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Résumé

Ce travail consiste a apporter une approche différente basée sur la physique
pour I'étude des maladies respiratoires.
La premiere partie de cette étude concerne la dynamique mucociliaire avec une
application a 'asthme sévere et la BPCO. Nous avons décrit les mécanismes phy-
siques du transport de mucus basés sur 'analyse détaillée de I'activité ciliaire
sur un épithélium reconstitué in vitro a partir de biopsies endo-bronchiques hu-
maines. Nous avons montré que la distance a laquelle le mucus ou le fluide new-
tonien pouvaient étre transportés dépendait directement du taux de couverture
de I'épithélium par les touffes de cils actives. Nous avons ensuite mis en avant le
role majeur du mucus viscoélastique sur la coordination de la direction des bat-
tements ciliaires pour un transport macroscopique. La fréquence de battement
des cils joue sur la vitesse du transport du fluide. Enfin, nous avons montré que
I'altération de la clairance observée dans I'asthme sévere et la BPCO est due au
manque drastique de cils, tandis que les propriétés rhéologiques du mucus res-
tent inchangées dans notre modele.
La deuxiéme partie traite de la migration cellulaire dans un environnement bio-
mimétique 3D. Nous avons mis au point un microdispositif pour la caractérisa-
tion de la migration des cellules par chimiotaxie. Nous avons validé le modele
en utilisant des cellules immunitaires soumises a des gradients de substances
chimio-attractantes et un premier test du role inflammatoire a été effectué.







Abstract

This work consists to bring a different approach based on physics to study the
respiratory diseases.
First, study of mucociliary dynamics with an application on severe asthma and
COPD was investigated. We have described the physical mechanisms of mucus
transport based on the detailed analysis of ciliary activity on an in vitro reconsti-
tuted epithelium obtained from human endo-bronchial biopsies. We have shown
that the distance at which mucus or Newtonian fluid could be transported is di-
rectly dependent on the epithelium coverage rate by the active cilia tufts. Then,
we raised the important role of the viscoelastic mucus on the coordination of
the ciliary beat direction for a macroscopic transport. The cilia beat frequency
plays on transport fluid velocity. Finally, we have shown that altered clearance
observed in severe asthma and COPD is due to the drastic lack of cilia, while the
rheological properties of mucus remains unchanged in our model.
The second part of this work was to look at cell migration in a bio-mimetic
3D environment. We have developed a micro-device for characterization of cell
migration by chemotaxis. We validated the model using immune cells under a
chemo-attractant substances gradients and a first test of inflammatory role has
been completed.
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Introduction

Les maladies chroniques séveres respiratoires (asthme sévere, BPCO, muco-
viscidose) affectent des centaines de millions de personnes dans le monde. Les
traitements actuellement disponibles n’arrivent pas a jouer significativement sur
I’évolution naturelle des maladies et ne ralentissent pas le déclin accéléré ob-
servé de la fonction pulmonaire. En plus des effets quotidien de ces maladies, le

cout de soin au niveau mondial dépasse les centaines de millions d’euros par jour.

Ces maladies sont associées a des anomalies morphologiques et fonction-
nelles de I'épithélium bronchique et une altération de la clairance mucociliaire
(processus d’évacuation du mucus par les cils). En particulier, une des consé-
quences d’'une clairance mucociliaire modifiée est une hypersécrétion du mucus
dans les voies respiratoires. L’accumulation du mucus dans les voies respiratoires
est 'une des causes de I'inflammation des bronches, a l'origine du recrutement
massif des cellules immunitaires dans ces maladies respiratoires. L’épithélium
bronchique constitue ainsi une cible thérapeutique de choix. Les approches ac-
tuelles pour I'étude de ces maladies sont souvent médicales et/ou biologiques.
Des études a I’échelle moléculaire s’intéressaient aux voies de signalisation, a
la fonction moléculaire ou bien a la génétique comme dans la mucoviscidose.
D’autres études a I’échelle cellulaire traitaient la morphologie, la prolifération et
la différenciation cellulaire.

En 1950 la physique s’est ouverte aux domaines de recherches biologiques et
médicales. Cette ouverture a permis d’observer de nouveaux phénomenes, par-
fois grace aux récentes avancées de la technique (comme a pu I’étre la création
du microscope confocal), fournir des explications innovantes aux phénomenes
biologiques, étudier les fonctions dynamiques et créer de nouveaux outils de ca-
ractérisation.
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INTRODUCTION

Dans ce contexte, mon travail de these est un travail exploratoire et est fi-
nancé par une bourse CIFRE (Med-Bio-Med). Il consiste a apporter une ap-
proche différente, basée sur la physique pour 'étude de ces maladies respira-
toires. Pour cela, jai utilisé deux approches différentes. La premiere est la phy-
sique de la dynamique mucociliaire avec une vision du mucus, considéré comme
étant un fluide complexe supporté par un épithélium cilié qui génére une assem-
blée de forces locales permettant de transporter le mucus. La deuxiéme approche
consiste a mettre en place un dispositif pour la caractérisation de la migration
cellulaire 3D par chemotaxis. Au cours de ma troisieme année de these, ce pro-
jet a vu l'attribution, d’'un financement étendu sur 4 ans par ’Agence Nationale
pour la Recherche et la naissance d’une collaboration entre quatre laboratoires,
Centre Interdisciplinaire de Nanoscience de Marseille (CINaM), Adhésion et In-
flammation (LAI), LCC (UM2) et la compagnie Med-Bio-Med.

Le présent manuscrit est organisé en deux parties.

La premiere partie porte sur 'étude de la dynamique mucociliaire avec une
application a I'asthme et la BPCO. Dans un 1¢" temps, un état de I'art rappel-
lera ce que I'on sait sur les voies respiratoires humaines et décrira les différents
composants de 'escalator mucociliaire i.e. les cellules ciliées, les cils, les cel-
lules sécrétrices et le mucus. Un point sur les différentes études sur le transport
mucociliaire sera également détaillé. Pour terminer, la description des modeles
expérimentaux utilisés pour I'étude des composants de I'escalator mucociliaire
sera présentée ainsi qu'une description des maladies respiratoires concernées i.e.
asthme, BPCO et mucoviscidose.

Dans un 2™¢ temps, nos résultats seront présentés regroupant I'étude du réle
des cils dans I'escalator mucociliaire et 'étude de leur organisation et de leur
coordination pour transporter le mucus que ce soit dans un contexte sain ou pa-
thologique. Pour cela, un modele d’épithélium reconstitué in vitro a partir des
biopsies endo-bronchique de sujets sains et malades a été utilisé (Gras et al.,
2012).

En parallele de ce theme principal, des travaux préliminaires sur le role po-
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INTRODUCTION

tentiel de 1’épithélium dans le recrutement et la migration de cellules inflamma-
toires et/ou de 'immunité a été investigué dans la deuxiéme partie. Pour tester
les effets des marqueurs inflammatoires sécrétés dans les surnageants de I'expec-
toration induite ou dans les surnageants de culture de cellules épithéliales, les
sécrétions seront mises en contact avec des cellules immunitaires (dendritiques
/ neutrophiles) confinées dans un environnement qui imite la membrane basale
sous-épithéliale. Pour cela, nous avons mis au point un dispositif microfluidique
développé a partir d'un modele publié dans (Liu et al.,|2009) et nous avons uti-
lisé un autre dispositif commercial. Nous présenterons des résultats préliminaires
sur les cellules dendritiques / neutrophiles et d’autres originaux sur un systéme
macrophage / parasite sur cette étude pour la validation de ces deux systéemes
bio-mimétiques.
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FIGURE 1.1 — Les organes des voies respiratoires.

Les voies respiratoires (voies aériennes/bronches) permettent le passage de
I'air depuis le nez et la bouche jusqu’aux alvéoles pulmonaires, site d’échanges
gazeux avec le sang (figure[I.1)). Les maladies chroniques des voies respiratoires
regroupent I'asthme, la BPCO (broncho-pneumopathie chronique obstructive),
et la mucoviscidose. Ce sont des maladies de sévérité variable.

Les voies aériennes humaines, du nez aux alvéoles en incluant les bronches,
sont recouvertes, d'une couche continue de cellules (environ 10'°) couvrant une

superficie de 2500 cm?

appelée "épithélium de surface" (Mercer et al., [ 1994).
Les particules inhalées et déposées dans I'appareil broncho-pulmonaire (telles
que les polluants, les allergenes, les microorganismes...) sont éliminées grace a
3 mécanismes principaux d’évacuation : la toux, la clairance alvéolaire et "I’es-

calator mucociliaire".
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1.1 L’escalator mucociliaire - fonction et structure

1.1.1 Définition

L’escalator mucociliaire est le systeme de clairance des voies aériennes. Il est
composé d’une part des cellules caliciformes et des glandes sous-muqueuse qui
produisent le mucus et d’autre part des cellules ciliées (figure|1.2)).

Les cellules caliciformes de I'épithélium de surface et les glandes sous- mu-
queuse bronchiques produisent un fluide viscoélastique collant appelé mucus.
En plus de ses propriétés viscoélastiques physiques et bien que composé d’eau
a 95%, le mucus contient également des ions, des protéines anti-infectieuses et
des glycoprotéines (les mucines) qui contribuent a I’élimination des particules et

des microorganismes qui sont piégés dans les voies respiratoires.

L’autre composante principale de "I'escalator mucociliaire" est représentée par
les cellules épithéliales ciliées. Les cils de ces cellules battent en permanence
pour déplacer le mucus, faisant remonter les particules qui y sont piégées jusqu’a
la bouche ou elles seront avalées puis digérées par 'estomac. Ces mécanismes
justifient le terme d’escalator mucociliaire.

1.1.2 Fonction de ’escalator mucociliaire

C’est un mécanisme de défense inné crucial pour la protection des voies aé-
riennes. Il participe a la lutte contre tous les agents nocifs inhalés au quotidien.
Les particules qui gagnent le larynx sont ingérées de facon automatique pour
étre détruites dans le tube digestif (Crystal et al., 2008]) (Knowles and Boucher,
2002). Il est estimé que 30 ml de mucus des voies respiratoires sont expectorés
ou avalés par jour (Fahy and Dickey, 2010).

L’efficacité de ’escalator mucociliaire dépend de la densité et de I'activité des
cils, du taux de production du mucus ainsi que de ses propriétés rhéologiques
(Knowles and Boucher, |2002). Les dysfonctionnements de "’escalator mucoci-
liaire," ont été décrites dans la plupart des maladies chroniques des voies aé-
riennes mais en particulier au cours de la mucoviscidose. Ils participent aux ma-
nifestations cliniques quotidiennes et aux modifications de la composition du
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FIGURE 1.2 — (A) Représentation schématique de I’épithélium des voies respira-
toires. Les cellules ciliées et les cellules calciformes (goblet cells) sur I’épithélium
de surface et les glandes sous muqueuse sont montrées dans une représentation
simplifiée des voies respiratoires. Les mucines constituant le mucus sont principa-
lement MUC5AC et MUC5B (90%). Les cils sont entourés de mucines MUC16,
MUC4 et MUCT1 de faible pOidS moléculaire. source (fHatt’r‘up and Gendlefi, |2008|)
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microbiome respiratoire (Tilley et al., [2015]).

1.1.3 Structure

L’escalator mucociliaire est composé d’une couche de surface fluide, "I’ASL"
(Airway Surface Layer) et d’'un moteur de propulsion "les cils" supportés par des
cellules épithéliales. Il nécessite un couplage efficace de ces deux composants
pour fonctionner.

Pour bien comprendre cet escalator, il est nécessaire de détailler une partie
des cellules qui composent la muqueuse respiratoire recouvrant les voies aé-
riennes bronchiques. Cette muqueuse est constituée d'un de surface
reposant sur une membrane et un sous-jacent.

L’épithélium bronchique de surface comprend quatre principaux types cellu-
laires : ciliées (47-73% (Staudt et al., 2014)), caliciformes (25% (Rogers, 2003))),
indifférenciées intermédiaires et basales (30% (Boers et al.,|1996)) formant ainsi
un épithélium pseudo-stratifié (Crystal et al., 2008). Cet épithélium est appelé
pseudo-stratifié, parce qu’il semble posséder en microscopie optique plusieurs
couches de cellules mais en réalité, toutes les cellules reposent sur la membrane
basale. Par contre, leur pdle apical n’atteint pas toujours la surface de I'épithé-

lium (figure[1.2).

Les cellules basales sont a I'origine des cellules indifférenciées intermédiaires,
qui se différencient ensuite en cellules ciliées et cellules caliciformes (figure[I.3|A),
avec un rapport de 7-8 a 1 tout au long des voies aériennes (Tilley et al., 2015).

1.2 La couche de surface des voies aériennes (ASL)

1.2.1 Gel-sur-Sol

La couche de surface des voies aériennes "ASL" (figure.1.4]) est habituellement
considérée comme formée de deux couches et assimilée a un milieu biphasique
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cellule début de la épithélium
basale différenciation différencié
FIGURE 1.3 — La différenciation des cellules ciliées dans ['épithélium des

voies respiratoires humaines. (A) Les voies de différenciation. Les cellules
souches/progéniteurs basales sont capables d’auto-renouvellement et sont respon-
sables de la génération de progéniteures intermédiaires, qui selon des programmes
d’activation distinctes, se différencient en cellules ciliées ou sécrétrices. La différen-
ciation des cellules ciliées dépend du facteur de transcription (FOXJ1), tandis que
la génération de cellules sécrétrices nécessite une signalisation Notch et/ou l'ac-
tivation de SPDEF (SAM pointed domain—containing ETS transcription factor).
(B) La différenciation des cellules basales des voies respiratoires humaines (jour 0)
jusqu’a un épithélium des voies aériennes cilié (28 jours) dans une culture en inter-
face air-liquide. La présence des cellules ciliées est démontrée par ’expression de
p-tubuline IV (rouge; visualisée par immunofluorescence). Les noyaux cellulaires
sont colorés avec du DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) (bleu). source (Titley et al.,
2015)
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FIGURE 1.4 — Représentation des deux couches qui composent la couche de sur-
face des voies respiratoires (ASL). Une couche supérieure de mucus, composée de
mucines (MUC5B et MUC5AC) formant un gel. Une partie inférieure, ou couche
périciliaire (PCL), est une structure de gel composé de mucines attachés aux cils
et aux microvilli. source : (tButton and BoucheTt |2008|)

composé d’une couche péricilaire (PCL ou PeriCilliary Layer) appelée aussi phase
SOL (pour solution) et d'une couche supérieure appelée mucus ou phase GEL.
Ce modele est appelé "Gel-sur-Sol".

