent mesenchymal 

stem (stromal) cell (MSC) in experimental models of acute lung injury (ALI) and pulmonary fibrosis, 

suggesting the potential interest of MSCs in future cell therapies in clinical lung diseases (2, 12, 23-25, 

30-32, 37). Intravenous or intra-alveolar administration of MSCs attenuates the severity of lung 

damage, reduces lung inflammation and fibrosis, and increases survival of rodents after bleomycin, 

endotoxin-induced lung injury, live bacteria or ventilator-induced injury. The efficacy of MSC therapy 

has been mostly attributed to paracrine anti-inflammatory, anti-infectious or immunomodulatory 

functions (12, 16, 21, 24, 30-31). Interestingly, recent studies reported that MSCs could also exert 

paracrine or juxtacrine protective effects on alveolar epithelial cells (AEC) by ameliorating cell 

energetic, reducing apoptosis or restoring vectorial alveolar sodium transport (10, 17, 23, 31). Based 

on previous studies, we and others identified potential soluble factors that could be responsible for the 

observed beneficial paracrine effects of MSCs, such as keratinocyte growth factor (KGF), IL-1 receptor 

antagonist (IL-1ra) and prostaglandin E2 (PGE2) (10, 23, 30-31).  

The protective effect of MSCs (or MSC conditioned media) on stressed AEC is particularly important 

because AEC (namely alveolar type II cells) play a key-role in distal lung tissue homeostasis and 

repair, and because AEC are often altered or dysfunctional during lung injury. When submitted to 

acute injury like in ALI (29) or to discrete but recurrent microinjuries like in idiopathic pulmonary 

fibrosis (IPF) (20), AEC may undergo abnormal activation with production of pro-inflammatory or pro-

fibrotic mediators, massive apoptosis or epithelial-mesenchymal transition (EMT), which lead to 

inefficient or aberrant alveolar repair and contribute to pulmonary fibrosis. EMT is a cellular process 

during which epithelial cells transdifferentiate into motile mesenchymal cells while losing their epithelial 

characteristics (22, 44). This phenotypic switch is mediated by key transcription factors such as 

SNAIL, zinc-finger E-box binding (ZEB) and basic helix-loop-helix transcription factors including 

TWIST (22). EMT can be induced in AEC by Transforming growth Factor 1 (TGF1) or Endothelin-1 

and by oxidative stress (8, 18, 19, 47). Indeed, it has been suggested that exposure to hypoxia, a 

condition usually encountered in alveoli during ALI or chronic lung injury with lung remodelling (45), 

could promote phenotypic changes in alveolar epithelial cell lines consistent with EMT (51). Whether 
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MSC therapy would limit or prevent alveolar EMT in case of acute or chronic lung injury is currently 

unknown. 

The objective of the present study was therefore to examine in vitro the effects of human MSCs 

(hMSC) on EMT induced in rat primary AEC by prolonged hypoxic exposure, and the mechanisms 

involved. To achieve this goal, we established a co-culture system without cell/cell contact, with AEC 

grown on semi-permeable inserts (upper compartment and hMSC grown on the bottom of the wells 

(lower compartment. Results reveal that co-culture with hMSCs markedly attenuated phenotypic 

changes evoking EMT in rat AEC monolayers exposed to hypoxia (1.5% O2) for up to twelve days. 

Indeed, co-culture with hMSCs completely blunted the increase in expression and secretion of the 

EMT inducer TGF1 in hypoxic AEC, as well as the induction of pro-EMT transcription factors ZEB1 

and TWIST1 and of Connective Tissue Growth Factor (CTGF). Finally, our data suggest that secretion 

of KGF by hMSCs could be partly responsible for this protective effect.  
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Methods 

Isolation and culture of rat alveolar epithelial cells. The procedure of rat alveolar epithelial cell 

(AEC) isolation accorded with legislation currently in force in France, and animal welfare guidelines. 

Alveolar epithelial cells were isolated from adult male pathogen-free Sprague-Dawley rats by elastase 

digestion (Worthington, Lakewood, NJ, USA) as previously described (34). Cells (purity >92%, viability 

>95%) were seeded onto Transwell/Snapwell (polycarbonate membrane with a pore size of 0.4 µm, 

Corning Inc., Corning, NY, USA) filters, and cultured for up to 13 days in Dulbecco Modified Eagle 

Medium (DMEM) containing 25 mM D-glucose, 10 mM Hepes, 23.8 mM NaHCO3, 2 mM L-glutamine, 

5% fetal bovine serum (FBS), 50 U/ml penicillin, 50 µg/ml streptomycin, 10 µg/ml gentamycin, 10 

µg/ml amphotericin B, and cis-OH-proline (for the first 2 days) (Sigma-Aldrich) to selectively eliminate 

fibroblasts from AEC culture (47). Media were changed every 2 or 3 days. Transepithelial resistance 

(Rte) was measured every 3 days using a microvolt-ohmmeter (World Precision Instruments, 

Astonbury, UK). 

Extraction, culture and conditioning of human mesenchymal stem cells. Bone marrow samples 

were harvested from washed filters used during BM graft processing for allogeneic transplantation 

after healthy donor informed consent according to approved institutional guidelines (Assistance 

Publique – Hôpitaux de Paris, Paris, France). Human mesenchymal stem cells (hMSC) were cultured 

as previously described (1). Briefly, healthy donors BM cells obtained after Ficoll (Invitrogen, Cergy-

Pontoise, France) were cultured at an initial density of 5.10
4
 cells/cm

2
 in minimum essential medium- 

(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), supplemented with 10% defined fetal calf serum (DFBS, 

HyClone, Logan, UT, USA), 2 mM L-glutamine (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), 1 ng/ml basic 

fibroblast growth factor (FGFb) (Invitrogen, , France), antibiotic/antimycotic (Invitrogen , France). After 

24–48 h, non-adherent cells were removed and the medium was changed. The media were changed 

every 2 or 3 days until confluence. Adherent cells were then trypsinized, harvested and cultured by 

seeding 0.5.10
3
 cells/cm

2
. Cells were used at passages 2 to 5. Immunophenotyping of hMSC was 

performed according to the manufacturer’s protocol (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France), 

using monoclonal antibodies conjugated with either fluorescein isothiocyanate or phycoerythrin  and 

directed to CD29, CD31, CD34, CD44, CD45, CD49a to CD49f), CD 90 and CD105, or matched 
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isotype controls. Data were acquired and analyzed on a five parameters flow cytometer (FACS 

Calibur, Becton Dickinson, San Jose, CA) with Cell Quest software. Detection of viable hMSC was 

performed by using the vital dye 7-AAD (Beckman Coulter) following the manufacturer’s instruction. 

Cells were acquired by flow cytometry (FACSCalibur; Becton Dickinson) and analyzed by CellQuest 

software (BD Bioscience). The expression of vimentin and -smooth muscle actin (-SMA) in hMSC 

under various experimental conditions was assessed by Western-blotting (see below) using anti-

vimentin (1/3000) (Sigma-Aldrich) and anti--smooth muscle actin (-SMA) (1/5000) (Sigma-Aldrich). 

In some experiments, hMSC conditioned media (hMSC-CM) were used and prepared as follows. 

hMSCs at 80% confluence were rinsed with phosphate buffered saline (PBS) and incubated in 

supplemented DMEM without FBS for 24h. Cell media were then collected and centrifuged at 13 000 

rpm for 20 minutes. Supernatants representing hMSC-CM were immediately frozen and stored at -

80°C. hMSC-CM were supplemented with 5% FBS before use. In some experiments, hMSC-CM were 

depleted in KGF using proteinG/agarose beads coated with anti-KGF monoclonal antibody (R&D 

systems, Lille, France) or with anti-IgG antibodies (as a control) as previously described (10). KGF 

concentrations in hMSC-CM were measured using specific Quantikine ELISA kits (R&D Systems, Lille, 

France) before and after KGF depletion to verify the efficacy of the procedure.  

Co-cultures of rat alveolar epithelial cells and human mesenchymal stem cells. A co-culture 

system without cell/cell contact was used to test the paracrine effect of hMSCs on AEC phenotype. On 

day 1 after AEC isolation, Transwell inserts seeded with AEC (seeding density: 1.3 10
6
 cells/cm

2
) were 

transferred into plastic dishes seeded with hMSCs (80 000 cells/cm
2
) at the bottom of the wells. Co-

cultures of AEC (upper compartment) and hMSCs (lower compartment) were maintained in DMEM 

supplemented with 5% FBS and antibiotics/antifungal treatment for 6 or 12 days, with culture medium 

changed every 3 days. For 12 day-cocultures, hMSCs at the bottom of the wells were replaced at day 

6 when confluence was reached by new hMSCs (seeding density:  80 000 cells/cm
2
).  

Exposure of cells to hypoxia. At day 1 after isolation, AEC cultured alone or in co-cultures with 

hMSCs were placed in a humidified airtight incubator with inflow and outflow valves and exposed to a 

hypoxic gas mixture containing 1.5% O2 - 5% CO2 - 94.5 % N2 (oxygen tension in culture media: 45 
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mmHg), and kept at 37°C for increasing periods of time (from 2 hours to 12 days). Control normoxic 

cells were maintained in a 21% O2 - 5% CO2 - 74% N2 humidified incubator for the same periods of 

time (oxygen tension in culture media: 140 mmHg).  

Immunofluorescence stainings. AEC monolayers cultured on Transwell filters were harvested on 

days 6 and 12 of Hypoxic/normoxic exposure. Filters were twice rinsed with ice-cold PBS and fixed 

with 4% paraformaldehyde for 20 minutes at 4°C, then rinsed with PBS and permeabilized with 0,1% 

Triton X-100 for 15 minutes. After rinsing with PBS, cells were incubated in PBS with 2% bovine serum 

albumin (BSA) for 30 minutes to block nonspecific binding sites. Monolayers were exposed to the 

primary antibodies (Ab) for 1 hour at room temperature (RT). The following antibodies for detection of 

epithelial markers were used with respective dilutions: mouse polyclonal anti-thyroid-transcriptor factor 

(TTF-1) (Invitrogen) (1/50), rabbit polyclonal anti-zonula-occludens-1 (ZO-1) (Sigma-Aldrich) (1/200), 

mouse polyclonal anti-Ecadherin (Sigma-Aldrich) (1/300). Antibodies used for detection of 

mesenchymal markers were mouse polyclonal anti-vimentin (Sigma-Aldrich) (1/300) and mouse 

polyclonal anti--smooth-muscle actin (-SMA) (Sigma-Aldrich) (1/300). After extensive washing with 

PBS, cells were then exposed to the appropriate secondary Ab (1/200) conjugated with Alexa Fluor-

488 or Alexa Fluor-568 (Invitrogen, France) protected from light for 30 minutes at RT. Filters were 

incubated with DAPI (300 nM) to stain nuclei for 30 sec and washed again. Filters were then mounted 

with mounting solution Immumount (Thermo-scientific) and viewed with a Zeiss microscope equipped 

with epifluorescence optics. Images were captured on an integrated camera (Qimaging Retiga 2000R 

with Image-proexpress 6.0) at X40 and imported as TIFF files.  

Western blot analyses. AEC in 24-mm Transwell filters were washed twice, scraped off the filters in 

ice-cold PBS, and centrifuged at 1,500 rpm for 10 minutes at 4°C. The pellet was resuspended in 30µl 

of ice-cold lysis buffer containing H20, 62.5 mM Tris-HCl (pH 6.8), 10% Glycerol, 2% SDS and 

protease inhibitors (0.01%) and kept on ice for 1 hour. Cell lysates were then centrifuged at 13,000 

rpm for 15 minutes at 4°C.  Samples (30 µg protein per sample in Laemmli buffer containing 5% -

mercapto-ethanol) were then resolved through 7.5% or 10% acrylamide gels, electrically transferred to 

nitrocellulose paper, and probed with the following antibodies at respective dilutions: anti-Thyroid 

Transciption Factor 1 (TTF-1) (Dako) (1/200), anti-E-Cadherin (1/3000), anti-aquaporine-5 (AQP-5) 
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(Sigma-Aldrich) (1/200), anti-vimentin (1/3000), anti--smooth muscle actin (-SMA) (1/5000), anti-

SNAIL1 (Cell Signaling) (1/500), anti-HIF1-(Novus biotechnologies) (1/500) , anti-HIF2-(Novus 

biotechnologies) (1/1000), anti-Connective Tissue Growth Factor (CTGF)(Novus biotechnologies) 

(1/500) and anti--actin (Sigma-Aldrich) (1/2000). The signals were quantified by densitometric 

analysis using NIH image software, normalized using quantification of the -actin signal in each lane 

and expressed in arbitrary units.  