1.2.1.1 La couche péricilaire (PCL)

C’est la couche profonde dans laquelle baignent les cils. Tres fluide, avec une
épaisseur de 6 a 7 um, elle fournit un environnement favorable pour le battement
ciliaire. Elle est composée essentiellement de mucines de faible poids moléculaire

(figure[1.2)).

1.2.1.2 La couche de mucus

C’est la couche superficielle. Elle est viscoélastique, et son épaisseur varie de
7 a 70 pm in vivo (Winters and Yeates, [1997) (Krouse, |2001). Elle forme un re-
vétement continu tapissant toutes les voies respiratoires et repose sur la couche

SOL. Elle est en contact avec le sommet des cils. Ce mucus est composé de plus
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de 95% d’eau, 2% de glycoprotéines riches en sucre (mucines), 1% de protéines,
1% de lipides, et 1% de sels inorganiques (MATTHEWS et al., |[1963) (Samet and
Cheng, [1994). Les mucines (principalement MUC5AC et MUC5B, voir figure[1.2)
sont des mucopolysaccharides de haut poids moléculaires avec des rayons hydro-
dynamiques de 150 a 200 nm (Sheehan et al., 2000) (Raynal et al., 2002). Une
fois sécrétées dans la phase gel, ces mucines établissent des liaisons covalentes
entre elles par des ponts disulfures (SS), ce qui augmente la viscosité du gel.
La concentration normale de cette couche de mucus est de 1% (Tarran, 2004)
(équivalent a 2% de solide (Button et al., 2012))).

1.2.2 Gel-sur-Brosse

Trés récemment, ce modele d'un gel-sur-sol a été remplacé par un modele
de gel-sur-brosse, dans lequel le liquide de la PCL (phase SOL) autour des cils
des cellules ciliées est remplacé par un maillage macromoléculaire qui exclut les

particules (figure[I.5]B).

En effet, la PCL est occupée par des mucines transmembranaires qui sont
attachées aux cils, microvilli et a la surface épithéliale (Hattrup and Gendler,
2008) (figure[1.5]A). Ce systeme est décrit comme une brosse avec des mailles
de 'ordre de 20 a 40 nm (Button?2 et al., 2012). Les mucines de la phase GEL ont
des rayons hydrodynamiques de 150 a 200 nm, soit ~ 5 a 7 fois plus grand que la
taille des mailles de la PCL (20 a 40 nm), ce qui explique la séparation de phase
et la non pénétration de la phase gel avec des macromolécules dans la PCL. De
méme, les particules possédant des tailles supérieures a 40 nm restent dans la
couche supérieure de mucus et ne pénétrent pas dans la PCL (figure[I.5]B), .

Le mucus a un triple réle : piéger les particules, humidifier I’air inspiré (condui-
sant a une évaporation de la couche superficielle du mucus, déshydratation par-
tielle et une augmentation de la viscosité) et protéger physiquement les cellules
épithéliales (barriere).
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FIGURE 1.5 — Représentation schématique de (A) I'hypothése de gel-sur-brosse
de la PCL : les macromolécules attachées, telles que les mucines membranaires,
forment une structure de brosse de la PCL, (B) la pénétration de petites particules
fluorescente de 6 nm (Jachimska et al., 2008)) (en vert) dans la PCL, alors que les
particules de polystyréne de 40 nm (rouge) sont complétement exclu de la PCL.
Les expériences ont été effectuées aprés des lavages qui éliminent le mucus, en
laissant uniquement la PCL propre, pour éviter tout risque de piégeage de ces
particules par le mucus (Lai et al. 2007)(Tang et al. 2009)), (C) la compression
des macromolécules attachées et des cils par des solutions a forte module osmotique
(haute concentration). source (Button et al), |2012)
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1.3 Le moteur moléculaire de propulsion (les cils)

1.3.1 Cellules ciliées

La cellule ciliée des voies respiratoires est le type cellulaire dominant de 1’épi-
thélium des voies aériennes et a une forme colonnaire qui s’effile vers la surface
et sappuie sur la membrane basale (figure[I.2). Le pourcentage de cellules ci-
liées augmente avec la ramification des voies respiratoires, a partir de 47 + 2 %
dans la trachée jusqu’a 73 + 1 % dans le petit épithélium des voies respiratoires
(Raman et al., [2009) (figure[1.6).

Les cellules ciliées des voies respiratoires sont des cellules différenciées ter-
minales incapables de s’autorenouveler (figure[l.3) (Rawlins et al., 2007). Les
cellules ciliées se renouvellent lentement avec une durée estimée de 1 a 4 mois
chez 'homme (Breeze and Wheeldon, 1977).

Les progéniteurs des cellules basales dérivées se transforment en cellules ci-
liées completement différenciées a la suite de 'activation du facteur de transcrip-
tion forkhead box J1 (FOXJ1), avec la contribution du facteur de régulation X
(RFX) (Didon et al., 2013) (Gomperts et al., [2007). FoxJ1 prend spécifiquement
en charge la formation de cellules ciliées (figure[I.3]A).

Les cellules ciliées voisines sont reliées par des jonctions serrées, des struc-
tures multiprotéiques spécialisées qui régulent le passage des solutés et des ions
a travers la barriere épithéliale et qui séparent les compartiments épithéliaux api-
caux et basolatéraux, et des jonctions adhérentes base E-cadhérine qui assurent
une adhérence forte de cellule a cellule (KNIGHT and HOLGATE, 2003)) (Shay-
khiev et al., [2011)).

1.3.2 Les cils

Les cellules ciliées sont faciles a distinguer des autres types de cellules par la
présence de cils (200 a 300 cils par cellule) sur la surface luminale (I'espace a
I'intérieur des tubes). Les cils sont de 0,2 a 0,3 um de diameétre et varient de 6-7
pm de longueur dans les voies aériennes supérieures jusqu’a 4 ym dans les pe-
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FIGURE 1.6 — Images en microscopie électronique a balayage de I’épithélium pseu-
dostratifié cilié des voies respiratoires montrent (A) une région avec les cellules
caliciformes qui prédominent avec des accumulations de mucus sur la surface dans
certains endroits, (B) et une région avec une domination de cellules ciliées sur la
surface éplthéhale X2500. source Mescher AL :(accessmedicine.com)

tites voies aériennes (Chang et al., 2008). La surface apicale des cellules ciliées

contient également de nombreuses microvillosités (microvilli) (figure(1.5), qui
jouent un réle dans le mouvement transépithélial des électrolytes et des fluides
(Chang et al., [2008).

1.3.3 Composition

Les cils sont des organelles qui s’étendent a partir du corpuscule basal vers la
surface apicale de la cellule (Carvalho-Santos et al.,[2011). La structure de base

est constituée d’un noyau de microtubules de centriole[| dérivé appelée axonéme
qui se projette en continu a partir de la membrane plasmatique (figure[I.7) (Ishi-
kawa and Marshall, 2011). Les cils sont subdivisés en deux classes, immobiles

ou mobiles, sur la base des caractéristiques ultrastructurales physiques de I'axo-
néme (Ishikawa and Marshall, 2011)) (Satir and Christensen, |2008). Les cils des
voies respiratoires sont dans la classe de cils mobiles, comme les cils trouvés sur

1. Le centriole est une structure cellulaire intrahyaloplasmique constituée de neuf triplets
inclinés de microtubules, entourés par un certain nombre de protéines collectivement appelé
matrice péricentriolaire de MAP
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FIGURE 1.7 — Structure des cils des voies respiratoires humaines. Chaque cil des
voies aériennes est composé d'un axoneme avec neuf doublets de microtubules et
une paire centrale de microtubule individuel qui sont entourés par une membrane

de cils spécialisé. source (Tilley et al.

les cellules ciliées du cerveau (épendyme), oviductes et conduits de I'épididyme
(Choksi et al.,|2014) (Kobayashi and Takeda, 2012).

Le cil est un moteur moléculaire composé d’'un axonéme de type 9+2 avec
neuf doublets de microtubules qui entourent une paire centrale de microtubule
individuel. Les microtubules de 'axonéme sont étirés distalement par les trans-
ports intraflagellaires (IFT) de protéines, qui sont synthétisées dans la cellule et
déplacées par les moteurs de kinésine-2 du corps basal jusqu’a la pointe des cils,
et par les moteurs de dynéine cytoplasmique vers le corps basal. La force néces-
saire pour le battement d’un cil est produite par les bras de dynéine externe et
interne des doublets de microtubules de 'axoneme qui sont connectés a la paire
centrale de microtubules par des rayons radiaux (figure1.7).

1.3.4 Fonctionnement

Le mouvement ciliaire est fondamental pour I'existence de l’escalator mu-
cociliaire. La taille des cils vibratiles étant supérieure a I'épaisseur de la PCL.

L’étirement des cils permet de transmettre 1'énergie mécanique a la phase gel

(figure[1.8|A).
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Le mouvement des cils se décompose principalement en 2 phases (figure[1.8B) :

1 — Phase de propulsion ou la partie effective : Les cils sont en contact avec la

couche de mucus uniquement pendant cette phase. Les cils, étirés, se projettent
en avant dans la phase gel ot la viscosité est élevée ce qui entraine une augmen-
tation des forces de frottement. Cela s’apparente, d'un point de vue mécanique, a
un choc inélastique (la somme des quantités de mouvement n’est pas conservée)
avec transmission d’'une partie de I’énergie cinétique au gel, énergie qui va ser-
vir a le mobiliser. En résumé, les cils transmettent une partie de leur énergie au
mucus. La durée de la poussée effective est d’environ 20% du cycle de battement
d’un cil.

2 — Phase de récupération : Durant la partie de récupération, une courbure de

'axe des cils oblige leur extrémité a passer sous la couche de mucus, et va donc
rester intégralement dans la PCL. Cette phase est tres fluide, les forces de frotte-
ment sont tres faibles et donc le cil ne va pratiquement pas transmettre d’énergie
au mucus. Cela évite le retour du mucus et ce dernier est donc propulsé unique-
ment dans la direction de la partie effective (figure1.8/A) (Sleigh et al.,[1988).

Le travail effectué durant la poussée effective est beaucoup plus important
que le travail effectué pendant la phase de récupération (Gueron and Levit-
Gurevich, 1999). Avant une nouvelle phase de propulsion, les cils observent un
temps d’arrét qui leur permet de recharger leurs réserves en ATP, temps essentiel
pour la poursuite du battement.

1.4 Force motrice et activité ciliaire

1.4.1 Fonction

La fonction principale des cellules ciliées des voies respiratoires est de ser-
vir de médiateur de propulsion de la couche de gel viscoélastique (mucus) dans
une direction céphalique, maintenant ainsi 'escalator mucociliaire (figure[I.8A)
(Knowles and Boucher, [2002) (Button?2 et al., 2012). Les cellules ciliées accom-
plissent ce role par le battement hautement coordonné des cils (Knowles and
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FIGURE 1.8 — (A) Schéma de I'épithélium des voies respiratoires montrant le role
des cils dans la clairance mucociliaire : L’escalator mucociliaire est composé de
la couche gel constituée principalement de mucines produites par les cellules de
sécrétion, la couche périciliaire, et les cellules ciliées. Le mucus piége les micro-
organismes et d’autres particules inhalées et les transporte hors des voies respira-
toires par le battement des cils. Au cours de la poussée effective, les cils s’étendent
vers le haut dans la couche de gel propulsant le mucus vers I’avant. Pendant la
phase de récupération, les cils reculent et sont contenus complétement dans la
couche périciliaire.source (Tilley et al} |2015) (B) Série de battement d’'un cil montrant
le changement de forme a différents intervalles au cours de la poussée effective et
la phase de récupération d’un cycle de battement.source (Knowles and Boucher, |2002)

Boucher, 2002)).

Afin de propulser le mucus, les cils pénéetrent dans le mucus d’environ 0,5
pum, le poussent (la partie effective) et reviennent a leur position initiale par un
mouvement asymétrique (la partie récupération) (Sanderson and Sleigh, 1981)
(Knowles and Boucher, 2002) (Wanner et al., [1996)). La poussée maximale d’un
cil par demi-battements est de I'ordre de 0,1 a 0,4 um (Satir, 1982)).

1.4.2 Fréquence de battement

La fréquence de battement des cils (CBF pour Cilia Beat Frequency) n’est pas
une constante pour un cil donné (Lee et al., |2011). La fréquence de battement
de cils chez 'humain dépend de la température. Ugwoke et al. (Ugwoke et al.,
2001) ont suggéré que la fréquence de battement des cils est typiquement dans
la gamme de 10 a 20 Hz. Dans une autre étude, Clary-Meinesz et al. (Clary-
Meinesz et al., 1992) ont rapporté que la fréquence de battement de cils nasal
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humain était presque nulle en dessous de 5°C et a atteint la fourchette normale
de 8-11 Hz entre les 25°C et 45°C. A 50°C, la fréquence de battement de cils
nouveau diminue rapidement. Dans le poumon humain sain, les cils battent de
12 a 15 Hz propulsant le mucus dans la direction céphalique de 2 a 20 mm/min
(Fahy and Dickey, |2010) (Seo et al., [2014).

Plusieurs molécules de signalisation, y compris '’AMPc, le Ca?*, 'oxyde ni-
trique, ou la progestérone, régulent les fréquences de battement des cils dans
les voies aériennes (Jain et al., 2012)(Schmid and Salathe), 2011). En plus, des
forces mécaniques comme la contrainte de cisaillement, peuvent réguler la fré-
quence de battement des cils en modulant les taux de libération apicale de 'ATP
et 'afflux ultérieur de Ca2* dans les cellules (Button and Boucher, 2008) (Davis
and Dickey, 2008)).

La fréquence de battement lente est modulée par l'activité de la dynéine
ATPase intrinseque de 'axoneme, tandis que la fréquence de battement élevée
consiste a augmenter I'activité d’ATPase de la dynéine en réponse a des molécules
de signalisation spécifiques (Salathe, 2007) (Schmid and Salathe,[2011) (Braiman
and Priel, 2008). Par contre les mécanismes de régulation de la synchronisation
du battement a travers plusieurs cils sont moins bien compris, et aucun méca-
nisme de controle commun n’a été identifié (Salathel, 2007) (Schmid and Salathe),
2011) (Braiman and Priel, 2008)). De plus, la plupart des études in vivo chez les
humains de la fréquence de battement des cils ont été limitées a I'épithélium
nasal. Ces études ont démontré que la fréquence de battement des cils est af-
fectée par I'age, l'exercice et les stimuli environnementaux comme la fumée de
cigarette (Agius et al., 1998) (Yaghi et al., [2012). Ainsi, les fréquences de batte-
ment des cils ralentissent par exemple avec I'age (Agius et al., 1998)(Ho et al.,
2001) (Svartengren et al., [2005)).

1.4.3 Force

La force appliquée par un seul cil (sur une surface donnée) lors de la poussée
effective a été déduite en utilisant la microscopie a force atomique. Une valeur
de force de 0,21 nN, pour des cils de 5 ym de long et de 0,35 um d’espacement
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a été rapportée (Teff et al., 2007). Cette valeur, par rapport a la force appliquée
par une molécule de dynéine (5 pN), peut indiquer que la plupart des bras de
dynéine le long de 'axonéme (§[1.3.3) contribuent & la poussée effective dans
les systémes mucociliaires (figure[I.7).

Cette méthode a été appliquée pour évaluer le degré de corrélation entre la
fréquence ciliaire, le motif de battement ciliaire et les forces appliquées par les
cils (Teff et al.,[2008). Il a été constaté expérimentalement que les forces ciliaires
appliquée par unité de temps dépendent linéairement de la fréquence de batte-
ment des cils (CBF) et a été montré que la longueur de I'arc balayé par les cils
pendant la poussée effective reste constante pendant la stimulation de la CBF
(Teftf et al., 2008).

1.4.4 Dynamique

La clairance mucociliaire résulte du degré élevé de coordination entre les cils
individuels. Plusieurs hypotheses ont été évoquées : corrélations de phase (ondes
métachronales), correlation de direction, corrélation de sens, interactions hydro-
dynamiques entre les cils... Cependant, il est a noter deux cas de figures : le "ta-
pis dense" (dense mat) avec une densité tres élevée de cils et les "patchs" (claire
dense) avec une densité plus faible et des touffes de cils espacées (figure[1.6).

1.4.4.1 Cas du tapis dense

Sur une superficie ciliaire active, les cils adjacents maintiennent une diffé-
rence de phase constante créant dans certains cas particuliers, le "tapis dense",
une vague désignée comme "I'onde métachronale" (figure[I.9), qui permet a un
grand nombre de cils de participer simultanément a l'effort de propulsion de
la couche du mucus avec les particules engluées sans interférer les uns avec
les autres (cas de I'épithélium du palais| de la la grenouille, études expérimen-
tales et numériques) (Eshel et al., |1987) (Gheber and Priel, 1990) (Tamm et al.,
1975) (Braiman and Priel, 2008) (Jayathilake et al., 2012). La longueur de 'onde
métachronale varie entre 20 et 40 yum (Blake, 1973), mais dans la plupart des

2. Cavité buccal de la grenouille : la partie supérieure de I'intérieur de la bouche.
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FIGURE 1.9 — Onde métachronale ciliaire observée dans les paramécies. source : image

prise par N.Narematsu

cas, sa direction n’est pas la méme que la direction de propulsion (Braiman and

2008) (simulations numériques).

Les causes de ce comportement coopératif sont mal connues. Une hypothése
faite & partir d’observations sur des paramécies| est que le mouvement des

cils voisins est couplé par des interactions hydrodynamiques (Okamoto and Na-|
1994). Dans ce cas, le battement d’un cil est influencé par le flux du fluide
créé par les autres cils.

On peut se demander si ces interactions hydrodynamiques sont suffisantes
pour créer le mouvement coopératif ou si ce dernier est déclenché biochimique-

ment (Zagoory et al., [2001). Néanmoins, il a été montré que si aucune interac-

tion hydrodynamique n’altére le battement des cils, aucune synchronisation du
mouvement ciliaire ne se produit. Cela est le cas particulier des endroits avec
une densité de cils faible (Lenz and Ryskin, [2006).

Dans la littérature, plusieurs approches existent pour modéliser ce phéno-
meéne (Brennen and Winet, [1977) (Liron, [1976) (Gueron and Liron, [1992) (Gue-|
ron et al., [1997) (Gueron and Levit-Gurevich, [1998) (Holwill et al., [1995)) (La-|
igomarsino et al., 2002) (Cosentino Lagomarsino et al., 2003). En particulier,
Gueron et al (Gueron and Liron, 1992) (Gueron et al., [1997) (Gueron and Levit-
\Gurevich, [1998) ont montré pour des modeles de battement spécifiques avec

une densité de cils tres élevée, que les interactions hydrodynamiques peuvent
conduire a la formation des ondes métachronales.

3. La paramécie (Paramecium) est un genre bien connu de protozoaire cilié unicellulaire de
la famille des Parameciidae vivant en eau douce.
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Généralement, toutes les approches (expérimentales et simulations numé-
riques) n’ont jusqu’ici considéré que les modeles spécifiques de battement avec
une densité élevée de cils conduisant a une synchronisation et une formation
d’onde métachronale et pas les cas généraux des interactions hydrodynamiques
entre les cils. Pour des densités de cils faibles il est démontré que la stabilité de
I’état synchronisé et la relation de dispersion des ondes métachronales ne sont
pas universelles (Lenz and Ryskin, 2006). En effet, les études qui prennent les
cils existant sous une forme de "tapis dense" et produisant une onde métachro-
nale sont principalement mathématiques (Roy et al.,|2013).

L’effet du déphasage entre les cils a été exploré dans les systemes biologiques
(épithélium trachéal du lapin) et il a été montré que les cils ont des différences de
phase dans les deux directions "x" (stream-wise) et "y" (span-wise) (Sanderson
and Sleigh, [1981). Des simulations numériques ont été faites pour mieux com-
prendre I'importance de la différence de phase dans les deux directions, et ont
montré que s’il y a une différence de phase uniquement selon une seule direction
"x", 'onde voyage dans la direction opposée a la poussée effective (Jayathilake
et al., 2012) alors qu’elle se déplace dans un angle obtus (90°- 180°) a la direc-
tion de la poussée effective quand il y a une différence de phase dans les deux

N M "y M

directions "x" et "y".

Le mouvement des cils provoque aussi la circulation de la PCL dans les deux
directions "x" et "y" comme une fonction de temps et de différence de phase
(Jayathilake et al., 2012). Il a également été reporté expérimentalement que la
vitesse "stream-wise" (dans la direction "x") de la PCL en absence de la couche

du mucus est de 4.8 ym/s (Matsui et al., [1998).

1.4.4.2 Cas du patch

En parallele, ’étude de la physiologie de nombreux animaux (épithélium de
lapin, xénope...) a montré que la synchronisation des cils se produit dans des
régions distinctes de l'activité ciliaire, appelées "patchs" au lieu de la représen-
tation conventionnelle "tapis dense". Chacun de ces patchs est séparé de I'autre
et réparti sur I'épithélium cilié des divers organes du corps. Ces patchs de cils
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couvrent quelques micrometres carrés (Eshel et al.,[1987)), et il apparait que dans
les études expérimentales, la coordination des cils ne dépasse pas une distance
supérieure a quelques micrometres (10um) (Eshel et al.,[1987) (Roy et al., 2013).

Dans certains cas les patchs des cils sont séparés physiquement par des clefts
(des fentes) comme dans I'épithélium de la trachée de lapin (Sanderson and
Sleigh| |1981), des ridges (des crétes) ou par des groupes d’autres types cellu-
laires (figure[1.6). Le changement de I'écoulement du mucus dans ces patchs a
été observé sous différentes conditions : espacement ciliaire et déphasage (Roy
et al., | 2013).

Dans une publication par Blake (Blake, [1973)) les auteurs décrivent des mé-
canismes de clairance du mucus dans les poumons de mammiferes et indiquent
que les cellules ciliées ne représentent pas une forme de tapis dense, comme cela
est souvent évoqué, et couvrent approximativement 30-60 % de I'épithélium.

Aussi dans une étude réalisée par Antunes et al. (Antunes et al., 2007)) en
utilisant la microscopie électronique a balayage (SEM), le degré de ciliation de
I'appareil respiratoire murin a été observé. Ils ont trouvé que les cellules ciliées
ne se produisent que dans les patchs dispersés. Cependant, le degré de ciliation
est hétérogene, tandis que la surface de I'épithélium de la trachée de souris était
couvert de 30 a 35% cils, la cloison nasale de souris avait environ 90% de la
surface épithéliale ciliée.

Il est a noter que la vitesse de la couche de mucus ne dépend pas seulement
du nombre de cils, mais dépend également du degré d’activité coopérative entre
les cils et 'espacement entre deux cils voisins le long de la paroi. Quant au trans-
port mucociliaire, il est inefficace si la fréquence de battement des cils ou le
nombre de cils est réduit ou si un réseau de cils est immergé dans la couche de
mucus pendant la phase de récupération (Lee et al., 2011).
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1.5 Reéponse du mucus : Propriétés physiques du

mucus

L’efficacité de I'escalator mucociliaire dépend aussi de la réponse mécanique
du mucus (phase gel) aux contraintes de cisaillement générées par les cils. Sur
le plan chimique, le mucus est une structure intégrée de biopolymeres. Son com-
portement physique est complexe (non newtonien), avec des propriétés visco-
élastiques. La viscosité (résistance a I'écoulement) et I'élasticité (rigidité), sont
utilisées ensemble pour décrire la rhéologie du mucus. Ces propriétés rhéolo-
giques varient en fonction de la contrainte et le taux de cisaillement. Une forte
résistance a la déformation a des taux de cisaillement faibles et une résistance
faible a des taux de cisaillement élevés (Lai et al., [2009). C’est un fluide rhéo-
fluidifiant.

1.5.1 Propriétés rhéologiques

Des changements dans les propriétés rhéologiques du mucus peuvent affecter
grandement sa capacité a fonctionner comme un lubrifiant, barriere sélective, et
ligne de défense initiale contre I'infection en altérant le fonctionnement de I'es-
calator mucociliaire (Girod et al., 1992) (Slomiany and Slomiany, [1991).

En effet, si le mucus devient trop épais, par exemple dans la bronchite chro-
nique (Dulfano et al., 1971) ou la mucoviscidose (Galabert et al.,|1987) (Dawson
et al., |2003) ou la viscosité des expectorations peut étre plus de 100.000 fois
celle de l'eau, les patients éprouvent de grandes difficultés a I’élimination du
mucus, ce qui modifie les relations avec les microorganismes et le microbiome
des voies aériennes.

La caractérisation des propriétés rhéologique du mucus porte essentiellement
sur :

— Le module d’élasticité ou de stockage (G ’), qui mesure la tendance pour
le gel a récupérer sa forme d’origine apreés une déformation induite par le
stress.
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— Le module visqueux ou de perte (G "), qui est la mesure dans laquelle le
gel résiste a la tendance de I'écoulement.

Les propriétés viscoélastiques dynamiques de mucus sont étroitement régu-
l1ées biochimiquement afin d’assurer l'efficacité de I'escalator mucociliaire, tout
en conservant une adhérence et une force élastique suffisantes pour étre retenu
sur la surface épithéliale. La régulation biochimique des différents constituants
du mucus est complexe et hautement interdépendante, et I’échec dans une quel-
conque composante peuvent affecter les propriétés physiques du mucus et contri-
buer grandement a I'altération du transport mucociliaire.

Le mucus trachéo-bronchique des voies respiratoires de poumon humain sain
n’est pas facilement disponible en raison des difficultés de sa collecte. La carac-
térisation limitée des propriétés physiques du mucus des voies respiratoires peut
étre effectuée avec du mucus recueilli par une sonde endotrachéale (Rubin et al.,
1990) ou par brossage (Jeanneret-Grosjean et al., [1988).

Compte tenu de la difficulté a obtenir le mucus, les résultats de sa viscosité
dans les voies respiratoires du poumon sont trés variables (figure[1.10). Pour
des fréquences de cisaillement comprises entre 10~* et 102 Hz, la viscosité varie
beaucoup, couvrant des valeurs aussi élevées que 10° Pa.s et aussi faibles que
1072 Pa.s. En général, a faible taux de cisaillement, la viscosité du mucus humain
est 10%-10° fois plus élevée que celle de 'eau (10~3Pa.s) (Cone, 2009). Toutefois,
a des taux de cisaillement prés du maximum physiologique 103-10* Hz (réalisés
au cours de la toux), la viscosité du mucus est considérablement réduite, et le
mucus devient un fluide de faible viscosité (Lai et al., 2009). La pente de la vis-
cosité par rapport au taux de cisaillement de mucus est généralement dans la
plage de -1 a -0,5, avec une moyenne de -0,85 (D.B. Yeates, G.J. Besseris, |1997).
Dans d’autres études, la viscosité dans l'intervalle de 12 a 15 Pa.s, avec un temps
de relaxation d’environ 40 s et un module d’élasticité de 1 Pa, ont été proposé
pour représenter un profil rhéologique optimal pour la clairance mucociliaire
(Puchelle et al., [1987).
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FIGURE 1.10 — La viscosité de divers types de mucus humain. La viscosité dyna-
mique oscillatoire en fonction de la fréquence de cisaillement du mucus cervicale
(rouge), nasal (bleu) et des poumons (noir). Les lignes continues correspondent a
du mucus normal, tandis que les lignes pointillées correspondent au mucus dans
des conditions pathologiques. La région ombrée représente la plage de valeurs pour
tous les types de mucus indiqués. source (Lai et all, |2009)

1.5.2 Concentration

La concentration du mucus joue aussi un réle important sur le transport mu-
cociliaire. Les comportements visqueux et élastiques sont fortement dépendants
de la concentration de mucus (figure[I.11). G’ et G" augmentent avec la concen-
tration du mucus. En outre, si la phase gel du mucus est trés concentrée (> 7%),
comme dans le cas de la mucoviscidose, le mucus exerce une pression osmotique
trés grande sur la PCL et écrase les cils (Button et al., 2012) (figure[I.5]C). Les
cils étant écrasés ne battent pas et donc I'escalator mucociliaire est altéré.

1.5.3 Pression osmotique

Dans une méme étude sur la mucoviscidose, Button et al. ont montré que la
hauteur des cils diminue considérablement avec 'augmentation de la pression
osmotique exercée par le mucus. La valeur du module osmotique du mucus nor-
mal étant de 300 Pa (K), Button a montré que 800 Pa représente le module
osmotique minimal (Kcc) nécessaire pour comprimer les cils. Les expériences
avec du mucus de I'épithélium bronchique humain ont révélé que le mucus avec
un module osmotique K = 5700 Pa, est similaire a celui observé dans la muco-
viscidose qui provoque une compression complete des cils. Sur la base de ces
données, les cils des voies aériennes ne présentent pas une rigidité suffisante
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FIGURE 1.11 — Les propriétés viscoélastiques du mucus en fonction de la fréquence
de cisaillement. Le module élastique G’ et visqueux G" en fonction de la fréquence
pour du mucus a différentes concentrations de 1,5 & 5,0% en poids de matiéres
solides. source (Hill et al., |2014))

pour résister a 'effondrement osmotique au cours de la déshydratation sévere
de surface des voies respiratoires (Button et al., 2012).