Measurement of active TGF-β1 in cell supernatant. AEC grown on Transwell filters were exposed 

to normoxia or hypoxia (alone or in co-culture with hMSCs) for 24h, as indicated previously. The apical 

supernatants were collected, spun at 12,000 × g for 15 minutes at 4 °C, and stored at −80 °C for 

further processing. The concentrations of active TGF-1 were determined using specific Quantikine 

ELISA kits (R&D Systems, Lille, France) according to the manufacturer's instructions.  

RNA Extraction and Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction. Total cellular RNA from 

AEC cells cultured in normoxic or under hypoxic conditions was extracted using an RNeasy kit 

(QIAGEN S.A., Courtaboeuf, France) following the manufacturer's instructions. The eluated RNA was 

quantified using a Biospec-Nano (Shimadzu, Noisiel, France) at 260 nm. Single-strand cDNAs were 

synthesized from 0.5 μg of total RNA using maxima first strand cDNA synthesis kit composed by a 

mixture of oligo (dT) and random hexamer primers according to the manufacturer's instructions (Fisher 

Scientific, Illkirch, France). Resulting cDNA samples were amplified by quantitative polymerase chain 

reaction (PCR) with Absolute qPCR SybrGreen Rox mix (Fisher Scientific, Illkirch, France) on 

StepOne system qPCR (Applied Biosystem, Life technology, France). Cycle threshold values were 

normalized to amplification of the beta-actin gene. For each transcript, the expression levels were 

calculated using the 2–CT method, as detailed by the manufacturer. Length and sequence of 

primers used for quantitative real-time PCR are described in table 1. 

Statistical Analyses. Results are presented as means  SE. Differences between groups were 

evaluated with unpaired t test for comparisons between 2 groups, and otherwise with one-way 

variance analyses (ANOVA) and, when allowed by the F value, results were compared by the modified 
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least significant difference (Fisher’s PLSD). p<0.05 was considered significant. StatView
®
 software 

(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) was used for all analyses.  

 

Results 

Effect of prolonged hypoxic exposure on rat alveolar epithelial cell phenotype.  

The effects of hypoxia on AEC phenotype were assessed after 6 and 12 days of exposure by changes 

in Rte, cell morphology and expression of a panel of epithelial or mesenchymal markers. Hypoxia 

induced a progressive and significant decrease in Rte (1635 ± 395 Ω.cm2
 vs 328 ± 41 Ω.cm2

 after 6 

days of normoxic or hypoxic conditions, respectively; p<0.001), indicating an alteration of AEC tight 

junctions under hypoxic condition. As shown in Figure 1, exposure to hypoxia for 6 days induced a 

change in the morphology of AEC, which lost their characteristic cobblestone appearance to become 

more irregular. Hypoxia also induced changes in the expression of epithelial markers. By 

immunostaining, the expression of the junctional protein ZO-1 was notably attenuated in hypoxic AEC 

(Fig. 1A). The expression level of E-cadherin as assessed by immunostaining and by Western blot did 

not decrease under hypoxic condition, but immunostaining studies revealed subtle changes in the 

localization of the protein (Fig. 1A, B and C): while E-cadherin was localized at the plasma membrane 

in normoxic AEC, it  was also detected in the cytoplasm of hypoxic AEC. Hypoxic exposure induced a 

53% decrease in AQP-5 protein expression levels by Western blot (Fig. 1B and C). Immunostaining 

experiments revealed that the nuclear expression of TTF-1 was strikingly reduced in hypoxic AEC 

(Fig. 1A), and Western blot experiments confirmed that TTF-1 protein expression was decreased by 

70% (Fig. 1B and C). The mesenchymal markers vimentin and -SMA were detected neither in 

normoxic nor in hypoxic AEC at day 6 (Fig. 1A). As shown in Figure 2, exposure to hypoxia for 12 

days amplified the changes in AEC phenotype. Expression of the epithelial markers ZO-1, E-cadherin 

and TTF-1 was hardly detected by immunostaining after 12 days of hypoxia (Fig. 2A), and Western 

blot analysis confirmed that E-cadherin and TTF-1 protein expression were strikingly reduced in 

hypoxic AEC (Fig. 2B and C). By contrast, the expression of the mesenchymal marker -SMA was 

detected in hypoxic AEC (Fig. 2A and B). Indeed, the protein expression level of vimentin was 
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significantly increased in hypoxic AEC as compared to normoxic cells (Fig. 2A, B and C). All together, 

these data indicate that prolonged hypoxic exposure induced a profound change in AEC phenotype, 

with a progressive loss of epithelial markers and expression of mesenchymal markers consistent with 

EMT.  

Effect of hMSC co-culture or of hMSC conditioned media on phenotypic changes of AEC 

induced by prolonged hypoxia. Before studying the effect of hMSCs on AEC phenotype, we first 

tested whether prolonged exposure to hypoxia or co-culture with AEC could modify hMSC phenotype 

and viability. Prolonged hypoxic exposure didn’t alter hMSC viability either when cultured alone (95.2 

vs 96.5 % viable cells in normoxia and hypoxia, respectively) or when co-cultured with AEC (95.6 vs 

92.8 % viable cells in normoxia and hypoxia, respectively). Following 6 days of hypoxic exposure, no 

significant change was detected in hMSC morphology, in the expression of hMSC cell surface markers 

(i.e. CD29, CD44, CD49a to CD49f, CD73, CD90 and CD105) or in the protein expression of -SMA 

and vimentin (see supplemental data), indicating that hMSCs did not transform themselves into 

activated fibroblasts (myofibroblasts) when submitted to chronic hypoxia. 

Co-culture experiments revealed that Rte was significantly higher in AEC monolayers co-cultured with 

hMSCs than in AEC monolayers without hMSC after a 6 day-hypoxic exposure (Fig. 3A). 

Immunostaining studies showed that co-culture of AEC with hMSC allowed AEC to maintain their 

epithelial phenotype under hypoxic condition (6 day-exposure) (Fig. 3B): ZO-1 and TTF-1 expression 

were restored in hypoxic AEC monolayers co-cultured with hMSCs. Similar observations were made 

when AEC were incubated with hMSC-conditioned media (hMSC-CM) for 6 days under hypoxic 

exposure (Fig. 3B). Western-blot experiments confirmed that TTF-1 protein expression was restored in 

hypoxic AEC co-cultured with hMSCs (Fig. 3C and D). The effect of hMSC co-culture on AEC 

phenotype was also evidenced after a 12 day-hypoxic exposure (Fig. 4). Transepithelial electric 

resistance was significantly decreased under hypoxic condition in AEC monolayers cultured alone but 

not when co-cultured with hMSCs (Fig. 4A). By immunostaining, the expression of ZO-1 and TTF-1 

was completely abolished in hypoxic AEC cultured alone, but was clearly visible in AEC co-cultured 

with hMSCs (Fig. 4B). Also, hypoxia-induced decrease in the protein expression of E-cadherin and 

TTF-1 as assessed by Western-blotting was completely prevented by co-culture of AEC with hMSCs 
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(Fig. 4C and D). Finally, co-culture with hMSCs tended to decrease vimentin protein expression in 

hypoxic AEC (2.09 ± 0.46 vs 0.97 ± 0.31 arbitrary units in 1.5%O2 and 1.5%O2 + hMSCs, respectively; 

n=3-5; p=0.10). 

Effect of hMSC on Hypoxia-Inducible Factor expression in alveolar epithelial cells. To decipher 

the cellular mechanism(s) involved in the beneficial effect of hMSCs on AEC exposed to prolonged 

hypoxia, we first evaluated whether co-culture with hMSCs did modify the expression of HIF1- and 

HIF2- in hypoxic AEC (39). Stabilization of HIF1- proteins was previously shown to be necessary in 

AEC for developing hypoxia-induced EMT (51). As shown by Western-blotting (Fig. 5A and 5B), HIF1-

 protein was hardly detected in normoxic AEC but was significantly induced in AEC exposed to 

hypoxia for 2 and 3 hours. HIF2- protein expression began to increase at 3 hours of hypoxia, but this 

increase was not significant. Both HIF1- and HIF2- protein expression levels were significantly  

increased in hypoxic AEC after a 24h-exposure, but went back to normoxic values after 48h of hypoxia 

(Fig. 5C to 5F). Neither HIF1- protein expression nor HIF2- protein expression were modified when 

hypoxic AEC were co-cultured with h-MSCs (Fig. 5B, 5D, 5F). 

Effect of hMSC on transcription factors driving EMT in hypoxic alveolar epithelial cells. The 

temporal expression pattern of transcription factors known to induce EMT such as SNAIL, ZEB1 and 

TWIST1 (22) was established in AEC exposed to hypoxia for increasing times (from 2 to 48 hours). 

Expression levels of SNAIL-1 mRNA transcripts were not modified by hypoxic exposure (Fig. 6A) but 

as shown in Figure 6B, expression of SNAIL1 protein was significantly induced by short hypoxic 

exposures (2 and 3 hours) and rapidly decreased to reach normoxic values afterwards. Expression 

levels of SNAIL2 (SLUG) mRNA transcripts decreased by approximately 50% during the first hours of 

hypoxic exposure but went back to normal after 16 hours of exposure (not shown). Expression levels 

of ZEB1 and TWIST1 were significantly increased after 24 and 48 hours of hypoxic exposure, 

respectively (Fig. 6B and 6C). We then examined whether co-culture of AEC with hMSCs could 

modulate the expression of expression of SNAIL1, ZEB1 and TWIST1. Co-culture with hMSCs had no 

effect on hypoxia-induced expression of SNAIL1 protein (Fig. 6A). By contrast, co-culture completely 

prevented the increase in ZEB1 and TWIST1 mRNA levels in hypoxic AEC (Fig. 6B and 6C).   
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Effect of hMSC on profibrotic factor expression in alveolar epithelial cells. We next studied 

whether co-culture with hMSCs could affect the production of 2 profibrotic proteins in hypoxic AEC 

known to favour EMT: Transforming Growth Factor 1 (TGF1) and Connective Tissue Growth Factor 

(CTGF) (43, 47). As shown in Figure 7A, TGF1 mRNA levels increased two-fold after 24 hours of 

hypoxia, and decreased thereafter (not shown). Also, the concentration of TGF1 in the apical medium 

of hypoxic AEC was strikingly increased as compared with normoxic condition (Fig. 7B). Co-culture 

with hMSCs completely blunted the increase in TGF1 mRNA expression as well as TGF1 protein 

apical secretion induced by hypoxia (Fig. 7A and 7B). Co-culture with hMSCs suppressed as well the 

two-fold increase in CTGF mRNA expression induced in AEC by a 48 hour-hypoxic exposure (Fig. 

7C), and blunted the increase in CTGF protein expression (7D).  

Involvement of Keratinocyte Growth Factor secretion in the paracrine effects of hMSC. 

Keratinocyte Growth Factor (KGF), a well-known growth factor for AEC that is secreted by hMSCs (23, 

33), has been previously shown to be involved in the beneficial effect of hMSC conditioned media on 

transepithelial sodium transport across AEC monolayers exposed to hypoxia and inflammatory 

cytokines (10). Therefore, we investigated the potential role of KGF in our model. Treatment of hypoxic 

AEC with human recombinant KGF (rhKGF) at a concentration similar to what was found in hMSC-CM 

(i.e. 250 pg/ml) throughout a 6-day-hypoxic exposure completely prevented the hypoxia-induced 

decrease in TTF-1 protein expression (Fig. 8A and 8B). Also, treatment with rhKGF for 24h or 48h fully 

prevented the increase in TGF1, TWIST1 and CTGF mRNA transcript levels (Fig. 8C, 8D and 8E) 

induced by hypoxia, whereas it did not affect the increase in ZEB1 mRNA expression (data not 

shown). Finally, Figure 8F shows that hMSC-CM completely depleted in KGF using anti-KGF antibody 

failed to prevent the hypoxia-induced increase in TWIST mRNA transcripts at 48h of hypoxia, whereas 

complete hMSC-CM or hMSC-CM treated with non specific anti-IgG did. 
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Discussion 

The main findings of the present study can be summarized as follows. Prolonged exposure to hypoxia 

induced phenotypic changes in primary rat AEC consistent with EMT, i.e. a change in cell morphology, 

a progressive decrease in Rte and in the expression of epithelial markers (ZO-1, E-cadherin, AQP-5 

and TTF-1) together with an increase in mesenchymal markers (vimentin and -SMA). Hypoxia 

induced the expression of hypoxia-inducible factors HIF1- and HIF2-, as well as the expression of 

transcription factors driving EMT such as SNAIL1, ZEB1 and TWIST1 with a specific time-course. 

Hypoxic exposure also increased TGF-1 mRNA expression and the secretion of active TGF-1 in 

apical medium, and the expression of CTGF, two mediators known to induce EMT. Co-culture of AEC 

with bone marrow-derived hMSCs (or incubation with hMSC-CM) partially prevented the decrease in 

Rte and fully prevented the decrease of ZO-1, E-cadherin and TTF-1 expression, and the increase in 

vimentin expression induced by hypoxia. Co-culture completely blunted the increase in TGF1 

expression and in ZEB1, TWIST1 and CTGF mRNA levels, whereas it did not affect HIF1-, HIF2- 

and SNAIL1 protein expression in hypoxic AEC. Finally, incubation with rhKGF at a concentration 

similar to what was measured in hMSC-CM fully restored the expression of the epithelial transcription 

factor TTF-1 in hypoxic AEC, and prevented the increase in TWIST1, TGF1 and CTGF expression. 

Taken together, our data indicate that hMSCs protect primary AEC from hypoxia-induced EMT through 

the paracrine modulation of EMT signalling pathways, and suggest that this effect is partly mediated 

by KGF secretion. 

One limitation of the present study is the fact that the in vitro model used combined cells originating 

from two different species, i.e. primary rat AEC and hMSCs. Bone marrow-derived MSC were studied 

for obvious reasons inasmuch as these cells will likely be used in the next future for cell therapy in 

patients with pulmonary diseases. Unfortunately, the use of human alveolar epithelial cell lines such as 

A549 shows several pitfalls for the study EMT in the context of lung fibrosis. A549 cells are cancerous 

cells that are not able to make tight junctions as shown by very low transepithelial resistance and 

which express mesenchymal proteins such as vimentin and -SMA at baseline (51). Also, their 

doubling time is short, which constitutes a methodological limitation to study EMT, a long-lasting and 
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progressive process. Primary rat AEC are usually considered as good surrogates for human AEC 

which are very difficult to isolate. Noteworthy, previous studies have shown that hMSCs were effective 

in vivo in several rodent models of injury (4, 26-27). One reason for that may be that most paracrine 

factors secreted by MSC (such as KGF, IL1-ra or PGE2) show considerable homology across species. 

Indeed, it is well recognized that recombinant human proteins (rhKGF and rhIL1-ra) have a biological 

effect on rodent AEC (9, 33). The fact that we observed a clear beneficial effect of hMSCs on rat AEC 

indicates that our model, despite the species difference, still represents a valuable tool for studying in 

vitro the crosstalk between AEC and MSCs. 

Prolonged exposure to hypoxia (1.5% O2, corresponding to an O2 tension of approximately 45 mmHg 

in culture media) was used in this study to induce EMT in primary AEC because local alveolar hypoxia 

is a condition that is usually associated with acute or chronic lung injury. Alveolar hypoxia is obviously 

present during ALI and acute respiratory distress syndrome, due to pulmonary oedema (29). It is also 

observed in the course of pulmonary fibrosis, probably as a consequence of distal lung remodelling, as 

demonstrated by the fact that alveolar type II from patients with IPF or from mouse lungs treated with 

bleomycin specifically express HIF1- and HIF1- related genes (45). Indeed, alveolar hypoxia may 

be particularly important during episodes of acute exacerbation in the course of IPF (20). Hypoxia 

promotes EMT in a large number of cancerous cells, a phenomenon involved in the development of 

tumors (50). Local hypoxia has also been shown to induce EMT in non-cancerous epithelial cells from 

various organs, including the kidney, skin and nasal polyps (14-15, 41). In renal tubular epithelial cells, 

hypoxia-induced EMT was partly dependent on the expression of HIF1- and CTGF (13-15). In a 

recent work using mostly alveolar epithelial cell lines, Zhou et al reported that prolonged hypoxia could 

also induce EMT in lung epithelial cells, and that EMT was related to the expression of HIF1- and to 

the accumulation of O2 reactive species (ROS) produced by hypoxic mitochondria, both leading to an 

increase in TGF1 expression and secretion (5, 39, 51). TGF1 is considered as one of the major 

inducers of EMT in lung fibrosis (8, 18, 19, 47). TGF1 has complex biological effects, through both 

canonical and non canonical cellular pathways, that can induce SMAD, AKT, ERK and MAPK 

signalling pathways leading to EMT (22). Here, in rat primary AEC, we observed progressive 

phenotypic changes (i.e. progressive loss of epithelial characteristics and gain of mesenchymal 



130 

 

 

markers) together with an increase in HIF1- and in TGF-1 expression and secretion in apical 

medium, consistent with previous findings of Zhou et al (51). The concentration of active TGF1 in 

apical supernatant of AEC was relatively low, around 50pg/ml. However, Zhou et al demonstrated that 

such concentrations of active TGF1 secreted by AEC under hypoxic condition were able to induce 

EMT via an autocrine way inasmuch as blockade of TGF1 type I receptor kinase prevented the 

hypoxia-induced EMT in these cells (51). In our experiments, the expression of HIF1- and of HIF2- 

proteins was transient (disappearing after 48 hours), an observation previously reported for of HIF1- 

in A549 cells (46). Hypoxia also induced the expression of transcription factors classically involved in 

EMT such as SNAIL1 first, ZEB1 and TWIST1 with a specific time-course (22). Although snail is a 

target gene for HIF (28), the rapid increase in SNAIL1 protein observed after only 2h without any 

change in SNAIL1 mRNA levels suggest a post-translational regulation of SNAIL1 protein under 

hypoxic condition. The fact that ZEB1 mRNA upregulation observed at 24h of hypoxia followed 

activation of SNAIL1 is consistent with SNAIL1 directly targeting the ZEB1 gene. In addition, ZEB1 

expression can be induced by TGF1 (22). The increase in TWIST1 mRNA transcripts at 48h of 

hypoxia could either be due to a direct transcriptional effect of HIF1- or to an indirect up-regulation by 

TGF1 (6, 49). Finally, we observed the up-regulation of CTGF in hypoxic AEC at 48h at both mRNA 

and protein levels. CTGF expression can be induced by both HIF1- and TGF1, and CTGF protein 

was previously shown to favour EMT in several cell types including alveolar type II cells (3, 14, 40, 43). 

Taken together, our data confirm that prolonged exposure to hypoxia leads to alveolar EMT. 

The most important finding of our study is that hMSCs could prevent hypoxia-induced EMT in AEC, at 

least in vitro. This was demonstrated by the fact that co-culture with hMSCs attenuated the hypoxia-

induced decrease in transepithelial resistance, preserved the morphological appearance of AEC under 

hypoxia, and completely prevented the decrease in epithelial markers such as ZO-1, E-cadherin and 

TTF-1 as well as the increase the mesenchymal marker vimentin. These effects were reproduced by 

hMSC-CM, confirming the paracrine protective effect of hMSCs. Noteworthy, prolonged exposure to 

hypoxia did not alter the phenotype of hMSCs, which is consistent with the fact that hMSCs are 

physiologically exposed in the bone marrow to low O2 concentrations, ranging from 1% to 7% O2 (7). 
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The fact that when submitted to hypoxia hMSCs did not transform themselves into fibroblasts or 

myofibroblasts (at least in vitro) is of course a prerequisite for the future therapeutic use of these cells 

in the context of ALI or lung fibrosis.  

On a mechanistic point of view, co-culture with hMSC completely blunted the up-regulation of some 

transcription factors driving EMT such as ZEB1 and TWIST1, but did not affect that of SNAIL1 protein. 

Importantly, hMSC suppressed the induction of TGF1 mRNAs as well as the apical secretion of 

active TGF1 induced by hypoxia. It blunted also the up-regulation of CTGF. The decrease in TGF1 

secretion induced by hMSC co-culture is certainly a crucial point since autocrine activation of hypoxic 

AEC by TGF1 can lead to the expression of EMT-driving transcription factors ZEB1 and TWIST1 as 

well as the expression of the EMT inducer CTGF (3, 6, 22). The effect of hMSCs on TGF1 (and on 

downstream targets TWIST1 and CTGF) was likely not due to a modulation of HIF pathway inasmuch 

as neither HIF1- nor HIF2- protein expression were affected by co-culture condition. However, we 

cannot completely exclude that co-culture with hMSCs could have an effect on the function of gene 

transactivation by HIF-. One hypothesis is that the decrease in TGF1 expression could be due to a 

decrease in ROS accumulation in hypoxic AEC induced by hMSC co-culture (51). 

Several ex vivo and in vitro studies have evidenced the involvement of KGF in the beneficial effects of 

hMSC on injured AEC, namely on transepithelial alveolar sodium (Na) transport. For example, Lee et 

al. reported that in an ex vivo perfused human lung, the instillation of hMSCs following endotoxin-

induced lung injury restored alveolar fluid clearance and increased vectorial Na transport, in part, due 

to KGF release (23). This observation was recently confirmed in a live bacterial model of lung injury in 

ex vivo perfused human lungs (25). In vitro, we also showed that hMSC-CM prevented the decrease in 

transepithelial Na transport induced by hypoxia and pro-inflammatory cytokines in AEC monolayers, 

and that the protective effect was lost when hMSC-CM was completely depleted of KGF (10). The 

protective effect of KGF on AEC has been widely demonstrated in vitro and in several models of lung 

injury in rodents and more recently in the human lung (11, 36, 38, 42). Indeed, KGF contributes to 

maintain rat alveolar epithelial type II cell phenotype in culture through the up-regulation of the MAPK 

pathway (35). Consistent with these observations, the current study shows that incubation of hypoxic 
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AEC with low concentrations of rhKGF as encountered in hMSC-CM partly reproduced the effects of 

co-culture with hMSC. Indeed, rhKGF fully prevented the decrease in TTF-1 expression after 6 days of 

hypoxia, and blunted the hypoxia-induced increase in TGF1, TWIST1 and CTGF expression. 

Furthermore, incubation of AEC with hMSC-CM depleted in KGF failed to prevent the hypoxia-induced 

increase in TWIST mRNA transcript, whereas complete hMSC-CM containing KGF did. However, it is 

clear that other paracrine factors distinct from KGF also contribute to the beneficial effect of hMSC 

inasmuch as, unlike co-culture with hMSC, incubation with rhKGF was unable to suppress the 

increase in ZEB1 mRNA transcripts observed in hypoxic AEC.  

In conclusion, the present study shows that hMSCs prevent alveolar EMT induced by hypoxia in vitro 

by down-regulating the expression of TGF1 and CTGF and the activation of transcription factors 

driving EMT, and that this beneficial effect could be due at least in part to the release of KGF. Our 

study therefore identifies a novel mechanism of action of hMSCs on AEC that could contribute to the 

beneficial effects of hMSC administration evidenced in animal models of acute or chronic lung injuries. 

This protective role of hMSCs may be of particular importance in the perspective of cell therapies 

using hMSC in patients because alveolar hypoxia is frequently encountered during ALI or during acute 

exacerbation of IPF, and because EMT is thought to compromise alveolar epithelial repair and 

promote lung fibrosis.  
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Figures 

 

Figure 1: Effects of hypoxia on alveolar epithelial cell phenotype at day 6. At day 1 after isolation, 

rat AEC monolayers were exposed to a normoxic (21% O2) or a hypoxic (1.5% O2) atmosphere for 6 

days. A: Representative immunostainings of E-Cadherin (red) (first column), ZO-1 (green) and TTF-1 

(red) (second column), ZO-1 (red) and vimentin (green) (third column), ZO-1 (red) and -SMA (green) 

(fourth column) after 6 days of normoxic or hypoxic exposure (original magnification X 400). Nuclei 

were stained with DAPI (blue) except for ZO-1/TTF-1 stainings. B: Representative immunoblots 

showing the expression of E-cadherin, TTF-1 and AQP-5 in nomoxic/hypoxic AEC. The intracellular 

protein -actin was used as a loading control. C. Quantification of signals was obtained using NIH 

image software, and data were normalized for the corresponding -actin signal (gray bars: 21% O2; 

black bars: 1.5% O2). Results represent means ± SE (n=10 separate experiments for E-Cadherin, n=3 

for AQP-5, n=7 for TTF-1). Statistical significance was calculated from the raw data by paired t test. *, 

***: significantly different from normoxic value (p<0.05 and p<0.001, respectively), NS: not significant.  
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Figure 2: Effects of hypoxia on alveolar epithelial cell phenotype at day 12. At day 1 after 

isolation, rat AEC monolayers were exposed to a normoxic (21% O2) or a hypoxic (1.5% O2) 

atmosphere for 12 days. A: Representative immunostainings of ZO-1 (green) and TTF-1 (red), 

vimentin (green) and -SMA (green) after 12 days of normoxic or hypoxic exposure (original 

magnification X 400). Nuclei were stained with DAPI (blue) except for ZO-1/TTF-1 stainings. B: 

Representative immunoblots showing the expression of E-cadherin (E-Cadh), TTF-1, vimentin (Vim) 

and -SMA in nomoxic/hypoxic AEC. The intracellular protein -actin was used as a loading control. 