1.6 Modéles d’investigation

La clairance mucociliaire (MCC) est un "systéeme d’élimination des déchets"
tres efficace. Ce systéme est couplé car le transport dépend de la force résultante
appliquée par les cils et de la réponse rhéologique du mucus a cette force. D’'une
part les propriétés rhéologiques du mucus dépendent des contraintes appliquées
(fluide rhéofluidifiant), et d’autre part ces mémes propriétés peuvent affecter la
fréquence de battement des cils.

De nombreuses travaux ont porté sur 'étude des composants individuels de
la clairance mucociliaire in vitro. Cependant, peu d’études ont été consacrées a
explorer la physique du systéme couplé, en grande partie en raison de la diffi-
culté d’effectuer des mesures quantitatives in vivo. La caractérisation in vivo de
I'activité des cils est impossible. Les cellules ciliées peuvent étre collectées a par-
tir de brossage bronchique mais leur suspension dans une solution aqueuse est
loin des conditions physiologiques, car il n’y a plus de mucus a leur surface et les
cils ne sont plus en contact avec l'air. En outre, la technique la plus courante et
la moins invasive pour la mesure de la MCC in vivo implique la mesure de la dis-
parition des traceurs radioactifs des voies aériennes (Bennett et al.,[2013). Cette
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technique a été utilisée pour étudier la MCC chez la souris (Bhashyam et al.,
2012) (Foster et al., 2001), le chien (Lay et al., 2003)), et le mouton (Sabater
et al., [1999), ainsi que chez 'homme (Bennett et al., [2013). Dans des modeles
de souris, le transport mucociliaire a souvent été mesuré en suivant le mouve-
ment des particules endogénes ou des marqueurs fluorescents dans la trachée,
mais ces procédures sont généralement plus invasives (Grubb et al., [2004) (Look
et al., 2001) (Ostrowski et al., [2010)(Zahm et al., [1997). D’autres chercheurs
ont utilisé des préparations ex vivo pour étudier le transport mucociliaire (par
exemple, (Cooper et al., [2013) (Francis and Lo, 2013) (Francis et al., |2009), et
bien que ces études aient donné des informations précieuses, 'utilisation de tissu
excisé présente des défis supplémentaires.

En raison de I'importance de I’élimination du mucus pour la défense des voies
aériennes, un modele de culture des cellules épithéliales des voies respiratoires
humaines a l'interface air-liquide a été développé et semble se rapprocher le plus
des conditions physiologiques pour I'’étude de la MCC. Les modeles d’étude réfé-
rencés pour étudier les facteurs susceptibles de modifier le transport du mucus
vont étre présentés dans les paragraphes suivants.

1.6.1 Modéles humains

In vitro

Un modeéle in vitro de cultures épithéliales trachéo-bronchiques humaines
bien différenciées a été produit sur des puits de multiplaques (12mm) (Gray
et al., 1996) avec différentes étapes de dissociation (Wu et al., [1985) et de
culture (Lechner and Laveck, 1985) (Matsui et al., 1998)). Ce modele appelé ALI
(Air-Liquid-Interface) représente I’épithélium tel qu’il est dans les voies respira-
toires (figure[I.3|B) (Gras et al.,[2012). Le pourcentage moyen des cils est estimé
a 16% (Parker et al., 2012) et la fréquence de battement a 12 Hz (Sears et al.,
2015)).

En utilisant ce modele Tarran a montré qu’il y avait une corrélation inverse
entre la concentration du mucus (pourcentage du solide) et sa vitesse de rota-
tion (transport du mucus circulaire). La vitesse de rotation du mucus diminue
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de 150 pym/s a 30 um/s lorsqu’on augmente sa concentration de 2,5% a 6,5%
(Tarran, 2004). Ces études ont ainsi souligné I'importance de I'hydratation et
son influence sur la vitesse du mucus. Il a montré aussi dans une autre étude
que l'augmentation de la contrainte de cisaillement libere une quantité d’ATP
suffisante pour réguler a la hausse le taux de transport d’ions et augmenter le
transport de mucus (Tarran et al., 2005)).

Toujours sur le méme modele, Matsui et al. ont incorporé des microspheres
dans la couche de mucus de la surface apicale et ont observé un déplacement
rotationnel des billes a vitesse angulaire constante, ce qui suggere que le mu-
cus dans lequel elles ont été piégées se déplace comme un réseau (Matsui et al.,
1998)). La vitesse maximale moyenne des microspheres sur le bord extérieur du
réseau rotatif était de 84,2+ 11.2 um/s. En revanche le transport moyen du mu-
cus a été mesuré a 39,2 ym/s (Matsui et al., 1998).

Récemment, il a été montré que le changement de la fréquence de battement
des cils affecte directement le transport. La vitesse du transport augmente avec
I'augmentation de la fréquence de battement et de maniére inversement propor-
tionnelle (Sears et al., [2015)).

Ex vivo

D’autres études faites sur un modele ex vivo "la trachée", indiquent que le
transport entrainé par les cils qui battent, dans les voies respiratoires humaines,
est possible méme en absence de mucus qui a été enlevé et remplacé par des par-
ticules de différentes tailles. Si le transport libre du mucus échoue, I'épithélium
peut réagir en libérant du mucus ou en augmentant la fréquence de battement
ciliaire pour maintenir le transport des particules (Bermbach et al., 2014). Cette
méme étude montre que lorsque les particules sont attachées aux cils, la fré-
quence de battement et/ou la production du mucus sont augmentées. Le taux
de clairance mucociliaire mesuré de maniere non invasive dans les trachées chez
I’homme est de (66-83um/s) (Salathe, M., O’Riordan, T. G. and Wanner, 1997).
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1.6.2 Modéles animaux

L’efficacité du transport a été I'objet d’étude sur d’autres modeles animaux
avec un épithélium pseudostratifié qui se rapproche de celui des voies respira-
toires humaines. Puchelle et al. ont montré, apres une analyse de la relation
entre les propriétés rhéologiques des expectorations et leurs transport sur la ca-
vité buccale de grenouille, que les taux de transport les plus élevés ont été ob-
tenus avec des échantillons d’expectorations avec une capacité de filage élevée
(> 70 mm) et une gamme intermédiaire de viscosité (25-180 P) et d’élasticité
(Puchelle et al., [1983).

Cependant, personne ne s’est intéressé, jusqu’a présent, a regarder I'influence
du pourcentage des cils sur le transport du mucus dans les différents modeles

qui existent.

1.7 Anomalies de 1’épithélium en pathologie hu-

maine et altération de la clairance mucocilaire

Les anomalies de la clairance mucociliaire et la diminution de la défense
immunitaire du poumon, sont un objet commun dans de nombreux troubles pul-
monaires acquis ou héréditaires. Dans beaucoup de ces troubles, les cils des voies
respiratoires montrent des anomalies structurelles et/ou fonctionnelles.

1.7.1 Asthme
Définition

L’asthme est une maladie chronique caractérisée par une inflammation des
bronches, réagissant de facon excessive (hyper-réactivité bronchique) a certains
facteurs (le froid, le tabac, la pollution atmosphérique...). L’asthme associe deux
phénomenes : une contraction des muscles qui entourent les bronches et une in-
flammation qui se traduit par un gonflement de la paroi intérieure des bronches
(cedeme bronchique) et par une sécrétion plus abondante de mucus (hypersé-
crétion bronchique). L’ensemble aboutit a une réduction du calibre des bronches
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FIGURE 1.12 — Illustration du rétrécissement des bronches chez un asthmatique
hors ou pendant une crise. source : Creapharma

et donc a la diminution du flux aérien (figure|1.12).

Anomalie fonctionnelle

La clairance mucociliaire est altérée dans 'asthme (Hilding, 1943)). Des échan-

tillons d’autopsie suite a une mort par asthme montrent une perte de cils, une
détérioration de I'épithélium bronchique, et un échec de la clairance du mu-

cus bronchique avec bouchage des voies aériennes (Hilding, 1943)) (DUNNILL,
1960). De plus, beaucoup d’études fonctionnelles chez des sujets asthmatiques
ont montré une altération de la clairance mucociliaire (Mezey et al., [1978) (Ah-|

med et al., [1981), et une clairance anormale des sécrétions est cliniquement

apparente chez les patients asthmatiques (Mezey et al., [1978).

Bien que des modifications dans les propriétés de mucus jouent un réle dans
cette altération, les changements de structure et la fonction des cils contribuent
également a la diminution de la clairance mucociliaire dans I'asthme. La détério-

ration de I'épithélium cilié observée au cours de I'autopsie (Hilding, 1943) (DUN-|
NILL, 1960) est également observée dans des cellules obtenues par biopsie et
par détachement de 1’épithélium des voies aériennes et récupération par lavage

broncho-alvéolaire (Beasley et al., [ 1989).
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La microscopie électronique de biopsies épithéliales a la fois chez les enfants
et chez les adultes souffrant d’asthme présente des dommages des cellules ciliées,
une perte et une structure anormale des cils (Cokugras et al., 2001)) (Laitinen
et al.,|1985). De plus, la fréquence de battement de cils immergés dans une solu-
tion est réduite dans 'asthme modéré et sévere comparée a la fréquence de bat-
tement des cils des controles (Thomas et al., 2010)), et la direction de battement
de cils est désorganisée (Laitinen et al., |[1985). Les sujets atteints d’asthme mo-
déré et sévere ont plus de dyskinésie et de cils immobiles que les sujets contrdles,
alors que la longueur des cils est inchangée chez les asthmatiques (Thomas et al.,
2010).

Liée a ces anomalies de la fonction, la constatation est que les sujets ayant
un asthme sévere ont plus de désorientation de cils, une déplétion de cils et des
défauts de microtubules comparé a des sujets contrbles et des sujets avec un
asthme l1éger (Thomas et al., 2010).

Quant aux expectorations de patients atteints d’asthme, elles présentent un
effet inhibiteur sur les cils qui battent dans des explants épithéliaux bronchiques
(Dulfano et al.,[1982)). Un certain nombre de médiateurs impliqués dans ’asthme
augmentent la fréquence de battement des cils (Cyrus et al., [1998) (Joki et al.,
1996), et d’autres ont des effets variables sur cette derniére(Cyrus et al., |1998)
(Joki et al., [ 1996) (Schuil et al., |1994).

Une cytokine, dite de type Th2, I'IL-13 est trouvée a des niveaux accrus dans
les voies respiratoires des asthmatiques et est un médiateur clé des anomalies
épithéliales dans I'asthme (Ingram and Kraft, 2012). Dans les modeles de culture
de différenciation mucociliaire, 'IL-13 favoriserait la différenciation des cellules
caliciformes et diminuerait le nombre de cellules ciliées (Laoukili et al., 2001)).

L’ajout d’IL-13 a I'épithélium différencié des voies aériennes en culture réduit
a la fois le nombre de cellules ciliées et le nombre de cils par cellule (Gomperts
et al., 2007). Il diminue et éventuellement arréte la fréquence de battement des
cils (Laoukili et al., 2001).
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1.7 Anomalies de I’épithélium en pathologie humaine et altération de la
clairance mucocilaire
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FIGURE 1.13 — Ilustration de 'obstruction des bronches dans la BPCO. source :

Guide a l'usage des patients et de leur entourage. 2004. édition Bash

1.7.2 BPCO
Définition

La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) se définit comme
une maladie chronique inflammatoire. Cette affection est caractérisée par une
obstruction progressive et permanente des bronches et une diminution non com-
plétement réversible des débits aériens (figure[I.13). La BPCO est la cinquiéme
cause de mortalité dans le monde. La principale cause de cette maladie est le
tabagisme.

Anomalie fonctionnelle

La clairance mucociliaire est aussi altérée dans la BPCO en association avec

une vulnérabilité accrue aux infections des voies respiratoires (Camner et al.)

1973)). Cette diminution de la clairance est attribuée a un raccourcissement des
cils provoqué par la fumée de cigarette ainsi qu'une dysfonction épithéliale des

voies aériennes (Lam et al.,2013). Les cils des voies respiratoires sont plus courts

chez les fumeurs en bonne santé que chez les non fumeurs et méme plus courts
chez les fumeurs atteints de BPCO que chez les fumeurs sans preuve de la ma-
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ladie des voies respiratoires (Hessel et al., [2014) (Leopold et al., 2009). Le bat-
tement des cils est altéré dans les cils nasaux de personnes atteintes de la BPCO
(Yaghi et al., 2012)), méme apres I'arrét du tabac (Koblizek et al., 2011)).

Fumer est reconnu depuis longtemps pour supprimer la clairance mucoci-
liaire chez la plupart des fumeurs et provoquer le ralentissement de cette der-
nieére immédiatement apres la fumée d’une cigarette (Albert et al., [1969) (Pavia
et al., |1971). Les personnes souffrant de bronchite présentent une réduction de
la clairance mucociliaire (Foster et al., 1985) et cesser de fumer améliore les
mesures de la clairance mucociliaire nasale par rapport aux valeurs de référence
obtenues avant I'arrét du tabagisme (Ramos et al., |2011).

1.7.3 Mucoviscidose (CF)
Définition

La mucoviscidose (Cystic Fibrosis "CF") est la maladie génétique grave la plus
fréquente. Le mot mucoviscidose vient des mots mucus et viscosité. Evolutive, la
CF est une maladie héréditaire due a des mutations dans le géne CFTR (Cystic
fibrosis transmembrane conductance regulator) codant la protéine CFTR mem-
branaire responsable de '’échange d’ions chlorures entre l'intérieur et 'extérieur
de la cellule. Lorsque son géne est muté, le canal dysfonctionne. Par le biais
de différentes cascades biologiques, il en résulte notamment une diminution de
I'eau excrétée au niveau des muqueuses et, en conséquence, une inflammation
et un épaississement du mucus qui le recouvre. Ce phénomene entraine I'appari-

tion des symptémes habituels de la mucoviscidose.

Anomalie fonctionnelle

La clairance mucociliaire anormale dans la CF conduit a des infections et
des bronchectasies répétées (Boucher, 2004). La clairance mucociliaire anormale
chez les individus atteints de mucoviscidose résulte des propriétés biophysiques
anormales de mucus des voies respiratoires, non principalement de la ciliopathie
(Ehre et al., |2014) (Rubin, 2007). Des données animales expérimentales sug-
gerent que le facteur le plus important dans le controle de I'efficacité de la clai-
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rance de mucus est 'hydratation de la surface des voies aériennes (Ehre et al.,
2014). Dans la CF, la plus grande absorption de Na* et de réduction de la sécré-
tion de Cl- conduisent a une réduction de la teneur en eau a la fois dans la couche
de mucus et la couche periciliaire (Boucher, 2007). Cette évolution conduit a une
couche de mucus qui est hautement adhésive (Boucher, 2007) (Rubin, 2007).
En plus de I'état d’hydratation anormale, une hypersécrétion de mucus finit par
se produire en réponse a une infection récurrente et I'inflammation persistante
et aggrave encore les propriétés physiques et la clairance de mucus (Boucher,
2007).

1.8 Meéthodes d’évaluation de la structure et de la

fonction des cils

Plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour évaluer la structure et la fonc-
tion des cils chez les humains. Des échantillons de cellules ciliées des voies res-
piratoires peuvent étre obtenus par autopsie ou a partir directement du poumon
des sujets vivants par brossage bronchoscopique ou biopsie ou en utilisant des
échantillons nasaux comme un modele d’approximation (Lee et al., [1987).

La microscope a lumiére transmise peut étre utilisée pour évaluer la longueur
des cils (Hessel et al., [2014) (Leopold et al., |2009) et la microscopie a contraste
de phase afin d’examiner le battement des cils (Veerman et al., [1980).

La microscopie électronique en transmission est utilisée pour évaluer 'ultra-
structure caractéristique des cils y compris 'orientation de la paire centrale de
microtubules, le nombre et 'emplacement des bras de dynéine, et I'orientation
des microtubules périphériques (Veerman et al., 1980).

La tomographie électronique permet en s’appuyant sur les images de micro-
scopie électronique de transmission, de visualiser les structures 3D (Shoemark
and Hogg, |2012). La structure 3D de I'épithélium des voies respiratoires peut
également étre évaluée par microscopie électronique a balayage pour détermi-
ner la présence et le nombre des cils par cellule et pour l'orientation des cils
(Veerman et al., [1980).
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La fréquence de battement des cils peut étre évaluée par vidéo/photographie
(Sleigh et al., 1988) (Luk and Dulfano, |1983) ou des méthodes photoélectriques
(Low et al.,[1984)) (Yager et al.,|1980) ou par la mesure de la lumiere réfléchie par
les cils en mouvement par micro photométrie (Cyrus et al., [1998)). Les méthodes
utilisant la tomographie par cohérence optique permettent la visualisation du
mouvement ciliaire et ainsi de mesurer I'activité des cils (Oldenburg et al., 2012).
L’analyse du flux optique a également été utilisée pour évaluer le mouvement des
cils dans des cellules humaines en culture (Parrilla et al., 2013).

L’évaluation intégrée de la clairance mucociliaire peut étre évaluée en pla-
¢ant un comprimé ou une solution de saccharine derriére le cornet inférieur et
en mesurant le temps jusqu’a ce que le gofit sucré soit percu par le sujet (Braat
et al., [1995). Cela peut également étre fait en conjonction avec le placement
d’'une goutte de la solution de carmin d’indigo bleu, permettant la mesure du
temps jusqu’a ce qu'une ligne bleue puisse étre observé sur la paroi postérieure
du pharynx (Braat et al., |1995).

D’autres méthodes consistent a mesurer la clairance de particules marquées
dans les voies respiratoires en utilisant la scintigraphie de micro-spheres de tech-
nétium marquées a 'albumine ou de macro-agrégats (Weiss et al., [1983) (Zwas
et al., [ 1987) ; sous forme d’aérosol contenant des particules Fe,SO3 technétium
(Foster et al., [1976)) ; ou de particules de Téflon marquées avec du technétium,
de I'indium, ou de I'or (Mossberg et al., 1978) (Stahlhofen et al., 1981). Le mou-
vement de particules de Téflon non marquées peut étre visualisé en utilisant des
la fibroscopie (bronchoscopie) (Wood et al., 1975).
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2.1 Matériels

2.1.1 Matériels biologiques
2.1.1.1 Modéle ALI

Le modele d’étude est un modéele original in vitro de reconstruction 3D de
I'épithélium bronchique de patients (asthmatiques 1égers et séveres et BPCO)
et de sujets sains tel qu’il est observé dans les voies aériennes humaines et qui
garde en mémoire le phénotype de la maladie (Gras et al., 2012). Ce modéele
est développé sur des inserts de type transwell (12 mm de diametre, 0,4 mm
de taille de pore) placés dans les plaques de culture multipuits (plaques de 12).
Le milieu de culture utilisé est spécifique et constitué d'un mélange 1 :1 de mi-
lieu de croissance épithélial bronchique (BEGM, Lonza, Bale, Suisse) et de Dul-
becco milieu de Eagle modifié (DMEM, Invitrogen, Carlsbad, Californie) enrichi
en acide rétinoique et BSA. Les cellules baignent dans ce milieu au niveau ba-
solateral mais sont a I'air au niveau apical afin d’établir l'interface air-liquide
(ALID) (figure[2.1). Les cellules sont maintenues en culture pendant 4 semaines
afin d’obtenir une population de cellules ayant un phénotype différencié mucoci-
liaire. Elles sont utilisées a la cinquieme semaine, lors de 'apparition des touffes
de cils qui battent. La durée de vie des cultures peut cependant aller jusqu’a plu-
sieurs semaines (8 semaines en moyenne).

Le deuxiéme modele utilisé est un modele commercial qui reproduit éga-
lement in vitro de 1’épithélium des voies aériennes humaines. Contrairement a
notre modele, les cellules sont obtenues post-mortem, et apres expansion, culti-
vées sur des transpuits de 6 mm de diametre (Epithelix, MucilAir, Suisse). Le
milieu de culture prét-a-utilisation est sans sérum et contient des facteurs de
croissance (Epithelix, milieu de culture MucilAir, Suisse).

2.1.1.2 Marquage fluorescent

Un triple marquage a été réalisé sur les cellules épithéliales. Les noyaux ont
été marqués par le bisBenzimide H 33342 (Sigma- Aldrich) qui excite a 405 nm
dans le violet et qui émet dans le bleu-violet 465nm. La tubuline a été marqué
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FIGURE 2.1 — Les étapes de la culture cellulaire du modéle épithélial ALI.

par le TubulinTracker (Invitrogen) et les mitochondries par le MitoTracker (In-
vitrogen) qui excitent/émettent a 494 nm (bleu) / 522 nm (vert) et 581 nm
(jaune-orangé) / 644 nm (rouge) respectivement.

2.1.2 Instruments
2.1.2.1 Microscopie a transmission

La microscopie optique a transmission a été réalisée sur un microscope in-
versé Nikon Eclipse Ti équipé d’'un Z motorisé (mouvement haut/bas) et de 4
objectifs x10, x20, x60 (a I'air) et x100 (a I'huile) controlé par le logiciel Nikon
Control. Les observations ont été faites a4 37 °C et 5 % de CO, (dans une boite
faite maison) en utilisant des ventilateurs de chauffage (FLH 400, Pfannenberg)
controlés par un indicateur digital (Di eco, Jumo) et une pompe a air (OkoLab,
Italie) équipée dune bouteille de CO,. La caméra utilisée pour I'acquisition est
une Photron SA4 contrélée par le logiciel PFV (Photron FASTCAM Viewer).

2.1.2.2 Microscopie a fluorescence

Le méme microscope a transmission est équipé de 3 cubes de fluorescence
constitués chacun de deux filtres (filtre d’excitation et filtre d’arrét) et d’'un mi-
roir dichroique. Les 3 cubes permettent d’exciter/émettre dans le violet/bleu,
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bleu/vert et vert/rouge. Le controle de l'intensité de fluorescence ou des cubes
peut étre effectué manuellement ou par le logiciel Nikon Control. Pour 'acqui-
sition en fluorescence, nous avons utilisé une caméra sensible (Andor, sSCMOS
Neo) controlée par deux logiciels en fonction de I'expérience : Andor sCMOS ou
Micro-Manager.

2.1.2.3 Microscopie confocale

La microscopie confocale a été réalisée au plateau de ressources en image-
rie de 'IBDM. Deux microscopes confocaux ont été utilisés. Le premier en dy-
namique, utilisant un disque rotatif Roper fonctionnant sur un Nikon inversé
Eclipse Ti (objectifs : x60, x40 et x20) équipé de deux caméras EMCCD Photo-
metrics évoluées le tout contr6lés par le logiciel MetaMorph. Le second est un
microscope confocal classique, permettant d’avoir des images en haute résolu-
tion fonctionnant sur un Zeiss 510 inversé contr6lé avec le logiciel LSM510.

2.2 Méthodes

Toute manipulation de cellules (changement de milieu, lavage, marquage...)
est faite sous une hotte a flux d’air laminaire ascendant, vertical et agrémenté
d’un filtre a particules. L’air soufflé est stérile, et tout ce qui est sous la hotte est
en zone propre pour éviter toute contamination par dépot. Toutes les observa-
tions ont été faites a 37°C et en présence de 5 % de CO,.

2.2.0.4 Culture ALI

Les cellules sont maintenues dans un incubateur a 37 °C sous 5% de CO, jus-
qu’a leur utilisation avec un renouvellement du milieu tous les 2 jours. Un lavage
est effectué des la réception des cellules puis en fonction du type d’expérience
et de la production du mucus qui varie d'une culture a une autre. Le lavage des
cellules se fait au niveau apical avec 500yl de PBS (Phosphate Buffered Saline)
et cela apres avoir prélevé le mucus secrété a ’'aide d’une pipette. Pour certaines
expériences, une incubation avec 500 ul de DTT (dithiothréitol) a 10 mM suivi
de 10 lavages avec du PBS ont été réalisés afin de casser les ponts di-sulfures du
mucus et 'enlever completement (Matsui et al., [1998).
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Tableau 2.1 — Modulation pharmacologique.

Drogues DMSO | GSK | 2-APB| ATP | EGTA
Concentration | 1/1000 | 10 uM | 5 uM | 100 pgM | 5 mM
incubation 30 min | 30 min 30 s 30 min | 5 min

2.2.0.5 Concentration de mucus

Le mucus est obtenu en le laissant s’accumuler sur la surface de I'épithélium
durant plusieurs jours (jusqu’a 1 semaine), puis aspiré par pipetage et mis en
commun en additionnant 24 puits d'un méme sujet. La mesure du rapport sec a
I’état humide sur le mucus de chaque patient a été effectuée sous vide a 65°C
pendant une nuit (Tarran, 2004)). La concentration obtenue a été définie comme
le rapport de la masse totale de solides secs mesurés sur le mucus apres séchage
sur la masse initiale de mucus.

2.2.0.6 Triple marquage fluorescent

La structure de I'épithélium a été imagée par une technique de triple mar-
quage des cellules épithéliales (§/2.1.1.2)). Tout d’abord, le mucus a été retiré de
la partie supérieure de chaque puits étudié, qui a été ensuite lavé avec du PBS
(500 pl). Le PBS a été finalement retiré de la partie supérieure du puits. Les
trois marqueurs, bisBenzimide H 33342, TubulinTracker et MitoTracker ont été
mélangés et dilués dans du PBS aux concentrations finales de 10nM, 500 nM et
250nM respectivement. Apres incubation des marqueurs sur le pble apical des
cellules pendant 30 minutes a 37 °C / 5 % de CO,, les cellules ont été lavées 3
fois avec du PBS (500 pl) avant 'imagerie.

2.2.0.7 Modulation pharmacologique

Une premiere mesure de battements ciliaire a été faite apres avoir enlevé le
mucus et un lavage au PBS (500ul). Ensuite, chaque modulateur pharmacolo-
gique a été ajouté selon les concentrations et temps d’incubation indiqués dans
le tableaul2.1l Les mesures ont ensuite été effectuées.

59



Matériels et Méthodes

2.2.1 Observation microscopique

Structure de Uépithélium. Les images de haute résolution en microscopie confo-

cale XZ de I'épithélium ont été obtenues en utilisant les deux confocaux i.e clas-
sique et dynamique (§2.1.2.3) en imageant avec différents grossissements (ob-
jectifs : x60 a eau, x40 a huile et x20 a air). Les cultures de cellules marquées en
fluorescence (§]2.2.0.6) ont été placées dans des boites de culture avec un fond
de verre (MatTek, Etats-Unis) auxquelles on a collé le contour d’'une boite de
pétri permettant de travailler avec des objectifs a immersion. Des piles de 45-50
images ont été enregistrées tout les 0,6 ou 0,8 um en z en partant du haut de la
culture d’épithélium.

Les cils mobiles. Les touffes de cils mobiles ont été détectées directement avec
I'imagerie confocale rapide (Disque rotatif Rooper) (§.2.1.2.3). La mesure de la
fraction de touffes mobiles a été faite avec plus de précision en comparant les

images obtenues par microscopie a fluorescence en se mettant au niveau des cils
en z (ce rendement étant le nombre total des touffes de cils) avec celles obte-
nues en lumiere transmise sur le méme plan (Z) et méme positionnement (XY).
La durée du film, qui est la méme en fluorescence et en transmission, est de 5
secondes avec un frame rate de 20 images par seconde.

Dynamique de Uépithélium. Le déplacement des cellules épithéliales a I'inté-

rieur de I'épithélium a été observé en transmission avec 'objectif x60 a air pen-
dant une heure avec une fréquence d’acquisition de 12 images par minute, en
établissant une seule acquisition par patient au milieu du puits de culture. L’épais-
seur de I’épithélium a également été mesurée a 'aide du Z motorisé du micro-
scope en transmission (§/2.1.2.7) en moyennant cinq mesures, d’'un seul puits,
sur la méme ligne horizontale du puits de culture en partant de la droite vers la
gauche en passant par le milieu.

Densité et fréquence de battement. La densité et la fréquence de battement des

touffes de cils mobiles ont été observées avec le grossissement x60 a air et
une fréquence d’acquisition de 250 images par seconde pendant 3 secondes en
transmission avec la caméra rapide Photron SA4 (§[2.1.2.1)). Pour chaque su-
jet (controle, asthme léger / sévere et BPCO), trois puits ont été analysés. Pour
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chaque puits, trois observations ont été effectuées dans une zone de 255x255
um? (une au centre du puits et deux sur les c6tés opposés). Toutes les expériences
ont été réalisées en présence de mucus (avant lavage), puis apres aspiration du
mucus et lavage avec du PBS (500ul).