C. Densitometric signals for E-cadherin, TTF-1 and vimentin were quantified using NIH image 

software, and data were normalized for the corresponding -actin signal (gray bars: 21% O2; black 

bars: 1.5% O2). Results represent means ± SE (n=4-5 separate experiments). Statistical significance 

was calculated from the raw data by paired t test. *, ***: significantly different from normoxic value 

(p<0.05 and p<0.001, respectively). 
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Figure 3: Effect of co-culture with hMSC on alveolar epithelial cell phenotype at day 6. At day 1 

after isolation, rat AEC monolayers on transwell filters were maintained in normoxia (21% O2), or 

exposed to hypoxia (1.5% O2) either alone or in co-culture with hMSCs at the bottom of the wells for 6 

days. In some experiments, AEC were incubated with hMSC conditioned media (hMSC-CM) 

throughout hypoxic exposure. A: After 6 days of exposure, transepithelial electric resistance (R te) was 

measured with a microvoltohmeter across normoxic AEC monolayers (gray bars) and hypoxic AEC 

monolayers cultured alone (black bars) or co-cultured with hMSCs (hatched bars). Results represent 

means ± SE (n=13 filters per condition from 6 independent experiments. B: Representative 

immunostainings of E-cadherin (nuclei stained with DAPI), and ZO-1 (green) and TTF-1 (red) in AEC 

monolayers exposed for 6 days to normoxia, hypoxia, hypoxia + co-culture with hMSCs and hypoxia + 

incubation with hMSC-CM as indicated (original magnification X 400). C: Representative immunoblots 

showing the expression TTF-1 and -actin. D: Densitometric signal for TTF-1 was quantified using NIH 

image software, and normalized for the corresponding -actin signal (gray bars: 21% O2; black bars: 

1.5% O2, hatched bars: 1.5% O2 + hMSCs in co-culture). Results represent means ± SE (n=5 separate 

experiments). Statistical significance was calculated from the raw data by one-way ANOVA. *, ***: 

significantly different from normoxic value (p<0.05 and p<0.001, respectively) and #: significantly 

different from hypoxic value (p<0.05). NS: not significant.   
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Figure 4: Effect of co-culture with hMSC on alveolar epithelial cell phenotype at day 12. At day 1 

after isolation, rat AEC monolayers on transwell filters were maintained in normoxia (21% O2), or 

exposed to hypoxia (1.5% O2) either alone or in co-culture with hMSCs at the bottom of the wells for 

12 days. A: at the end of exposure, transepithelial electric resistance (Rte) was measured across 

normoxic AEC monolayers (gray bars) and hypoxic AEC monolayers cultured alone (black bars) or co-

cultured with hMSCs (hatched bars). Results represent means ± SE (n=15 filters per condition from 9 

independent experiments). B. Representative immunostainings of ZO-1 (green) and TTF-1 (red) in 

AEC monolayers exposed for 12 days to normoxia, hypoxia and hypoxia + co-culture with hMSCs 

(original magnification X 400). C: Representative immunoblots showing the expression TTF-1, E-

Cadherin (E-cadh), Vimentin (Vim) and -actin. D: Densitometric signals were quantified using NIH 

image software, and normalized for the corresponding -actin signal (gray bars: 21% O2; black bars: 

1.5% O2, hatched bars: 1.5% O2 + hMSCs in co-culture). Results represent means ± SE (n=4-6 

separate experiments). Statistical significance was calculated from the raw data by one-way ANOVA. 

*, **, ***: significantly different from normoxic value (p<0.05 and p<0.01 and p<0.001, respectively) and 

#: significantly different from hypoxic value (p<0.05). NS: not significant.   

 



142 

 

 

 

Figure 5: Effect of hMSCs on Hypoxia-Inducible Factor expression in alveolar epithelial cells. 

Rat AEC monolayers on transwell filters were maintained in normoxia (21% O2) (gray bars), or 

exposed to hypoxia (1.5% O2) either alone (black bars) or in co-culture with hMSCs at the bottom of 

the wells (hatched bars) for various exposure times (2h, 3h, 24h or 48h) as indicated. A and B: 

expression of HIF1-, HIF2- and -actin in AEC exposed to normoxia (gray bars) or hypoxia for 2 

and 3 h in the absence (black bars) or presence (hatched bars) of hMSC co-culture (representative 

immunoblots in panel A, densitometric quantification of HIF1- normalized for -actin signal in panel 

B). C and D: expression of HIF1- and -actin in AEC exposed to normoxia or hypoxia for 24 and 48 h 

in the absence or presence of hMSC co-culture (representative immunoblot in panel C, densitometric 

quantification at 24h in panel D). E and F: expression of HIF2- and -actin in AEC exposed to 

normoxia or hypoxia for 24 and 48 h in the absence or presence of hMSC co-culture (representative 

immunoblot in panel E, densitometric quantification at 24h in panel F). Results represent means ± SE 

(n=4-5 separate experiments). Statistical significance was calculated from the raw data by one-way 

ANOVA. *, **, ***: significantly different from normoxic value (p<0.05, p<0.01 and p<0.001, 

respectively). 
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Figure 6: Effect of hMSC on transcription factors involved in hypoxia-induced EMT in alveolar 

epithelial cells. Rat AEC monolayers on transwell filters were maintained in normoxia (21% O2) (gray 

bars), or exposed to hypoxia (1.5% O2) either alone (black bars) or in co-culture with hMSCs at the 

bottom of the wells (hatched bars) for various exposure times (2h to 48h) as indicated. A: Time-course 

of the expression of SNAIL1 mRNA transcripts as assessed by qRT-PCR (n=3); B: Representative 

immunoblots showing the expression of SNAIL1 and -actin in AEC after 2 and 3h of exposure, and 

densitometric quantification of SNAIL-1 signal normalized for the corresponding -actin signal (n=3). 

C: Relative expression of ZEB1 mRNA transcripts in AEC at 24h as assessed by qRT-PCR (n=5-11). 

D: Relative expression of TWIST1 mRNA transcripts in AEC at 48h (n=5-9). *, ***: significantly 

different from normoxic value (p<0.05 and p<0.001, respectively) and ##: significantly different from 

hypoxic value (p<0.01) (one-way ANOVA). 
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Figure 7: Effect of hMSC on profibrotic factor expression in alveolar epithelial cells. Rat AEC 

monolayers on transwell filters were maintained in normoxia (21% O2) (gray bars), or exposed to 

hypoxia (1.5% O2) either alone (black bars) or in co-culture with hMSCs at the bottom of the wells 

(hatched bars) for 24h or 48h exposure times as indicated. A: Relative expression of TGF1 mRNA 

transcripts in AEC at 24h as assessed by qRT-PCR (n=4-10). B: Concentration of free TGF1 in 

apical medium of AEC at 24h as assessed by ELISA (n=3). C: Relative expression of CTGF mRNA 

transcripts in AEC at 48h (n=4-9). D: Representative immunoblots showing the expression of CTGF 

and -actin in AEC after 24 and 48h of hypoxic exposure (experiments were repeated twice with 

similar results). **, ***: significantly different from normoxic value (p<0.01 and p<0.001, respectively) 

and ##, ###: significantly different from hypoxic value (p<0.01 and p<0.001, respectively) (one-way 

ANOVA). 
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Figure 8: Effect of KGF on hypoxia-induced EMT in alveolar epithelial cells. Rat AEC monolayers 

on transwell filters were maintained in normoxia (21% O2) (gray bars) or exposed to hypoxia (1.5% O2) 

in the absence (black bars) or in the presence of rhKGF (final concentration in culture medium: 250 

pg/ml) (hatched bars) for various exposure times (24h, 48h or 6 days), as indicated. A. Representative 

immunoblots showing the expression TTF-1 and -actin after a 6 day-exposure. B: Densitometric 

quantification of TTF-1 signal normalized for the corresponding -actin signal (n=4). C: Relative 

expression of TGF1 mRNA transcripts in AEC at 24h as assessed by qRT-PCR (n=4-10). D: Relative 

expression of TWIST1 mRNA transcripts in AEC at 48h (n=4-9). E: Relative expression of CTGF 

mRNA transcripts in AEC at 48h (n=4-9). F: Relative expression at 48h of TWIST1 mRNA transcripts 

in hypoxic AEC treated with hMSC-CM depleted in KGF (hMSC-CM + anti-KGF) or not depleted 

(hMSC-CM + IgG) (n=3). **, ***: significantly different from normoxic value (p<0.01 and p<0.001, 

respectively) (one-way ANOVA). #, # # #: significantly different from hypoxic value (p<0.05 and 

p<0.001, respectively). 



146 

 

 

Table 1. Sequence and length of primers used for quantitative real-time PCR 

Sequence name (bp) Forward primer Reverse primer 

SNAIIL1 (120) GCTCCTCACTGCCAGGATTC CTGCCTTCCATCAGCCATCT 

SNAIL2 (90) CATTAGAACACACACTGGGGAAA TGCAGATGTGCCCTCAGGTT 

ZEB1 (90) CCGTAAGTTCAAGTGCACCG GTGGGACTGCCACTGTGGAT 

TWIST1 (108) CTACGCCTTCTCCGTCTGGA CAATGACATCTAGGTCTCCGGC 

CTGF (100) CCTAGCTGCCTACCGACTGG CTTAGAACAGGCGCTCCACT 

TGF1 (146) TGAGTGGCTGTCTTTTGACG TGGGACTGATCCCATTGATT 

-actin (74) ACCGTGAAAAGATGACCCAGA CACAGCCTGGATGGCTACGT 
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Supplemental Data :  

 

 

Effect of hypoxia on hMSC phenotype. One day after trypsinization, hMSC seeded at the bottom of 

the wells (80 000 cells/cm
2
) were exposed to normoxic (21% O2) or hypoxic (1.5% O2) atmosphere for 

6 days, in the absence or presence of AEC seeded on transwell filters. A. Photomicrograph showing 

hMSCs cultured alone or co-cultured with AEC for 6 days under normoxic or hypoxic atmosphere 

(Hematoxylin-Eosin Staining; original magnification: X 200). B. Representative immunoblots showing 

the expression of -SMA, vimentin and -actin in normoxic/hypoxic hMSCs cultured alone or co-

cultured with AEC. C. Expression of cell surface markers as assessed by flow cytometry in normoxic 

and hypoxic hMSCs cultured alone or co-cultured with AEC, as indicated. No significant difference 

was noted (One-way ANOVA). 
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B. RÉSUMÉ DES MÉTHODES ET DES RÉSULTATS 

 

SCHEMA DE L͛ETUDE  

 

 

Figure 17 : SĐhĠŵa du pƌotoĐole de l’Ġtude   

Abréviations : CEA cellule épithéliale alvéolaire, CSMh cellules souches mésenchymateuses 

humaines, MC milieu de culture, J jour, FT facteur de transcription, TEM transition épithélio-

mésenchymateuse, RTE résistance trans-épithéliale électrique, PCR polymérase chain reaction, WB 

western blot, IF immuno-fluorescence. TGF transforming growth factor, CTGF connective tissue 

growth factor.  
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RÉSUMÉ DES RÉSULTATS 

 

Ce tƌaǀail peƌŵet d͛uŶe paƌt de dĠĐƌiƌe les altĠƌatioŶs ĠpithĠliales alǀĠolaiƌes dǇŶaŵiƋues 

iŶduites paƌ l͛hǇpoǆie ĐhƌoŶiƋue et d͛autƌe paƌt de ŵettƌe eŶ ĠǀideŶĐe le ƌôle pƌoteĐteuƌ des 

CSMh d͛oƌigiŶe médullaire dans un modèle in vitro de co-culture primaire sans contact.  

En hypoxie, on observe des modifications morphologiques franches avec une augmentation 

de la surface des cellules et une baisse progressive des résistances trans-épithéliales (RTE). 