Transport du mucus et des billes. Le transport du mucus et des billes a été étu-

dié avec les objectifs x10, x20 et x60 a air en suivant le mouvement des hété-
rogénéités de mucus ou des billes microscopiques (1 um, fluorescentes rouge).
Ces billes ont été incorporées in situ sur la partie apicale des cultures apres avoir
enlevé le mucus et lavé avec du PBS, en utilisant la caméra Photron SA4 en trans-
mission (§.2.1.2.1)) et la caméra Andor Neo sCMOS en fluorescence (§2.1.2.2)).
Le temps d’acquisition a été adapté en fonction de la vitesse de déplacement des
billes/mucus et en fonction du grossissement utilisé. Le transport a été évalué en
présence du mucus et apres avoir enlevé la couche du mucus suivi d’'un lavage
au DTT comme décrit précédemment.

Fréquence en immersion. Les cellules ciliées de la culture ALI ont été séparées

les unes des autres par grattage a ’'aide d'un cone de pipette (P1000) et placées
dans le milieu de culture approprié (§[2.1.1.1) dans des boites de culture avec un
fond de verre (MatTek, Etats-Unis) permettant 'observation avec objectif x100
/ 1,45 a huile en microscopie de transmission en utilisant une caméra rapide
(§[2.1.2.1). L’acquisition des images et la détermination des fréquences ont été
déterminées comme précédemment (§2.2.1)).

2.2.2 Meéthode d’analyse

2.2.2.1 Analyse d’image

Toutes les analyses ont été effectuées en utilisant un logiciel Fiji (open source).

Densité et fréquence de battement L’analyse des données de densité
et de fréquence de battement des cils a été effectuée en soustrayant l'intensité
moyenne des pixels a 'ensemble du film (la pile d’images). Ce processus a été uti-
lisé pour mettre en évidence les cils mobiles de la pile (figure[2.2)). Dans chaque
domaine d’observation, le pourcentage des touffes de cils mobiles a été mesuré
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FIGURE 2.2 — Image représentative de I’échantillonnage des cils (A) avant trai-
tement et (B) aprés traitement avec Fiji. Les cils sont représentés par les fleches

rouges (7).

et la fréquence de battement moyenne a été déterminé sur cinq touffes de cils
choisies au hasard en moyennant 20 cycles de battement pour chaque touffe
choisie et en normalisant par rapport a la fréquence d’acquisition.

transport du mucus et des billes le transport du mucus et des billes a été
obtenu en en superposant une pile d'images d’un film qui permet de déterminer
les trajectoires des chemins parcourus par les billes/mucus. Ensuite en fonction
de la trajectoire (circulaire ou linéaire) la période de rotation, la vitesse angulaire
et/ou la vitesse linéaire sont déterminées. Dans le cas circulaire, la période est
définie sur une rotation entiere ou en mesurant le temps et 'angle d’un arc de
cercle et en projetant ce dernier a 360 °. Et dans le cas linéaire, la vitesse est
mesurée par la distance parcourue entre le début et la fin de la trajectoire en
fonction du temps.

Dynamique de I’épithélium Pour la dynamique de I’épithélium, le dépla-
cement des cellules est déterminé par une simple mesure de la distance d’une
méme jonction de cellules au début de I'acquisition du film et une heure apres.
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2.2.2.2 Analyse statistique

L’analyse statistique a été faite par Nicolas Molinari, bio-statisticien a 1’'Uni-
versité Montpellier I. Un modeéle a effet aléatoire a été employé. Afin de prendre
en compte le fait que les observations sont multiples pour un méme échantillon
et pour tenir compte de l'effet la culture dans les analyses, un modeéle a effets
mixtes a été ajusté. Le sujet et la chambre de culture ont été considérés comme
des effets aléatoires. La localisation (I’endroit de I'analyse), le groupe (sujets
sains ou malade) et le temps (avant et apres lavage) sont les effets fixes du mo-
dele.
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Notre objectif est de mieux comprendre la mécanique de la clairance muco-
ciliaire et de cerner les causes mécaniques de l'altération de cette clairance dans
I'asthme sévere (et la BPCO). Nous avons vu que les acteurs principaux étaient i)
les cellules épithéliales ciliées dont I'activité ciliaire fournit la force de propulsion
de la couche de surface principalement composée de mucus (nous I'appellerons
couche de mucus ou plus simplement mucus), ii) Les propriétés viscoélastiques
et osmotiques de la couche de mucus qui déterminent la réponse du mucus a la
force de propulsion et , notamment, sa vitesse, iii) la couche périciliaire dont le
fluide est aussi mis en mouvement par les cils. Nous avons vu que le systéme était
complexe par le couplage des effets. Enfin nous avons vu que I'on pouvait dispo-
ser de modeles d’épithéliums reconstitués pour explorer ces questions in-vitro.
Nous avons travaillé sur ces modeles issus de contrbles et de patients atteints
d’asthme 1éger, d’asthme sévere et de BPCO.

Nos résultats sont présentés de la maniere suivante. D’abord, nous présentons
trés brievement la structure de ces épithéliums modeles. Ensuite nous explorons
'activité ciliaire de ces modeles en terme de taux d’activité, de densité de touffes
ciliaires et de fréquence de battement.

Nous présentons ensuite nos résultats sur la clairance mucociliaire en étu-
diant le transport de mucus et d’un fluide newtonien a la surface des épithéliums.
Nous établissons comment I'activité ciliaire détermine ce transport et mettons en
évidence la remarquable coordination de l'activité ciliaire. Nous discutons en-
suite la nécessaire communication entre cellules ciliées et le rdle joué par le

mucus.

Enfin nous appliquons les résultats obtenus au cas des pathologies et nous
proposons une cause mécanique pour comprendre la mauvaise clairance muco-
ciliaire. Nous discuterons du role du mucus a ce moment la. Nous finirons ce
chapitre par une discussion conclusive.
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3.1 L’épithélium reconstitué : Notre modéle d’étude

3.1.1 structure de I’épithélium

Nous avons observé la structure de I'’épithélium en ALI par microscopie confo-
cale en effectuant un triple marquage fluorescent sur des cultures vivantes (§.
[2.2.0.6). La reconstruction 3D des images obtenues en microscopie confocale,
(figuref3.1), montre un épithélium pseudo-stratifié, complétement différencié
similaire a celui des voies aériennes observé sur les biopsies endobronchiques
(Gras et al., [2012)(Crystal et al., 2008). Toutes les cellules partent de la base,
avec des noyaux situés a différentes hauteurs (figure[3.2)).

La partie inférieure est composée de cellules basales visibles par des noyaux
entourés par la tubuline et marquée par la TubulinTracker (vert). Ces cellules ne
s’étendent pas jusqu’a la surface de I'épithélium (figurel3.2JA1,B1). A la surface
de I'épithélium on voit essentiellement de cellules caliciformes et de cellules ci-
liées qui apparaissent en rouge (mitochondries marquées par MitoTraqueur) et
semblent former des jonctions serrées (figure[3.2JA2). Le pourcentage des cel-
lules ciliées mesuré sur 6 sujets sains est de 9%.

En zone apicale, on trouve les cils marqués par la TubulinTracker (vert) qui
sont situés au dessus de la membrane des cellules ciliées. IIs ont une hauteur
moyenne de 6,8um (figure[3.2}C,D) identique a celle mesurée dans les voies aé-
riennes supérieures (Chang et al., 2008).

Le pourcentage de cellules ciliées est faible, 5 fois moins important que celui
rapporté dans les voies respiratoires humaines (Raman et al., 2009). Mais il a
été mesuré sur un petit échantillonnage et sur un champ optique limité. Une me-
sure plus précise sera donnée a partir des observations de microscopie optique a
faible grossissement et effectuées sur un grand échantillon.

3.1.2 dynamique et épaisseur

Nous avons mesuré systématiquement I'épaisseur de 1’épithélium ALI en mi-
croscopie a transmission (16 sujets sains) et en microscopie confocale (6 sujets
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FIGURE 3.1 — Reconstruction 3D de I’épithélium sain obtenu en culture ALI par
microscopie confocale. Les cellules calciformes et les cellules ciliées apparaissent en
rouge (marquage au MitoTracker), leurs noyaux en bleu (marquage au bisBenzi-
mide H33342) et les cils avec en vert-jaune (marquage au TubulinTracker).

sains). La valeur moyenne de 1’épaisseur est de 23 um, qui est une épaisseur
normale pour un épithélium. Nous nous sommes intéressés aussi a la dynamique
des cellules épithéliales jointives (connectées) et nous avons mesuré leur dépla-
cement moyen en microscopie a transmission. Ce mouvement d’ensemble des
cellules sur 13 sujets sains est de I'ordre de 22 ym/heure (tableau/3.1)). Les épi-
théliums sont donc stables.

3.1.3 Incidence sur les maladies

Nous observons que la structure des épithéliums reconstitutés est moins ho-
mogene dans les épithéliums des sujets asthmatiques et nous avons relevé cer-
taines différences. De maniére qualitative, 'épithélium est moins compact et
moins bien organisé (figure[3.2]B). De plus, nous avons estimé la densité sur-
facique des différentes cellules en comptant les noyaux et nous avons trouvé
qu’elle est aussi affectée. Elle est de 0,75/um? chez les témoins et diminue jus-
qu'a 0,44/um? chez les sujets atteint d’asthme sévere (le tableau[3.1)). Quant au
pourcentage des cellules ciliées (figure[3.2lA3,B3), il diminue jusqu'a 4% dans
I'asthme 1éger (2 sujets) et 'asthme sévere (4 sujets). Cependant, la longueur
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3.1 L’épithélium reconstitué : Notre modéle d’étude

FIGURE 3.2 — Structure pseudo-stratifiée de I’épithélium reconstitué vivant en
microscopie confocale : (A) groupe controle (B) asthme sévére; 1) les cellules
basales sont détectées par les microtubules marqués avec le TubulinTracker ; 2)
les cellules calciformes et ciliées apparaissent en rouge (marquage au MitoTracker)
avec une répartition homogéne dans le groupe controle (A.2) et non homogeéne
dans l'asthme sévére (B.2); 3) les touffes de cils marquées avec le TubulinTracker ;
des images représentatives XZ en microscopie confocale des cultures ALI pour (C)
le groupe controle et (D) 'asthme sévére
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Tableau 3.1 — Les caractéristiques de I’épithélium ALI déterminées par microscopie
optique et confocale.

Groupes Témoin AL AS
Epaisseur(um) 23.22.4(16) | 23.5£3(15) | 22.41(4) | 21.6£2.5(3)
Dynamique(pm/h) 21.9(13) 16(11) 18.4(4)
densité 1°¢ couche(/pm?) 0.13(6) 0.1(4)
des cellules | 2™ couche (/pum?) 0.62 0.34

moyenne des cils restent la méme pour les différents groupes dans notre modele

(figure[3.2|C,D).

En revanche I’épaisseur et la dynamique de I’épithélium ne sont pas affectées
de maniere significative par la pathologie (asthme 1éger (4 sujets), asthme sévere
(15 sujets) et BPCO (3 sujets)) (tableau3.1)).

En conclusion, les épithéliums reconstitués sont stables et ont une structure
pseudo-stratifiée satisfaisante.

3.2 Activité ciliaire

L’activité ciliaire va étre caractérisée par deux parametres principaux : la den-
sité de touffes ciliaires actives qui recouvre la surface épithéliale, exprimée en
pourcentage de surface de I'épithélium recouvert par les touffes ciliaires dont les
cils battent, et la fréquence des battements de cils.

3.2.1 Densité de surface des touffes de cils actives

Nous avons échantillonné, analysé et mesuré le pourcentage de la surface
de I'épithélium occupée par les touffes ciliaires actives (cils qui battent) "¢"
sur les chambres de culture a partir de mesures par microscopie a transmission
(§2.2.1). Sur 17 cultures de témoins le pourcentage moyen est de ~ 16%. Il est
en accord avec ceux rapportés dans la littérature sur un épithelium reconstitué
ALI (Parker et al., [2012) (Adam et al., [2015)).
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Cependant, ce pourcentage de couverture ¢ reste plus faible que celui, global,
estimé pour certains organes du systeme respiratoire comme la trachée (49%)
(Raman et al., 2009). Cet écart est peut étre di a une absence de cils ou a des
touffes dont les cils sont immobiles qui ne sont pas détectées par nos mesures.
Nous avons donc mené des expériences de fluorescence, en effectuant un triple
marquage sur des épithéliums vivants (§[2.2.0.6), en combinant la microscopie
optique a transmission et la microscopie a fluorescence afin d’observer et de
quantifier toutes les touffes de cils présentes sur la surface de I'épithélium et de

pouvoir distinguer les touffes actives et les touffes non-actives.

Comme illustré dans la figure[3.3|B,C, I'image en transmission ne nous per-
met d’observer que les touffes de cils actives présentes dans le champ de la
caméra alors que l'image en fluorescence nous permet d’avoir 'ensemble des
touffes (actives et inactives) dans le méme champ de vision. Nous pouvons donc
discriminer celles qui sont inactives (les touffes de cils marquées avec des étoiles
rouges * dans la figure[3.3]C).

Nous avons trouvé un taux de touffes de cils inactives de 19,5% (sur 6 sujets
sains). Si nous tenons compte de ce taux dans le résultat précédent qui estimait
la couverture de touffes ciliées actives (), nous pouvons estimer la couverture
totale de I'épithélium par les touffes ciliaire de 'ordre de ~ 20%.

3.2.2 Fréquences de battement des cils (CBF)

Le deuxiéme parametre mesuré est la fréquence de battement des cils (CBF).
La CBF est mesurée pour une touffe de cils en moyennant sur 20 cycles de batte-
ment (figure3.4)). Pour chaque sujet nous avons moyenné 45 valeurs de CBF sur
un ensemble de trois chambres de culture a l'interface air-liquide a partir d’ob-
servations effectuées sur le plan apical des cils (figure/3.5)(§.2.2.0.4). La CBF
médiane en présence du mucus sur la surface épithéliale est de 18,2 Hz pour le

groupe témoin (17 sujets).

Il est intéressant de comparer nos résultats a ceux rapportés dans la littéra-
ture pour les épithéliums reconstitués et pour des épithéliums réels ex-vivo.
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FIGURE 3.3 — Touffes de cils actives et inactives dans les cultures ALI de sujet
témoin ou atteint d’asthme sévére a l'interface air-liquide. (A) Le pourcentage
des touffes de cils actives (a gauche) et le nombre total des touffes de cils sur une
surface de 165.165um? chez les témoins et les asthmatiques séveres (a droite). Les
résultats sont exprimés sous forme de médianes et inter-quartiles avec 10° et 90°
percentiles. *P < 0,01, modéle & effet aléatoire. Images représentatives montrant
les touffes de cils prises par microscopie (B) & transmission et (C) a fluorescence.
Les touffes de cils sont marquées avec le TubulinTracker et les étoiles rouges
correspondent aux touffes de cils inactives.
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3.2 Activité ciliaire

FIGURE 3.4 — Cycle de battement d’une touffe de cils avec un intervalle de 6 ms
entre chaque image.