La peƌte pƌogƌessiǀe d͛eǆpƌessioŶ des ŵaƌƋueuƌs ĠpithĠliauǆ ;TTFϭ, AQPϱ, )O-1 et E-

CadhérineͿ est ĐouplĠe à l͛appaƌitioŶ elle-même progressive de marqueurs mésenchymateux 

(-SMA et Vimentine) observée en immunofluorescence et quantifiée en western blot. On 

oďseƌǀe l͛eǆpƌessioŶ à la phase iŶitiale de l͛hǇpoǆie des faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ iŵpliƋuĠs 

dans la TEM tels que SNAI1, TWIST1 et ZEB1, ainsi que des facteurs de transcription  HIF-1 

et HIF-2L͛ hǇpoǆie induit enfin la synthèse et/ou la sécrétion dans le milieu apical de 

médiateurs profibrosants tels que le TGF- et le CTGF, connus pour induire une TEM.  

La co-culture aǀeĐ les CSMh pƌĠǀieŶt les ŵodifiĐatioŶs phĠŶotǇpiƋues iŶduites paƌ l͛hǇpoǆie, 

aiŶsi Ƌue l͛eǆpƌessioŶ des pƌotĠiŶes pƌofiďƌosaŶtes TGF- et le CTGF et des facteurs de 

transcription pro-TEM )EBϭ et TWIST. L͛eǆpƌessioŶ de HIF-1 et HIF-2 Ŷ͛est pas ŵodulĠe 

par la co-culture en présence de CSMh. Le rhKGF permet de réprimer la synthèse de CTGF et 

de TGF- eŶ hǇpoǆie aiŶsi Ƌue l͛eǆpƌessioŶ du facteur de transcription de TEM TWIST. Le 

ŵilieu ĐoŶditioŶŶĠ de CSMh dĠplĠtĠ eŶ KGF peƌd sa ĐapaĐitĠ à iŶhiďeƌ l͛iŶduĐtioŶ de TWIST 

en hypoxie  

Nos résultats soulignent le rôle protecteur paracrine des CSMh et notamment du KGF dans 

les modifications épithĠliales ĠǀoĐatƌiĐes de TEM iŶduite paƌ l͛hǇpoǆie.  
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C. DISCUSSION  

CRITIQUE ET LIMITES DU MODELE UTILISE 

AǀaŶt tout, il paƌaît utile d͛aƌguŵeŶteƌ le Ŷiǀeau d͛hǇpoǆie fiǆĠ à ϭ,ϱ% daŶs Đe tƌaǀail. Cette 

valeur repose non seulement sur les données de la littérature concernant les travaux de 

culture cellulaire en hypoxie à 1.5% (Higgins, Kimura et al. 2007; Zhou, Dada et al. 2009), 

mais également sur notre propre expérience. Nous avons en effet observé une   corrélation 

eŶtƌe le Ŷiǀeau d͛hǇpoǆie et l͛iŶteŶsitĠ des ŵodifiĐatioŶs ĠpithĠliales. Aussi, les Ŷiǀeauǆ 

d͛hǇpoǆie tissulaiƌe oďseƌǀĠs eŶ situatioŶ ĐliŶiƋue peuvent être proches des valeurs 

oďteŶues eŶ hǇpoǆie ϭ.ϱ% daŶs le ŵilieu de Đultuƌe. EŶ effet, la pƌessioŶ paƌtielle d͛oǆǇgğŶe 

dans notre milieu de culture est de 45 mm Hg eŶ hǇpoǆie ϭ.ϱ%. Ces Ŷiǀeauǆ d͛hǇpoǆie 

peuvent être observés au cours de la fibrose pulŵoŶaiƌe eŶ Đas d͛Ġpisode de détérioration 

ƌespiƌatoiƌe Ƌu͛il soit de Đause ĐoŶŶue ;iŶfeĐtioŶ, dĠfaillaŶĐe ĐaƌdiaƋue gauĐhe ou ŵaladie 

thromboembolique) ou de cause inconnue, correspondant alors à une exacerbation aigue de 

la maladie fibreuse. Aussi, il est ǀƌaiseŵďlaďle Ƌue Đes Ŷiǀeauǆ d͛hǇpoǆie puisseŶt ġtƌe 

oďseƌǀĠs de façoŶ plus ĐhƌoŶiƋue eŶĐoƌe et ŶotaŵŵeŶt à l͛effoƌt Đhez des patieŶts aǇaŶt 

une maladie évoluée ou un syndrome de fibrose-emphysème et/ou une hypertension 

pulmonaire associée comme en témoignent les désaturations importantes mesurées chez 

ces patients lors du test de marche.  

Dans ce travail, nous avons exclusivement utilisé des cultures primaires de CEA pour 

plusieurs raisons. La technique de culture des pneumocytes II de rat est bien maîtrisée dans 

notre laboratoire. Les pneumocytes obtenus, peu ou pas proliférants, ont des 

caractéristiques phénotypiques épithéliales indiscutables avec des jonctions intercellulaires 

seƌƌĠes ŶĠĐessaiƌes à la ĐoŶstitutioŶ d͛uŶe ŵoŶoĐouĐhe Đellulaiƌe aǇaŶt des résistances 

trans-ĠpithĠliales satisfaisaŶtes. Ces ĐoŶditioŶs soŶt iŶdispeŶsaďles pouƌ l͛Ġtude du 

phénomène de transition épithélio-mésenchymateuse, qui est un processus dynamique 

pouǀaŶt pƌeŶdƌe plusieuƌs jouƌs. Il est eŶ effet plus diffiĐile d͛iŶterpréter les modifications 

observées sur des CEA de lignées humaines ou animales, qui sont issues de cellules 

cancéreuses immortalisées possédant en général un temps de doublement court (environ 
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48h pour les A549) et une propension toute particulière à acquérir des caractéristiques 

d͛agƌessiǀitĠ et d͛iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. Compte tenu du caractère naturellement prolifératif de 

ces cellules, elles ne peuvent pas être maintenues dans le même support de culture.   

Outre les critiques sur le choix des marqueurs mésenchymateux utilisés, notamment de la 

vimentine qui pourrait constituer un marqueur de cellule épithéliale agressée ou activée 

(Witzgall, Brown et al. 1994), le pƌiŶĐipal ĠĐueil Ƌu͛il faut Ġǀiteƌ eŶ Đultuƌe pƌiŵaiƌe est Đelui 

de la ĐoŶtaŵiŶatioŶ fiďƌoďlastiƋue loƌs de l͛eǆtƌaĐtioŶ Đellulaiƌe. CoŶsĐieŶts des possiďilitĠs 

de contamination fibroblastiques de notre extraction, nous avons optimisé celle-ci en 

travaillant sur des rats très jeunes et en utilisant la cis-OH- proline dans les 24 premières 

heures de culture pour limiter la contamination fibroblastique en freinant leur prolifération 

Đoŵŵe l͛iŶdiƋueŶt Willis et Đoll. (Kao and Prockop 1977) (Willis, Liebler et al. 2005). L͛âge 

des rats est un paramètre important comme le suggère Rojas et coll. avec une propension 

plus nette à la fibrogénèse après agression chez les rats âgés (Xu, Gonzalez et al. 2009; 

Bustos, Huleihel et al. 2014; Sueblinvong, Neveu et al. 2014). Dans notre expérience, nous 

aǀoŶs ĐoŶstatĠ uŶe plus foƌte ĐoŶtaŵiŶatioŶ fiďƌoďlastiƋue loƌs d͛eǆtƌaĐtioŶs ƌĠalisĠes Đhez 

des rats plus âgés, nous conduisant ainsi à prendre des rats très jeunes (Sprague-

DaǁleǇ   ϭϮϱ gͿ. Ces différentes précautions nous ont permis de garantir une pureté cellulaire 

satisfaisante atteignant plus de 92% (testé par marquage des corps lamellaires par la 

phosphine 3R), les contaminants étant principalement des macrophages. Pour tenter 

d͛optiŵiseƌ Ŷotƌe eǆtƌaĐtioŶ Đellulaiƌe, Ŷous aǀoŶs pƌoĐĠdĠ à uŶe sélection par cytométrie 

eŶ fluǆ à l͛aide du ŵaƌƋueuƌ E-Cadhérine. Cette teĐhŶiƋue Ŷ͛a pas ĠtĠ ĐoŶĐluaŶte eŶ ƌaisoŶ 

de l͛auto-fluorescence des CEA et des problèmes techniques rencontrés avec lésions 

cellulaires rendant difficiles les analyses réalisées. Néanmoins, les marqueurs 

ŵĠseŶĐhǇŵateuǆ Ŷ͛ĠtaieŶt pas détectables à 6 jours de culture (Figure 1A), ce qui exclut une 

contamination fibroblastique importante.   

Il faut par ailleurs souligŶeƌ Ƌue toutes les ĐaƌaĐtĠƌistiƋues de la TEM Ŷ͛oŶt pas ĠtĠ ĠtudiĠes 

daŶs Đe tƌaǀail Đoŵŵe l͛aĐƋuisitioŶ des pƌopƌiĠtĠs des Đellules ŵǇofiďƌoďlastiƋues, à saǀoiƌ 

notamment la motilité des cellules et leur production de collagène. On peut parler de perte 
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du phénotype épithélial certainement, peut-ġtƌe pas ĐoŵplğteŵeŶt de TEM, ŵais Đ͛est le 

propre de la TEM de type 2  (Nieto 2011; Lopez-Novoa and Nieto 2009).  

Pour revenir au modèle de co-Đultuƌe utilisĠ, l͛utilisatioŶ de CEA et de CSM issues de deuǆ 

espğĐes diffĠƌeŶtes ŵĠƌite pƌoďaďleŵeŶt d͛ġtƌe justifiĠe Đoŵŵe iŶdiƋuĠ plus haut daŶs le 

premier article.  

Enfin, dans ce travail, le rôle propre du KGF a été testé paƌ l͛adŵiŶistƌatioŶ de rhKGF d͛uŶe 

paƌt et d͛autƌe paƌt paƌ la dĠplĠtioŶ eŶ KGF du ŵilieu de Đultuƌe de CSMh. Il auƌait ĠtĠ 

iŶtĠƌessaŶt daŶs Đe ŵodğle de ĐoĐultuƌe eŶ hǇpoǆie ĐhƌoŶiƋue d͛utiliseƌ des CSM Ŷe 

produisant pas de KGF. L͛utilisatioŶ de la technique de RNA interférant anti-KGF a été testée. 

Malgré les différentes expériences réalisées, nous Ŷ͛avons pas obtenu une extinction de la 

synthèse de KGF, mais plutôt une baisse de son expression évaluée en ELISA entre 55 et 

65%.  

INFLUENCE DE L͛HYPOXIE CHRONIQUE SUR LE PHENOTYPE DES CEA  

PERTE DU PHENOTYPE EPITHELIAL EN HYPOXIE  

En hypoxie chronique, on constate une baisse progressive des résistances trans-épithéliales, 

qui témoigne de la perte des jonctions serrées entre les cellules, étape nécessaire à 

l͛aĐƋuisitioŶ du phĠŶotype mésenchymateux. Les valeurs de RTE en normoxie dans notre 

ŵodğle ;ϭϲϯϱ ± ϯϵϱ Ω.Đŵ2) sont comparables aux données de la littérature (Filippatos, 

Hughes et al. 1997). La baisse de ces résistances est significative en hypoxie avec des valeurs 

de ‘TE Ƌui atteigŶeŶt ϯϮϴ ± ϰϭ Ω.Đŵ2  à 6 jours (p<0,001). Ces valeurs continuent de baisser 

plus leŶteŵeŶt à ϭϮ jouƌs. CepeŶdaŶt, la peƌsistaŶĐe d͛uŶe ǀaleuƌ seuil tĠŵoigŶe de 

l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe ĐouĐhe Đellulaiƌe ǀiaďle. La peƌsistaŶĐe par ailleurs de noyaux bien visibles 

à la ĐoloƌatioŶ au DAPI ĐoŶstitue uŶ autƌe tĠŵoiŶ de la peƌsistaŶĐe d͛uŶe ĐouĐhe Đellulaiƌe 

viable. Cette baisse des RTE accompagne des modifications morphologiques franches des 

cellules qui deviennent plus larges et qui peƌdeŶt leuƌ gĠoŵĠtƌie ĐuďiƋue aǀeĐ l͛appaƌitioŶ 

de foƌŵes paƌfois stellaiƌes. QuaŶt à l͛eǆpƌessioŶ des ŵaƌƋueuƌs ĠpithĠliauǆ, oŶ assiste à des 

modifications différentielles de leurs expressions. TaŶdis Ƌue la ďaisse d͛eǆpƌessioŶ du 
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facteur de transcription nucléaire TTF-1 est très rapide (observée en IF et confirmée en WB). 

Il faut souligŶeƌ l͛illustƌatioŶ du rôle du TTF-1 dans les pneumocytes par le syndrome clinique 

lié au déficit isolé partiel de ce facteur de transcription (dû à une délétion d͛uŶ allğle 14q12-

ϮϭͿ ƌespoŶsaďle, eŶ dehoƌs des aŶoŵalies thǇƌoïdieŶŶes et ŶeuƌologiƋues, d͛uŶe ŵaladie 

pulmonaire sévère dès la naissance avec une perturbation franche du métabolisme du 

surfactant provoquant un équivalent de maladie des membranes hyalines avec des 

anomalies pulmonaires kystiques (Galambos, Levy et al. 2010). Ces éléments suggèrent 

l͛iŶflueŶĐe de l͛hǇpoǆie daŶs le ŵĠtaďolisŵe des pƌotĠiŶes du suƌfaĐtant, qui pourrait 

ĐoŶstitueƌ uŶe autƌe diŵeŶsioŶ des effets de l͛hǇpoǆie suƌ le pouŵoŶ pƌofoŶd.  

DaŶs Ŷotƌe ŵodğle, l͛hǇpoǆie iŶduit uŶe ďaisse d͛eǆpƌessioŶ des autƌes ŵaƌƋueuƌs 

épithéliaux caractéristiques que sont la protéine transmembranaire AQP5 ou les protéines 

de jonction ZO-1 et E-Cadhérine (Figures 2 A, B et C). Pour ce dernier, qui constitue la cible 

pƌiŶĐipale des faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ iŵpliƋuĠs daŶs la TEM, la ďaisse d͛eǆpƌessioŶ est 

tardive et survient après une phase de redistribution sous membranaire de la protéine 

Đoŵŵe l͛illustƌeŶt les figuƌes ϭA, B et C.  

La ƋuestioŶ de la ĐaƌaĐtĠƌisatioŶ des CEA eŶ Đultuƌe peut se poseƌ. EŶ effet, s͛agit-il de 

pneumocytes de type II ou de pneumocytes de type I ? Un des éléments de réponse pourrait 

se limiter à la description morphologique avec des cellules cuboïdes régulières tout au long 

de la culture en normoxie, pouvant correspondre à des pneumocytes de type II. Si on 

s͛iŶtĠƌesse auǆ ŵaƌƋueuƌs ĠpithĠliauǆ, la distiŶĐtioŶ eŶtƌe Đes Ϯ tǇpes Đellulaiƌes reposerait 

suƌ la dĠteĐtioŶ de l͛aƋuapoƌiŶe ϱ, Ƌui est pƌĠseŶt suƌ les pŶeuŵoĐǇtes de tǇpe I. L͛AQP-5 est 

présent en normoxie et disparaît en hypoxie, plaidant pour une altération épithéliale avec 

« switch » phénotypique sans pour autant se limiter à une transdifférenciation pneumocytes 

de type I / pneumocytes de type II.  
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TRANSFORMATION MESENCHYMATEUSE EN HYPOXIE  

L͛eǆisteŶĐe daŶs Ŷotƌe ŵodğle d͛uŶe TEM est suggĠƌĠe paƌ la ďaisse des ŵaƌƋueuƌs 

ĠpithĠliauǆ paƌallğleŵeŶt à l͛appaƌitioŶ de ŵaƌƋueuƌs ŵĠseŶĐhymateux (Thiery and 

Sleeman 2006). Notƌe Đhoiǆ s͛est poƌtĠ suƌ les ŵaƌƋueuƌs ĐlassiƋues de Đellules 

ŵǇofiďƌoďlastiƋues Đoŵŵe l͛-SMA et la vimentine.   

Les aŶalǇses phĠŶotǇpiƋues ƌĠalisĠes suggğƌeŶt doŶĐ l͛eǆisteŶĐe d͛uŶ phĠnomène de 

tƌaŶsfoƌŵatioŶ ŵĠseŶĐhǇŵateuse leŶte et pƌogƌessiǀe iŶduite paƌ l͛hǇpoǆie ĐhƌoŶiƋue 

comparable aux effets du TGF- dans un modèle de culture primaire rapporté par Willis et 

coll. et que nous avons reproduit dans notre laboratoire (Willis, Liebler et al. 2005). Décrit 

daŶs d͛autƌes ŵodğles de fiďƌogĠŶğse, ŶotaŵŵeŶt ƌĠŶale (Higgins, Kimura et al. 2007), le 

ƌôle de l͛hǇpoǆie daŶs la TEM a ĠtĠ plus ƌaƌeŵeŶt ĠtudiĠ daŶs le pouŵoŶ. )hou et Đoll. 

aǀaieŶt ŵoŶtƌĠ l͛iŶflueŶĐe de l͛hǇpoǆie daŶs la TEM des CEA esseŶtielleŵeŶt suƌ des ligŶĠes 

de cellules épithéliales RLE-6TN, MLE 12 et A 549, issues respectivement du rat, de la souris 

et de l͛Hoŵŵe (Zhou, Dada et al. 2009). L͛eǆisteŶĐe d͛uŶe TEM est ĐoŶfoƌtĠe daŶs Ŷotƌe 

travail paƌ la ŵise eŶ ĠǀideŶĐe d͛uŶe eǆpƌessioŶ Đeƌtes tƌaŶsitoiƌe, ŵais ĐlaiƌeŵeŶt 

pƌoǀoƋuĠe paƌ l͛hǇpoǆie, des faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ ĐlassiƋueŵeŶt iŵpliƋuĠs daŶs la TEM 

que ce soit au cours du développement ou plus particulièrement au cours des processus 

fibrosants (Thiery and Sleeman 2006; Thiery, Acloque et al. 2009; Duffield, Lupher et al. 

2013; Lamouille, Xu et al. 2014). Comme développé plus loin, nous observons notamment 

uŶe augŵeŶtatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de TWIST daŶs Ŷotƌe ŵodğle, Đoŵŵe cela a été observé 

paƌ d͛autƌes auteuƌs (Pozharskaya, Torres-Gonzalez et al. 2009; Sakamoto, Hashimoto et al. 

2012; Lamouille, Xu et al. 2014).  

L͛eŶseŵďle de Ŷos ƌĠsultats plaide doŶĐ pouƌ uŶ ƌôle de l͛hǇpoǆie daŶs la TEM 

potentiellement impliquée dans la fibrogénèse pulmonaire dans ce modèle in vitro avec 

notamment une stabilisation des facteurs de transcription de la TEM tels que TWIST, ZEB et 

SNAIL, répresseur principal de la E-Cadhérine. Ces résultats in vitro ŵĠƌiteŶt d͛ġtƌe ĠtaǇĠs in 

vivo.   
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ROLE PROTECTEUR DES CSM DANS UN MODELE DE CO-CULTURE  

LES CSM FREINENT LES ALTERATIONS EPITHELIALES INDUITES PA‘ L͛HYPOXIE  

La co-culture avec des CSM humaines en fonds de boite permet de limiter les altérations 

phĠŶotǇpiƋues iŶduites paƌ l͛hǇpoǆie.  

Non seulement la taille, la morphologie, mais aussi la résistance trans-épithéliale sont  

maintenues en hypoxie en présence de CSMh en fonds de puits dans notre modèle de co-

culture (Figure 5). Les données en immunofluorescence sont confirmées par des 

quantifications en WB concernant les marqueurs épithéliaux comme TTF-1, AQP5 et E-

Cadhérine. De ŵġŵe, les CSM eŵpġĐheŶt l͛appaƌitioŶ des ŵaƌƋueuƌs ŵĠseŶĐhǇŵateuǆ 

comme la vimentine à des temps tardifs. Ainsi, les CSMh préservent le phénotype épithélial 

des CEA in vitro tout au long de la culture.  

Les CSMh utilisées dans notre étude ont été préalablement isolées, purifiées et caractérisées 

au Laďoƌatoiƌe de ThĠƌapie Cellulaiƌe de l͛Hôpital SaiŶt-Louis paƌ l͛ĠƋuipe du Pƌ Laƌgheƌo. 

Nous avons pris le soin de contrôler les principales caractéristiques phénotypiques des CSMh 

daŶs Ŷotƌe ŵodğle de Đultuƌe pƌoloŶgĠe ;jusƋu͛à ϲ jouƌsͿ eŶ hǇpoǆie. L͛aďseŶĐe de 

transformation fibroblastique voire myofibroblastique a été en effet vérifiée par 

immunomarquage -SMA et Vimentine et quantification en western blot. Le maintien de ces 

ĐaƌaĐtĠƌistiƋues phĠŶotǇpiƋues est ĐohĠƌeŶt aǀeĐ le fait Ƌue les CSM huŵaiŶes soŶt à l͛Ġtat 

physiologique dans la moelle dans un microenvironnement hypoxique avec des niveaux 

d͛oǆǇgğŶe allant de 1 à 7% (Fehrer, Brunauer et al. 2007). Ce maintien du phénotype des 

CSM en hypoxie pourrait constituer un prérequis important pour permettre leur 

administration future dans des situations  de SDRA ou de fibrose pulmonaire. Cependant, il 

convient bien sûr de prendre en compte le système intégré et les autres facteurs du 

microenvironnement du pouŵoŶ ŵalade susĐeptiďles d͛iŶduiƌe uŶe diffĠƌeŶĐiatioŶ locale de 

ces CSM.  
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LES MECANISMES IMPLIQUES   

IMPLICATION DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION DE LA TEM  

Les altĠƌatioŶs ĠpithĠliales iŶduites paƌ l͛hǇpoǆie suggğƌeŶt l͛eǆisteŶĐe d͛uŶe TEM, doŶt la 

ĐoŶfiƌŵatioŶ passe paƌ la ŵise eŶ ĠǀideŶĐe de l͛eǆpƌessioŶ de facteurs de transcription 

impliqués dans ce phénomène (Thiery and Sleeman 2006) (Duffield, Lupher et al. 2013; 

Lamouille, Xu et al. 2014). Nous nous sommes donc intéressés aux facteurs de transcription 

classiquement décrits comme SNAI, TWIST et ZEB et nous parvenons à montrer que 

l͛hǇpoǆie iŶduit Đes faĐteuƌs. Nous ŵoŶtƌoŶs Ƌu͛il s͛agit d͛uŶe iŶduĐtioŶ teŵpoƌaiƌe aǀeĐ uŶe 

expression différentielle daŶs les ϰϴ heuƌes d͛hǇpoǆie. AiŶsi, l͛A‘Nŵ de SNAI ϭ appaƌaît à Ϯ-

ϯh d͛hǇpoǆie suiǀi paƌ SNAI Ϯ doŶt l͛eǆpƌessioŶ peƌsiste jusƋu͛à ϭϲh d͛hǇpoǆie. VieŶt eŶsuite 

l͛A‘Nŵ de )EBϭ pƌĠseŶt à Ϯϰh d͛hǇpoǆie puis eŶfiŶ TWISTϭ Ƌui est le deƌŶieƌ à appaƌaîtƌe, à 

ϰϴh d͛hǇpoǆie.  

L͛iŶflueŶĐe pƌopƌe de ĐhaĐuŶ de Đes faĐteuƌs Ŷ͛a pas ĠtĠ testĠe daŶs Ŷotƌe ŵodğle, ŵais il 

est ǀƌaiseŵďlaďle Ƌu͛il Ǉ ait uŶe iŶtƌiĐatioŶ de Đes faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiption  entre eux. Le 

ĐaƌaĐtğƌe sĠƋueŶtiel de l͛iŶteƌǀeŶtioŶ de Đes différents facteurs de croissance est en effet 

dĠĐƌit ;Laŵouille ϮϬϭϰͿ. SNAIL paƌtiĐipeƌait à l͛eǆpƌessioŶ de )EB et oŶ dĠĐƌit uŶe 

ĐoopĠƌatioŶ de SNAIL et de TWIST pouƌ l͛eǆpƌessioŶ pƌotĠiƋue de ZEB (Dave, Guaita-

Esteruelas et al. 2011).  

La contribution de TWIST au cours de la fibrogénèse est suggérée notamment dans  

différents modèles in vivo (Pozharskaya, Torres-Gonzalez et al. 2009). Dans le poumon de 

FPI, au sein des zones de fibrose, une surexpression de TWIST est observée notamment dans 

les zones de double marquage épithélio-mésenchymateux évoquant une TEM (Pozharskaya, 

Torres-Gonzalez et al. 2009). TWIST peut être induit par HIF-1, mais aussi NFB, IGF-1 et la 

voie EGF/EGFR (Lo, Hsu et al. 2007; Yang, Wu et al. 2008; Pozharskaya, Torres-Gonzalez et al. 

2009; Sakamoto, Hashimoto et al. 2012). Bien que la délétion ciblée de TWIST dans les CEA 

Ŷe pƌĠǀieŶŶe pas la suƌǀeŶue d͛uŶe fiďƌose induite par la bléomycine chez la souris, son 
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implication dans les phénomènes de TEM in vitro est clairement soulignée (Yang, Wu et al. 