12 mm
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FIGURE 3.5 — Observation des battements de cils en immersion a gauche et sur le
modeéle ALI & droite.

La CBF que nous avons mis en évidence est plus grande que celle rapportée
récemment dans la littérature pour le méme modele de culture (12Hz (Sears
2015)). Il y a peu d’études des fréquences des battements des cils sur ce
modele de culture et réalisées a partir de biopsies endo-bronchique. La plupart

sont obtenues par brossage du nez (16 Hz(Hirst et al., 2014)).

Dans d’autres études, les fréquences de battement des cils ont été mesurées
lorsque les cellules ciliées sont immergées dans un tampon. Des cellules obte-
nues par brossage ont été immergées dans une solution et une fréquence com-
prise entre 10-15 Hz a été rapportée (Thomas et al.,|2010) (Yager et al., |1978).
Dans le méme contexte et en parallele avec nos précédentes expériences, nous

avons effectué des mesures de la fréquence des battements des cils sur des cel-
lules issues de nos cultures, séparées les unes des autres et placées en solution
(§[2.2.1) avec une observation le long de la direction perpendiculaire au plan de
mouvement des cils (figure[3.5)).
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Nous avons relevé une fréquence médiane de battement des cils significati-
vement plus faible lorsque les cellules ciliées sont immergées dans une solution.
Cette derniére diminue de 18,21 Hz en ALI a 15,37 Hz en immersion (* P <
0,0001), en accord avec la limite supérieure rapportée par (Thomas et al., 2010).

En conclusion, nous avons montré que les épithéliums reconstitués présentent
une activité ciliaire et nous disposons de deux parametres, le taux de couverture
de I'épithélium par les touffes ciliaires actives () et la fréquence de battement
des cils (CBF). L’effet des maladies chroniques des voies aériennes sur ces para-
metres sera discuté en fin de chapitre.

3.3 Clairance : Le transport de fluide sur les épi-

théliums reconstitués

Dans ce paragraphe nous abordons le cceur de la question physique du trans-
port de fluide sur I'épithélium, du réle de I'activité ciliaire qui fournit la force de
propulsion, de la coordination des forces locales exercées par les touffes ciliaires
et du couplage cils-mucus.

3.3.1 Transport du mucus et des billes

Nous avons exploré d’une part le transport de la couche de surface native (le
mucus) et d’autre part le mouvement de billes de latex (1um) suspendues dans
un tampon de PBS et placées sur la surface de la culture immédiatement apres
avoir enlevé le mucus. Le mucus étant un gel quand il n’est pas cisaillé, il est pos-
sible qu’il se comporte comme un solide rigide, c’est a dire que les contraintes
de cisaillement soient transmises a longue portée et que son transport et sa vi-
tesse se fassent "en masse". Par contre, le fluide newtonien ne transmet pas les
contraintes de cisaillement a trés longue portée et le mouvement du fluide sera
plus représentatif des forces locales (écoulement a proximité des cils actifs, fluide
au repos dans les zones sans cils).
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Il convient d’abord de préciser quelles sont les différentes origines du mouve-
ment qui peut étre observé sur I’épithélium. Le mouvement Brownien des billes
est limité car les billes ont une taille de 1 ym. Un transport lent du mucus est
observé car le mucus est continuellement produit par les cellules caliciformes
dans la chambre de culture. Le mucus s’écoule tres lentement du centre vers le
bord de la chambre de culture ou il s’accumule progressivement, séche et doit
étre enlevé au moins deux fois par semaine. Ce mouvement radial est tres lent et
est détecté seulement apres plusieurs heures d’observation. Il ne perturbe donc
pas la détection du transport de mucus induit par la poussée exercée par le bat-
tement ciliaire.

Nous avons observé deux situations. Soit un transport macroscopique quasi-
circulaire du mucus sur toute la chambre de culture, le mucus étant décollé des
parois circulaires du bord de la chambre, soit du mucus immobile dans toute
la chambre de culture, bien que des cils actifs soient visibles sous la couche du

mucus de surface. Nous décrivons ces deux mouvements caractéristiques.

3.3.1.1 Transport sur ’ensemble de la chambre de culture

Un tel mouvement est montré dans la figure[3.6/A,B, ou des débris cellu-
laires et des billes fluorescentes présents dans le mucus permettent d’'imager le
mouvement de ce dernier. Le mucus se déplace circulairement en masse comme
une plaque rigide a vitesse angulaire constante. Sa vitesse a la périphérie de
la chambre atteint des valeurs de I'ordre de 25-270 pm/s similaire a la vitesse
physiologique dans les voies respiratoires (30-330 ym/s) (Seo et al., 2014). Les
périodes de rotation sont présentées dans le tableau/3.2]

Le mucus étant viscoélastique, la réponse rhéologique du mucus (plutét so-
lide ou plutoét fluide) a I'action des cils n’est pas bien connue et il n’est donc pas
facile d’interpréter ce mouvement. On peut penser que la réponse du mucus est
de type rigide, les cils appliquant un couple sur la couche de mucus. On peut
aussi penser que la réponse du mucus est visqueuse et qu'’il existe alors une orga-
nisation spécifique de forces locales générant un écoulement a vitesse angulaire
constante.
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Nous avons remplacé le mucus natif par du tampon PBS (viscosité similaire a
I'eau). Nous avons enlevé le mucus, lavé la surface de la chambre au DTT pour
casser les ponts di-sulfures du mucus afin de I'enlever efficacement suivi de dix
lavages au PBS. Nous avons ajouté des billes fluorescentes (1m) au PBS et nous
avons suivi ensuite le mouvement de ces billes individuelles.

Il est frappant de constater qu'un mouvement a vitesse angulaire constante
similaire a celui du mucus a été observé sur 'ensemble de la chambre de culture
(figure[3.7]A). Le mouvement de plaque rigide persiste bien que le systéme soit
fluide. La vitesse des billes augmente linéairement avec la distance au centre de
la chambre (vitesse angulaire constante) comme illustré dans la figure[3.7]B.

Le mouvement circulaire n’est pas trés surprenant. Il respecte la symétrie de
la chambre de culture et il satisfait a la contrainte de lignes de courant fermées
dans la chambre de culture. Le mouvement a vitesse angulaire constante, €2,
est plus surprenant, il suggere une forte organisation des forces localement ap-
pliquées par les cils afin d’assurer que la vitesse V dans la chambre augmente
linéairement avec la distance au centre de I'écoulement :V' = Q.r. Il est intuitif
de penser que les forces exercées par les cils augmentent en s’éloignant du centre
du cercle afin d’entrainer le fluide a une vitesse croissante.

Apres avoir décrit les cas ou le mucus reste immobile, nous reviendrons sur
les forces en mesurant I'activité ciliaire sur des anneaux concentriques a diffé-
rentes distances du centre de la chambre.

3.3.1.2 Transport local

S’il n’y a pas de mouvement circulaire du mucus sur ’ensemble de la chambre,
il reste immobile bien que des cils battent sous la couche de mucus.

Afin de voir si les battements de touffes ciliaires peuvent générer un mouve-
ment directionnel, nous avons de nouveau éliminé le mucus (DTT + lavage au
PBS) et suivi le mouvement des billes individuelles (1um) diluées dans du PBS.

76



3.3 Clairance : Le transport de fluide sur les épithéliums reconstitués

FIGURE 3.6 — Superposition d’une pile d’images prises a des moments différents
montrant : La rotation du mucus sur I’ensemble de la chambre de culture en suivant
(A) le mouvement des débris cellulaires présent dans le mucus (T=285 s), ou (B)
des billes fluorescentes. Le transport local des billes (aprés avoir enlevé le mucus)
est observé sur des petits domaines linéaires et circulaires par (C) microscopie a
transmission et (D) microscopie & fluorescence. Chaque couleur correspond a la
trajectoire d’une bille.
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3.3 Clairance : Le transport de fluide sur les épithéliums reconstitués
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FIGURE 3.7 — Le transport des billes dans les cultures. (A) Mouvement de rotation
des billes fluorescentes (1 um). L’image présentée est une superposition de plusieurs
images acquises pendant 6 secondes, les traces blanches représentent les chemins
parcourus par des billes individuelles.(B) Vitesse des billes fluorescentes calculée
a partir de la distance curviliéaire parcourue par unité de temps mesurée sur le
montage (A) est tracée en fonction de la distance radiale au centre de rotation
(rayon en pm). Sur le montage (A) les cercles en vert correspondent aux trajectoires
sur lesquelles les vitesses ont été mesurées et représentées sur la courbe (B).
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Transports locaux observés : trajectoires, domaines

Les trajectoires typiques de billes fluorescentes sont présentées dans la fi-
gure[3.6/C,D. Globalement le transport est trés différent de celui observé lorsque
le mucus est transporté a I'échelle de la chambre de culture. Si certaines billes
sont immobiles, d’autres présentent un mouvement dirigé pouvant atteindre plu-
sieurs centaines de microns. Nous avons relevé deux mouvements typiques : un
mouvement linéaire ou pseudo-linéaire et un mouvement circulaire.

Les mouvements linéaires sont généralement observés lorsque la répartition
des touffes ciliaires sur I'épithélium est inhomogene et forment des zones al-
longées (figure[3.8/C). Nous nous sommes plus particuliérement intéressés au
transport du fluide sur des domaines circulaires ou quasi-circulaires.

Ces domaines circulaires peuvent étre nombreux dans une chambre donnée
et ont une taille typique pour chaque chambre de culture. Ils sont observés sur
des zones épithéliales sur lesquelles la répartition de touffes de cils est homogéne
(figure 3.8l A,B). 1l est intéressant de noter que des domaines générant des mou-
vements de rotation de billes dans le sens horaire et anti-horaire (~50% tournent
a gauche et ~50% a droite) peuvent coexister au sein d'une méme chambre de
culture, révélant ainsi que les zones de transport circulaire sont non-corrélées et
sont associées a des cils battant dans des directions différentes.

Le mouvement circulaire local des billes suspendues dans le PBS est similaire
a celui observé sur I'ensemble de la chambre discuté précédemment : il est ca-
ractérisé par un mouvement "rigide" a vitesse angulaire constante.

Taille de domaines d’écoulements circulaires

Les rayons des domaines d’écoulement circulaire varient de quelques dizaines
de microns (quelques touffes de cils) (figure[3.9) a des centaines de microns (fi-
gure[3.10) et a 'ensemble de la chambre de culture (rayon 6 mm). Nous avons
représenté la taille du plus grand domaine de transport circulaire sur chaque
chambre de culture en fonction ¢ mesuré sur I'ensemble de la culture (§/3.2.1)).
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FIGURE 3.8 — Images représentatives en microscopie a transmission montrant les
touffes de cils mobiles avec différentes répartitions spatiales (A) homogeénes (B)
agglutinées et (C) alignées.

Le résultat important est qu'une loi d’échelle est obtenue, comme représentée
dans la figure[3.11] sur plus de trois ordres de grandeur. La courbe rassemble
toutes les données expérimentales obtenues pour le transport local de billes
mais aussi pour le transport de mucus a I'échelle de I'ensemble des chambres
de culture. De plus, la courbe s’extrapole de maniere remarquable aux résultats
rapportés dans la littérature sur la trachée en estimant que la longueur carac-
téristique de transport du mucus dans la trachée est de l'ordre de la dizaine de

centimetres[l]

Dans notre cas la taille maximale du domaine est I'ensemble de la chambre
de culture de rayon égal a 6 mm. Nous avons systématiquement observé un mou-
vement de rotation macroscopique du mucus lorsque ¢ était au-dessus de 20%
de la surface de I'épithélium. Ce pourcentage, qui reste assez faible montre qu'un
transport a 'échelle du centimetre ne nécessite pas la présence d’un tapis dense
de cils.

Il est intéressant de noter que nous n’avons jamais observé de taux de couver-
ture de surface par les touffes de cils actives () treés supérieur a 20%, limite pour
laquelle le transport macroscopique (la clairance) est possible dans nos chambres
de cultures. Est ce que le systéme mucociliaire s’adapte pour assurer le nombre

1. La longueur de la trachée varie entre 8,5 pm et 11 pum chez Padulte (Begum et al.l |2009)
pour des pourcentages de cils entre 42% et 56% ((Raman et al., 2009)) ((Staudt et al. [2014))
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FIGURE 3.9 — Exemple de domaines circulaires sur quelques touffes de cils. A
droite, la superposition des images avec des intervalles de 1,5 sec montrant la
formation du domaine circulaire.

minimal de touffes actives nécessaire pour générer la clairance a ’échelle du sys-
teme ? Cela expliquerait que nous n’avions pas observé de ¢ de I'ordre de 50%
comme dans la trachée car le systéme n’avait pas besoin de créer plus de touffes
ciliaires actives. Nous n’avons pas eu le temps de tester d’autres dimensions de
chambre de culture pour explorer cette hypothese.

3.3.1.3 Conclusion

En conclusion nous avons montré :

— Que les modeles d’épithélium reconstitués ALI permettent le transport
de la couche de surface (mucus viscoélastique) et de fluide Newtonien
a ’échelle macroscopique de ’ensemble de la chambre de culture. L’écou-
lement a la symétrie circulaire de la chambre et est caractérisé par une
vitesse angulaire constante. Ces résultats suggeérent une forte organisa-
tion spatiale des forces de poussée exercées par les cils battants.

— Qu’en absence de transport de mucus, les touffes ciliaires exercent des
forces générant des écoulements de fluide Newtonien permettant un trans-
port sur des domaines quasi-circulaires localisés et indépendants les uns
de autres, a vitesse angulaire constante.