2008; Pozharskaya, Torres-Gonzalez et al. 2009; Yang, Velikoff et al. 2015).  

TWIST pourrait constituer une cible pour des thérapeutiques anti-fibrosantes. Une équipe a 

ƌĠĐeŵŵeŶt ŵis eŶ ĠǀideŶĐe le ƌôle des HDAC daŶs la ŵodulatioŶ de l͛eǆpƌessioŶ de TWIST 

ǀia l͛iŶduĐtioŶ des iŶhiďiteuƌs de fiǆatioŶ à l͛ADN ;IdϮͿ, Ƌui eŵpġĐheŶt l͛aĐtioŶ de TWIST, 

hétérodimère en double hélice de la famille des bHLH (Yang, Velikoff et al. 2015).  

Dans notre modèle, la co-culture en présence de CSM permet une modulation de 

l͛eǆpƌessioŶ de TWIST, )EB ŵais Ŷ͛a pas d͛effet suƌ l͛eǆpƌessioŶ de SNAI ϭ et Ϯ Ƌui ƌesteŶt 

transitoirement inductibles.    

IMPLICATION DU TGF 

Parmi les inducteurs de ces facteurs de transcription, figurent les médiateurs profibrosants 

au premier rang desquels le TGF-, qui est secrété dans le milieu apical des CEA en culture 

eŶ ĐoŶditioŶ d͛hǇpoǆie ;Figuƌe ϴAͿ.  Cette sécrétion est optiŵale à Ϯϰh d͛hǇpoǆie ;A‘Nŵ et 

protéine) et elle est réprimée par la co-culture avec des CSM. Il en est de même pour le CTGF 

;A‘Nŵ et pƌotĠiŶeͿ. L͛interprétation de ces résultats est assez cohérente avec le rôle 

profibrosant de l͛hǇpoǆie médié par la synthèse autocrine de TGF- et de CTGF, synthèse 

elle-même modulée par les CSMh.  

Les concentrations de TGF- ŵesuƌĠes daŶs le ŵilieu apiĐal des CEA soŶt de l͛oƌdƌe de ϱϬ 

pg/ml et rejoignent les valeurs rapportées par Zhou et coll. , à savoir 20 pg/ 106 cellules 

(Zhou, Dada et al. 2009). Bien que les concentrations de TGF- administrées pour induire 

uŶe TEM eŶ Đultuƌe Đellulaiƌe soŶt de l͛oƌdƌe de ϭ-3 ng/mL soit 20 à 50 fois plus importantes 

(Willis, Liebler et al. 2005; Higgins, Kimura et al. 2007; Felton, Borok et al. 2009), les 

quantités secrétées par les CEA en hypoxie peuvent suffire à induire des effets profibrosants 

de manière autocrine, puisque le blocage du récepteur de type I prévient la TEM (Zhou, 

Dada et al. 2009). Le TGF- se fixe à son récepteur transmembranaire serine/thréonine 

kiŶase tǇpe II, Ƌui est phosphoƌǇlĠ et peƌŵet la foƌŵatioŶ d͛uŶ hétérodimère avec le 

récepteur de type I créant un complexe ligand-récepteur, qui entraîne la phosphorylation de 
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Smad2 et Smad3 conduisant à leur association avec Smad4 et à leur translocation dans le 

noyau (Bonniaud, Margetts et al. 2005). La transactivation des gènes de réponse au TGF- 

est alors lancée incluant les protéines pro-fibrosantes avec entre autres le CTGF, dont la 

sécrétion est ĠgaleŵeŶt iŶduite iĐi paƌ l͛hǇpoǆie.  Les ĠlĠŵeŶts de ƌĠpoŶse au TGF- 

comprennent non seulement la cascade des SMAD, mais aussi la voie de survie AKT et les 

voies de signalisation ERK, MAPK impliqués entre autres dans les phénomènes de TEM 

(Lamouille, Xu et al. 2014).   

L͛iŵpliĐatioŶ du TGF daŶs Ŷotƌe ŵodğle pouƌƌait ġtƌe ǀĠƌifiĠe paƌ l͛utilisatioŶ de ďloƋueuƌs 

de Đe faĐteuƌ de ĐƌoissaŶĐe à l͛aide paƌ eǆeŵple d͛uŶ aŶtiĐoƌps ďloquant.  

IMPLICATION DE LA VOIE DE SIGNALISATION HYPOXIQUE HIF 

Si oŶ s͛iŶtĠƌesse ŵaiŶteŶaŶt auǆ ĠǀğŶeŵeŶts eŶ aŵoŶt de la sǇŶthğse du TGF- en hypoxie, 

la principale voie de signalisation qui est évoquée est celle des facteurs de transcription HIF. 

Nous montrons ici une expression de HIF-1et HIF-2dans les 48 premières heures 

d͛hǇpoǆie ;Figuƌe 5Ϳ. TaŶdis Ƌue l͛eǆpƌessioŶ de HIF-1 est précoce, celle de HIF-2reste 

plus prolongée et diminue plus tardivement après 24h. Le caractère transitoire de 

l͛eǆpƌession de HIF a été décrit sur des CEA de la lignée A549 (Uchida, Rossignol et al. 2004). 

L͛eǆpƌessioŶ de HIF ĐoŶstitue ǀƌaiseŵďlaďleŵeŶt uŶe Ġtape iŶitiale iŶdispensable à la mise 

eŶ plaĐe des ĠlĠŵeŶts de ƌĠpoŶse à l͛hǇpoǆie. Aussi, Đe Ƌui ǀieŶt ĐoŶfoƌteƌ le ƌôle de HIF 

daŶs Ŷotƌe ŵodğle, Đ͛est le ƌĠsultat de l͛adŵiŶistƌatioŶ d͛uŶ staďilisateuƌ de HIF eŶ 

normoxie, le chlorure de Cobalt (Wang and Semenza 1993). En effet, les altérations 

épithéliales induites sont comparables : ŵodifiĐatioŶ ŵoƌphologiƋue, ďaisse d͛eǆpƌessioŶ 

nucléaire de TTF1 et de ZO-1 à la membrane. L͛implication de HIF dans les modifications 

phĠŶotǇpiƋues iŶduites paƌ l͛hǇpoǆie est suggĠƌĠe paƌ d͛autƌes ĠƋuipes. Le ƌôle de HIF au 

cours de la TEM a également été exploré dans la cancérogénèse (Zeisberg and Neilson 2009; 

De Craene and Berx 2013; Lamouille, Xu et al. 2014). HIF-2 est l͛isofoƌŵe majeur impliqué 

dans la TEM de la tumorogénèse (Kim, Perera et al. 2009). Pour ce qui est de la fibrogénèse, 

le rôle déterminant de la stabilisation de HIF et notamment de HIF-1 est rapporté au cours 

de la TEM iŶduite paƌ l͛hǇpoǆie suƌ des Đellules tuďulaiƌes ƌĠŶales (Higgins, Kimura et al. 
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2007). Zhou et coll. ont montré le rôle de la stabilisation de HIF dans la TEM induite par 

l͛hǇpoǆie in vitro sur des CEA. HIF semble être impliqué dans la synthèse du TGF-, mais il y a 

peu de doŶŶĠe suƌ l͛aĐtiǀatioŶ du TGF- et notamment sur la régulation dépendante des 

intégrines (Zhou, Dada et al. 2009; Chapman 2011). La stabilisation de HIF-1 est vérifiée 

dans un modèle de fibrose à la bléomycine, mais également dans le poumon de fibrose 

humaine (Tzouvelekis, Harokopos et al. 2007). Par ailleurs, le rôle de HIF est souligné dans un 

modèle animal de souris développant une fibrose spontanée ayant une délétion allélique du 

faĐteuƌ de VoŶ Hippel LiŶdau pVHLͿ, ĠlĠŵeŶt ƌeƋuis pouƌ l͛ubiquitination de HIF (Hickey, 

Richardson et al. 2010).  

Dans notre modèle, les CSM en co-Đultuƌe Ŷe seŵďleŶt pas aǀoiƌ d͛effet suƌ l͛eǆpƌessioŶ de 

HIF. En effet, la protéine HIF garde la même cinétique en hypoxie en présence ou non des 

CSM en co-Đultuƌe. L͛effet bénéfique des CSM dans notre modèle de co-culture ne semble 

pas être lié à la modulation de la voie HIF. Cependant, le milieu conditionné de CSMh obtenu 

eŶ Ŷoƌŵoǆie peƌŵet uŶe ŵodulatioŶ de HIF, suggĠƌaŶt le ƌôle d͛uŶ ŵĠdiateuƌ Ƌue les CSMh 

ne parviennent pas à secréter ou pas suffisamment en hypoxie. La comparaison du 

secretome des CSM en normoxie et en hypoxie pourrait ainsi apporter des pistes 

éventuelles.  

Si l͛effet des CSM eŶ Đo-culture ne semble pas être en lien avec HIF, il reste plusieurs voies 

de signalisation qui pourraient intervenir, telles que la voie NFkB ou encore la voie 

EGF/EGFR, toutes deux impliquées dans la stabilisation des facteurs transcriptionnels de la 

TEM tels Ƌue TWIST, )EB et SNAIL. Des tƌaǀauǆ oŶt ŵoŶtƌĠ l͛iŵpliĐatioŶ des lysyls oxydases 

dans la stabilisation de SNAIL au niveau intra-cellulaire et dans les dépôts de collagène en 

extra-cellulaire (Sahlgren, Gustafsson et al. 2008).  

AUTRES VOIES POTENTIELLEMENT IMPLIQUEES  

D͛autƌes hǇpothğses peuǀeŶt doŶĐ ġtƌe foƌŵulĠes pouƌ teŶteƌ de ĐoŵpƌeŶdƌe l͛effet 

bénéfique des CSMh en co-culture en hypoxie.  
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Le ƌôle des espğĐes ƌĠaĐtiǀes de l͛oǆǇgğŶe ;‘OSͿ peut ġtƌe aǀaŶĐĠ. L͛iŶflueŶĐe des ‘OS daŶs 

la surveŶue d͛uŶe TEM est dĠĐƌite et l͛utilisatioŶ de la N-acétyl-cystéine semble prévenir ce 

phénomène (Felton, Borok et al. 2009). La production de ROS est classique en hyperoxie et 

peut ġtƌe iŶduite paƌ d͛autƌes faĐteuƌs tels Ƌue les ŵĠdiateuƌs profibrosants, au premier 

rang desquels, le TGF-. Des travaux cliniques montrent une augmentation des ROS dans le 

poumon de fibrose (Borok, Buhl et al. 1991; Kinnula and Myllarniemi 2008; Koli, Myllarniemi 

et al. 2008). Le ƌôle de l͛hǇpoǆie daŶs la sǇŶthğse des ‘OS est ĠgaleŵeŶt souligŶĠ (Chandel, 

Maltepe et al. 1998; Lin, David et al. 2008; Zhou, Dada et al. 2009; Chandel 2010; Semenza 

2011). L͛utilisatioŶ d͛antioxydants extérieurs tels que la NAC ou le blocage de la synthèse 

mitochondriale des ROS, conduisent à la baisse de la production de TGF-b et préviennent les 

phénomènes de TEM (Felton, Borok et al. 2009; Zhou, Dada et al. 2009). Au sein de notre 

laďoƌatoiƌe, le ƌôle du stƌess oǆǇdaŶt a ĠgaleŵeŶt ĠtĠ eǆploƌĠ. L͛utilisatioŶ de Eukϭϯϰ et de 

la N-acétyl-cystéine (5mM) ont permis de prévenir du moins partiellement les altérations 

ĠpithĠliales iŶduites paƌ l͛hǇpoǆie suggĠƌaŶt iŶdiƌeĐteŵeŶt le rôle des ROS. Le niveau du 

stƌess oǆǇdaŶt daŶs les CEA eǆposĠes à l͛hǇpoǆie a pu ġtƌe ĠǀaluĠ  paƌ la ŵesuƌe du -H2AX 

(Mémoire de Master 2 F. Jeny). De façon intéressante, ce travail a montré une modulation 

du niveau des ROS par le milieu conditionné de CSMh.   

Enfin, une autre hypothèse est celle du stress du réticulum endoplasmique, qui est 

impliquée dans les phénomènes de TEM et qui pourrait être modulée par les CSMh (Zhong, 

Zhou et al. 2011). Révélé au cours des fibroses familiales avec mutation de la protéine C du 

surfactant, le rôle du stress du RE dans les CEA est suggéré au cours de la fibrogénèse 

pulmonaire (Nogee, Dunbar et al. 2001; Thomas, Lane et al. 2002; Korfei, Ruppert et al. 

2008; Lawson, Crossno et al. 2008). ‘espoŶsaďle esseŶtielleŵeŶt d͛uŶe apoptose épithéliale 

excessive, le stress du RE semble également être impliqué dans les altérations du phénotype 

des CEA compatibles avec une TEM in vitro et in vivo (Lawson, Cheng et al. 2011; Zhong, 

Zhou et al. 2011; Tanjore, Blackwell et al. 2012). L͛iŶduĐtioŶ du stƌess du ‘E ĐoŶduit à 

l͛aĐtiǀatioŶ des voies de signalisation MAPK, Smad, -caténine et Src kinase, dont 

l͛iŶaĐtiǀatioŶ ĐiďlĠe paƌ des ageŶts phaƌŵaĐologiƋues seŵďle pƌĠǀeŶiƌ la TEM (Tanjore, 

Cheng et al. 2011). De façon intéressante, la mélatonine semble limiter le stress du RE dans 
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un modèle murin de fibrose induite par la bléomycine (Zhao, Wu et al. 2014). Les 

interactions de la mélatonine et des CSM sont complexes avec des effets bénéfiques et 

synergiques, qui soulignent leurs propriétés anti-oxydantes intéressantes dans différents 

ŵodğles d͛agƌessioŶ (Mias, Trouche et al. 2008; Tang, Cai et al. 2013).  

ROLE PARACRINE DES CSM 

Les CSMh ont des propriétés particulièrement intéressantes permettant de préserver le 

phĠŶotǇpe ĠpithĠlial des CEA souŵises à l͛hǇpoǆie ĐhƌoŶiƋue daŶs Ŷotƌe ŵodğle de Đo-

culture. La co-culture permet de moduler la sécrétion de TGF-, de CTGF et empêche 

l͛eǆpƌessioŶ des faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ TWIST-1 et ZEB-1, impliqués dans les phénomènes 

de TEM. CepeŶdaŶt, l͛eǆpƌessioŶ de HIF et de SNAIL-1 ne sont pas modifiés par les CSMh en 

co-culture.  

Ces effets paracrines peuvent être liés à différents médiateurs appartenant au secretome 

des CSMh. Nous nous sommes intéressés en particulier à un candidat, le keratinocyte growth 

factor (KGF). Le rôle bénéfique du KGF dans les agressions épithéliales aigues a été décrit 

dans différents modèles in vitro et in vivo (Panos, Bak et al. 1995; Yano, Deterding et al. 

1996; Guery, Mason et al. 1997; Gupta, Su et al. 2007; Lee, Fang et al. 2009; Sakamoto, 

Yazawa et al. 2011; Lee, Krasnodembskaya et al. 2013; Goolaerts, Pellan-Randrianarison et 

al. 2014; Shyamsundar, McAuley et al. 2014). Le KGF assure la protection de la cellule 

épithéliale et intervient notamment dans le maintien du transport de sodium transépithélial 

et dans la balance oxydants/antioxydants. Il induit entre autres les voies de survie cellulaire 

Akt et MAPK (Qiao, Yan et al. 2008). Dans ce travail, la concentration de KGF dans le 

surnageant des CSMh a été mesurée avec des valeurs aux alentours de 250 pg/mL. Nous 

aǀoŶs ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛adŵiŶistƌatioŶ de KGF huŵaiŶ ƌeĐoŵďiŶaŶt à la posologie de ϱϬ pg/ŵL 

suffit  à préserver le phénotype épithélial des CEA en culture (maintien des RTE, de 

l͛eǆpression de TTF-1 et de ZO-1).Le rhKGF inhibe non seulement la synthèse de TGF-1 et 

de CTGF, mais aussi l͛eǆpƌessioŶ de TWIST-1 en hypoxie Le milieu conditionné de CSMh 

suppƌiŵe l͛iŶduĐtioŶ de TWISTϭ eŶ hǇpoǆie, ŵais la déplétion en KGF du milieu conditionné 

de CSMh fait perdre cette propriété, soulignant ainsi le rôle du KGF dans la modulation de 
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l͛eǆpƌessioŶ de TWIST daŶs Ŷotƌe ŵodğle. CepeŶdaŶt, les CSMh seĐƌğteŶt 

ǀƌaiseŵďlaďleŵeŶt d͛autƌes ŵĠdiateuƌs Ƌui gaƌaŶtisseŶt et ĐoŵplğteŶt les pƌopƌiĠtĠs 

protectrices  des CSMh.  

Outƌe les faĐteuƌs de ĐƌoissaŶĐe, il est possiďle Ƌu͛iŶteƌǀiennent des substances présentes 

dans des exosomes  produits par les CSMh. En effet, différentes équipes ont souligné le rôle 

de ces structures de 30-60 nm, pouvant contenir non seulement des médiateurs 

hydrophobes mais aussi du matériel génétique (ARNm et microARN) ou encore des 

mitochondries (Islam, Das et al. 2012). Ces microvésicules participent ainsi aux phénomènes 

paracrines, mais aussi juxtacrines des cellules souches (Collino, Deregibus et al. 2010; Zhu, 

Feng et al. 2014). Il est possible que ces microvésicules contiennent des médiateurs pouvant 

interférer directement avec les facteurs de transcription impliqués dans la TEM comme par 

eǆeŵple TWIST ou )EB. Si l͛effet des CSM eŶ Đo-culture ne semble pas être en lien avec HIF, 

il reste plusieurs voies de signalisation qui pourraient intervenir, telles que la voie NFkB ou 

encore la voie EGF/EGFR.  
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CONCLUSION GENERALE  ET PERSPECTIVES  

L͛eŶseŵďle de Ŷos ƌĠsultats issus de modèles in vitro permettent de souligner le rôle 

bénéfique des CSM et de leur milieu conditionné sur les altérations épithéliales induites par 

l͛hǇpoǆie ĐhƌoŶiƋue ĐoŶtiŶue. Dans le premier travail, nous montrons l͛appaƌitioŶ 

d͛altérations fonctionnelles des CEA sous l͛effet ĐoŶjoiŶt de l͛hǇpoǆie et des cytokines pro-

inflammatoires avec une augmentation de la perméabilité épithéliale associée à une baisse 

des capacités de transport de fluide.  Dans le second travail, nous mettons en évidence des 

modifications phénotypiques progressives des CEA en hypoxie aǀeĐ la peƌte d͛eǆpƌessioŶ des 

marqueuƌs ĠpithĠliauǆ et l͛appaƌitioŶ de ŵaƌƋueuƌs ŵĠseŶĐhǇŵateuǆ ĠǀoƋuaŶt l͛eǆisteŶĐe 

d͛uŶe TEM, Đoŵŵe l͛atteste l͛eǆpƌessioŶ des faĐteuƌs de tƌaŶsĐƌiptioŶ de la TEM ;SNAI, )EB 

et TWIST). Les CSM ont dans ces deux modèles des effets cytoprotecteurs de mécanisme 

paracrine impliquant notamment le KGF. Ce médiateur permet de ƌestauƌeƌ l͛eǆpƌessioŶ 

apicale de la protéine -ENaC. Il semble également impliqué dans la modulation des facteurs 

de transcription de la TEM (TWIST).  

Cet effet bénéfique des CSM nous amène  à nous interroger sur le rôle éventuel des cellules 

mésenchymateuses différentiées que sont les fibroblastes (Shannon, Pan et al. 2001). Ces 

cellules ont été utilisées comme témoins paƌ d͛autƌes auteuƌs aǇaŶt ĠǀaluĠ l͛effet des CSM 

(Gupta, Su et al. 2007; Lee, Fang et al. 2009). Comparer les effets des fibroblastes issus de 

« poumons sains » à ceux des CSMh, pose néanmoins plusieurs questions importantes à 

formuler : les fibroblastes « dits de poumons sains » sont ceux extraits au pourtour de 

lĠsioŶs tuŵoƌales Ƌui oŶt fait l͛oďjet d͛uŶe eǆĠƌğse ĐhiƌuƌgiĐale, la pƌolifĠƌatioŶ de Đes 

fibroblastes est plus rapide que les CSMh conduisant à une confluence plus précoce et donc 

à une inhibition de contact liée à l͛aĐƋuisitioŶ d͛uŶ phĠŶotǇpe ƋuiesĐeŶt. AfiŶ de pallier ce 

problème avec les CSMh, nous les avons changés à 6 jours de culture. Une prolifération plus 

rapide impliquerait un changement plus rapide des cellules en fonds de puits ǀoiƌe d͛autƌes 

ŵodalitĠs d͛iŶhiďitioŶ de pƌolifĠƌatioŶ Đoŵŵe l͛iƌƌadiatioŶ des cellules… Quoi Ƌu͛il eŶ soit, il 

serait bien sûr intéressant de Đoŵpaƌeƌ l͛effet des CSM à Đelui des fiďƌoďlastes « sains » mais 

surtout à celui des fibroblastes de fibrose. Nous serions alors confrontés aux difficultés liées 
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à la grande hétérogénéité des populations fibroblastiques dans le poumon de fibrose 

(Crestani, Besnard et al. 2013). De plus, aloƌs Ƌue l͛hǇpoǆie ĐoŶstitue pouƌ des CSM uŶe 

ĐoŶditioŶ eŶ ƋuelƋue soƌte phǇsiologiƋue peƌŵettaŶt d͛optiŵiseƌ leuƌs pƌopƌiĠtĠs, elle 

pourrait s͛aǀĠƌeƌ ŶĠfaste sur des fibroblastes matures, favorisant leur prolifération et leur 

transformation myofibroblastique (Hinz, Phan et al. 2012), rendant impossible voire 

dangereuse toute velléité de thérapie cellulaire avec ces cellules.  

BieŶ Ƌue Ŷous aǇoŶs ĠtĠ ĐoŶfƌoŶtĠs auǆ diffiĐultĠs d͛eǆtƌaĐtioŶ des CEA huŵaiŶes, il Ŷ͛eŶ 

demeure pas moins que la reproduction de ces travaux sur CEA humaines constitue une 

étape intéressante pour corroborer nos résultats. 

 La confirmation in vivo de ces résultats serait un prolongement élégant de notre travail, qui 

viendrait également conforter nos hypothèses. La quantification du phénomène de TEM par 

technique de traçage génétique ciblant les CEA pourrait être faite dans un modèle murin de 

fiďƌose à la ďlĠoŵǇĐiŶe aǀeĐ des aŶiŵauǆ eǆposĠs ou ŶoŶ à l͛hǇpoǆie. Les CSM humaines 

pourraient être administrées (par voie trachéale ou vasculaire) dans ce modèle afin 

d͛estiŵeƌ leuƌ influence éventuelle sur ce phénomène de TEM. Ces résultats viendraient 

aloƌs appuǇeƌ le ƌôle pƌoteĐteuƌ des CSM ŶotaŵŵeŶt daŶs des situatioŶs d͛hǇpoǆie, telles 

que les épisodes de détérioration respiratoire de toute cause et notamment les épisodes 

d͛eǆaĐeƌďation aiguë, qui grèvent actuellement le pronostic des patients ayant une FPI.  

Enfin, dans la perspective de se rapprocher davantage de la clinique, une autre approche 

seƌait l͛ĠǀaluatioŶ des effets in vitro de l͛hǇpoǆie iŶteƌŵitteŶte suƌ les phĠŶoŵğŶes décrits 

dans ce travail en hypoxie continue. Cette hypoxie intermittente mimerait les phénomènes 

d͛hǇpoǆie intermittente nocturne liĠs à uŶ sǇŶdƌoŵe d͛apŶĠe oďstƌuĐtiǀe du soŵŵeil, doŶt 

l͛iŶĐideŶĐe est augŵeŶtĠe au Đouƌs de la FPI (Mermigkis, Chapman et al. 2007; Lancaster, 

Mason et al. 2009; Schiza, Mermigkis et al. 2015). L͛Ġtude des effets de l͛hǇpoǆie 

iŶteƌŵitteŶte suƌ le phĠŶotǇpe des CSM seƌait ĐouplĠe à l͛aŶalǇse du phĠŶotǇpe et des 

propriétés profibrosantes des CEA dans ce contexte.  
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Ces différentes approches viendraient corroborer notre hypothèse initiale axée sur le rôle de 

l͛hǇpoǆie daŶs la fiďƌogĠŶğse et suƌ les effets ĐǇtopƌoteĐteuƌs des CSM daŶs Đe ĐoŶteǆte, 

encourageant la thérapie cellulaire au cours de ces pathologies.   
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