— Qu’une loi d’échelle, valable sur pres de 4 ordres de grandeur corréele la
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FIGURE 3.10 — Superposition d’une pile d’images pour différents domaines circu-
laires. La durée d’acquisition pour chaque pile d’images est de 20 sec (A et B), 100
sec (C), 6s (D), 200 sec (E) et 80 sec (F). Les domaines A (diamétre (d) = 345um,
période de rotation (T) = 155 s), B (d = 270um, T = 107 s), C (d = 540pm, T
=270 s) et D (d = 410pm, T = 50 s) appartiennent a des cultures jeunes et les
domaines E (T = 283 s) et F (T = 461 s) a des cultures matures provenant de
chez Epithelix. Pour visualiser le mouvement du mucus dans les cultures matures,
nous avons mis des billes sur la couche de mucus au bout de 24 heures.
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FIGURE 3.11 — Corrélation entre la taille typique des domaines (rayon en um),
sur lesquels on observe un écoulement circulaire a vitesse angulaire constante et le
pourcentage de la surface épithéliale occupée par les touffes de cils actives o. Les
cercles pleins rouges e correspondent aux chambres ALI dont le pourcentage est
supérieur a 20% et le cercle plein bleu e correspond & un échantillon Epithélix. Le
cadre haché regroupe le pourcentage des cils dans les voies respiratoires humaines
rapporté dans la littérature avec deux exemples dans la trachée représentés par
des étoiles x (Staudt et al., [2014))

taille de ces domaines de transport au taux de surface recouverte par
les touffes ciliaires actives. La courbe s’applique de I’échelle de quelques
touffes ciliaires a I'échelle de la trachée et il est remarquable que des don-
nées physiologiques et les données sur épithéliums reconstitués se placent
sur une courbe maitresse.
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3.3.2 Force de poussée : organisation spatiale des touffes

ciliaires et dynamique des battements des cils

Comme nous l'avons soulevé, I'écoulement circulaire d’'un fluide Newtonien
a vitesse angulaire constante suggére que les forces locales exercées sur le fluide
soient spécifiquement organisées. Cette organisation n’est pas simple a prédire
car les interactions hydrodynamiques sont fortes et complexes, bien que les
touffes ciliaires soient espacées les unes des autres (seulement 20% de surface
occupée par ces touffes pour un écoulement circulaire de 6 mm de rayon). De
nombreuses questions se posent :

Comment le systeme assure une zone centrale dans laquelle le fluide ne bouge
pratiquement pas ? Comment évolue la force de poussée lorsqu’on s’éloigne du
centre de la culture ? Comment les cellules ciliées communiquent entre elles pour
assurer la correcte organisation des forces locales? Pourquoi le systeme choi-
sit il un mouvement a vitesse angulaire constante ? Est-ce pour minimiser les
contraintes de cisaillement du fluide ? Le mucus viscoélastique est-il a I'origine
de l'organisation des forces locales a grande échelle ?

Nous ne répondrons pas a toutes ces questions mais pour mieux comprendre
I'organisation de la poussée locale, nous avons visualisé les touffes ciliaires et
analysé le mouvement de battement des cils sur les domaines circulaires ou le
transport était observé (figure[3.12).

Pour des questions de disponibilité de cultures, cette étude a été réalisée sur
des cultures commerciales issues d’échantillons humains (controles) provenant
de la compagnie Epithelix. Les chambres de culture font 6.5 mm de diametre.
Ces chambres présentent un fort taux de couverture de surface par les cellules
ciliées (plus de 65%) et présentent un mouvement circulaire du mucus et des
billes suspendues dans le PBS étendu a '’ensemble de la chambre.

Pour pouvoir étudier I'organisation ciliaire lorsque les domaines de transport
sont uniquement localisés (billes dans PBS) nous avons demandé a Epithélix de
nous fournir des cultures jeunes (avant leur date normale de commercialisation)
pour lesquelles I'épithélium est déja formé mais le taux de cellules ciliées actives
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FIGURE 3.12 — Analyse de la direction de battement des cils dans les domaines
circulaires. Le domaine circulaire est découpé en plusieurs zones (zone violette)
a différentes distances du centre de la rotation. Dans chaque zone, la direction
des touffes ciliaires est déterminée (fléches rouges) par l'angle a par rapport a
la direction radiale (trait noir) perpendiculaire & la direction du mucus (fleches
vertes).

est encore faible.

Nous avons étudié 6 domaines circulaires observés dans 3 cultures Epithelix,
jeunes en début d’apparition des cils actifs (A, BE], C et D) et dans 2 cultures ma-
tures avec une surface épithéliale recouverte de cils actifs répartis d’'une facon

homogene (E et F) (figure,|3.10).

Nous n’avons pas mesuré les forces appliquées localement par les cils. Une
hypothése raisonnable est que chaque touffe ciliaire génere une force de pous-
sée constante, approximativement la méme pour toutes les touffes ciliaires, f.
La force exercée par unité de surface et par unité de temps dépend alors linéai-
rement du nombre de touffes ciliaires actives par unité de surface, v, et de la
fréquence moyenne de battements ciliaires, w. De plus, la direction de battement

2. Les domaines A et B appartiennent & la méme chambre de culture
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des cils donne la direction de la poussée. La composante importante de la force
est celle qui est dans la direction de I'’écoulement, c’est a dire la direction tangen-
tielle (figure[3.12). On consideére donc que la force de poussée exercée par unité
de temps et par unité de surface épithéliale située a une distance r du centre du

domaine sur lequel le transport est observé s’écrit :

N
Z fsin(a;) w; (3.1)
=1

Ou «; est 'angle entre la direction moyenne de battement des cils de la touffe

i et la direction radiale, w; est la fréquence moyenne de battement de la touffe

i et N est le nombre de touffes ciliaires sur I'élément de surface unitaire (voir

figure[3.12)). Si on considére que la fréquence de battement ciliaire est la méme

pour toutes les touffes d'un méme domaine, la formule se simplifie en :

fwr < sina > (3.2)

ol < sina > représente l'orientation moyenne des battements ciliaires par
rapport a la direction tangentielle sur un élément de surface unitaire. La force
de poussée par unité de surface et de temps dépend donc de 3 parametres :
w qui est constant sur 'ensemble d’une culture et varie trés peu sur 'ensemble
de nos cultures, v et < sina > qui peuvent varier au sein d'un domaine. Nous
avons découpé chaque domaine en petits éléments de surface concentriques si-
tués a différentes distances r du centre du domaine et nous avons mesuré v et
< sina > sur chaque élément de surface comme illustré dans la figure[3.12]

Les résultats d’analyse des battements ciliaire pour les quatre domaines cir-
culaires observés sur des chambres de cultures jeunes sont représentés dans la
(figure[3.13). Nous avons représenté la variation des deux parametres < sina >
et v en fonction de la distance r sur chaque domaine, puis la variation du pro-
duit v < sina >, « force effective tangentielle ». Les deux premiers parametres
augmentent avec le rayon. Cela montre que d’une part l'orientation de la di-
rection des battements ciliaire évolue vers une orientation tangentielle quand r
augmente et d’autre part, qu’il y a plus de touffes ciliaires en périphérie qu’au
centre du domaine de transport. Alors qu’aucune loi de variation claire n’est ob-
servée pour chacun des 2 parametres.
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le parametre de « force effective » v. < sina > augmente linéairement avec r
sur la gamme étudiée (600 pm). Il est remarquable que le systeme combine den-
sité de touffes ciliaires et direction des battements ciliaires pour que la « force
effective » augmente linéairement avec le rayon. Les évolutions linéaires sont
spécifiques a chaque domaine, chaque domaine présentant des droites distinctes
(figuref3.13). 1l faut noter qu’aux centres des domaines, il n’y a en général pas
de cils actifs, la force étant alors égale a zéro.

Pour comprendre l'origine physique du comportement observé, on peut pro-
poser quelques arguments dimensionnels trés simplifiés. La vitesse curvilinéaire
a une distance r va dépendre de la force appliquée par unité de surface dans une
couche de l'ordre de la longueur d’un cil L.. De maniere similaire a un écoule-
ment de Poiseuille dans une couche d’épaisseur L., la vitesse s’écrit dimension-
nellement : V ~ v f < sina > L./n, ol n est la viscosité du fluide. La vitesse
curvilinéaire vaut V=r/T, ou T est la période rotation et donc :

n o
L.fT

(3.3)

v < sina >R

On attend donc bien un comportement linéaire entre v < sina > et r. Or
le comportement observé est affine. Il s’extrapole a r= 0 a une valeur (v. <
sina >)o qui représente une force seuil nécessaire a la génération de I'écoule-
ment. C’est une force non efficace pour le transport qui diminue le rendement
force/mouvement. La puissance de cette force est dissipée dans le systeme. Les

parametres gouvernant cette force seuil sont encore inconnus.

Nous avons ensuite étudié les relations entre vitesse de I'écoulement et force
appliquée en tracant les variations de r/T en fonction de la force utile, : v. <
sina > - (v. < sina >)y. La période T a été aisément mesurée sur chaque do-
maine et est reportée dans la figure[3.10 Ces variations sont représentées dans

la figure

On remarque que 3 des 4 courbes obtenues sur les domaines localisés sont
presque superposés, montrant ainsi que le produit L. f est constant pour dif-
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FIGURE 3.13 — Evolution des paramétres contribuant a la force de poussée en
fonction de la distance au centre des domaines A, B, C et D. gauche-haut : Com-
posante latérale de la direction des battements ciliaires < sina >, droit haut :
nombre de touffes ciliaires actives par unité de surface v ; gauche-bas : force effec-
tive de poussée tangentielle v. < sina > , droit-bas : v. < sina > en fonction de
r/T ou T est la période rotation des billes sur le domaine.
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férentes cultures, la viscosité étant celle du tampon. L’hypothése que la force f
exercée par une touffe est une constante semble donc bien étre raisonnable.

Le domaine C a un comportement différent. La vitesse augmente lentement
avec le parametre v. < sina > - (v. < sina >),. Cela pourrait éventuellement
venir d’'une viscosité du fluide plus grande, par exemple diie a une plus forte den-
sité des billes (figure[3.14). On ne peut néanmoins exclure que la force moyenne
exercée par les touffes ciliaires, f, soit différente dans cette chambre de culture
de celle des 2 autres chambres et affecte donc la pente de la droite.

Nous soulignons que la relation entre vitesse du fluide et force exercée n’est
pas aussi simple que celle donnée dans la formule (3.3) car les interactions hy-
drodynamiques entre cils au sein d’'une touffe ciliaire et entre touffes ciliaires
sont complexes. Les simulations numériques montrent par exemple qu’a force
constante, la vitesse d’un fluide entrainé par le mouvement d’un réseau dense
de cils dépend du déphasage entre les battements ciliaires, la vitesse du fluide
augmentant avec la création d’'une onde métachronale’]

Nous avons conduit la méme analyse sur les cultures matures E et F (fi-
gure[3.15). Nous observons le méme type de comportement pour les parametres
< sina > et v, et le méme comportement linéaire pour le produit v. < sina >,
représentatif de la force exercée par unité de surface. Les deux courbes sont
presque superposées, montrant que les forces seuils (v. < sina >), ne sont pas
trés différentes pour les deux cultures. Elles sont aussi du méme ordre de gran-
deur de celles observées précédemment sur les domaines localisés.

Les variations de la vitesse curvilinéaire en fonction de la "force utile" v. <
sina > - (v. < sina >)o sont quasiment superposées pour les deux domaines E
et F observés sur des cultures matures (figure3.14)). Ici aussi, la viscosité et la
force appliquée par touffe ciliaire semblent identiques sur les deux cultures. Les
deux cultures ont le méme comportement de transport : méme force seuil (méme
rendement) et méme poussée ciliaire f. La pente des droites de ces cultures est

3. Dans nos cultures, nous n’avons pas observé de corrélation de phase des battements ciliaires
entre touffes ciliaires différentes. Une onde métachronale peut exister au sein d’une touffe, mais
la mesure du mouvement des cils individuels n’est pas accessible par notre méthode.
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FIGURE 3.15 — Evolution des paramétres contribuant a la force de poussée en
fonction de la distance au centre des domaines étendus E et F. gauche : Composante
latérale de la direction des battements ciliaires < sina > et nombre de touffes
ciliaires actives par unité de surface v ; droit : force effective de poussée tangentielle
v. < sina >, E et F.

presque 20 fois plus petite que celle des domaines A, B et D. Cela révele soit
que la force de poussée des touffes ciliaires de ces deux cultures matures est
plus faible que celles des touffes ciliaires jeunes, soit que la viscosité n’est pas la
méme. La deuxieme hypothese semble la plus juste. En effet, dans les domaines
E et F observés dans des cultures matures le mucus a été laissé se produire pen-
dant 24 heure et les billes ont été ajoutées par dessus pour pouvoir suivre son
mouvement. De plus, les mesures rhéologiques du mucus dans nos cultures a
faible taux de cisaillement présentent une viscosité de mucus de ~ 15-30 fois
celle de 'eau. Nous revenons en détails sur les mesures rhéologiques du mucus
plus tard.

Nous avons donc montré que le mouvement circulaire a vitesse angulaire
constante présents a I'échelle locale ou sur 'ensemble des chambres de culture
est associé a une tres forte organisation des forces locales appliquées par le bat-
tement ciliaire. Ces forces augmentent linéairement avec la distance au centre de
I’écoulement mais il existe une force seuil, non efficace pour la vitesse de trans-
port qui doit étre exercée pour induire '’écoulement. La force est organisée par
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la combinaison ad hoc des deux parametres orientation locale des battements
ciliaires et densité locale des touffes ciliaires.

Ce résultat montre que ces deux parametres sont régulés par le systeme.
Dans notre systeme d’étude, les phases des battements ciliaires (a 'origine des
ondes métachronales) ne sont pas corrélées entre touffes ciliaires différentes et
ne semblent donc pas jouer sur le transport. On peut penser que l'orientation
locale des battements est induite par les contraintes appliquées par le fluide en
écoulement circulaire qui va finir par forcer la direction du mouvement. La den-
sité locale des touffes ciliaires résulte de la différentiation cellulaire et des méca-
nismes de ciliogénese, ce qui est un phénomene biologique. On peut se demander
quelle est la nature du signal qui va moduler la différentiation ciliogénése. Cela
pourrait-il étre un signal mécanique qui par mécanotransduction influerait sur la
différentiation cellulaire et/ou la ciliogénese ?

Pour répondre a cette question nous avons suivi I’établissement du transport
macroscopique lors de la maturation des épithéliums reconstitués.

3.3.3 Role du mucus sur ’organisation de la force de poussée

Nous avons utilisé deux chambres cultures ALI jeunes en provenance d’Epi-
thelix au début de I'apparition des touffes de cils actives et nous avons étudié
I'évolution du transport du mucus sur 4 jours. Nous avons laissé le mucus se-
crété par les cellules s’accumuler dans la premiere chambre alors que nous avons
quotidiennement enlevé le mucus et lavé la surface de I'épithélium au PBS dans
la seconde chambre de culture.

La premiere chambre ne présentait pas de transport actif de mucus le pre-
mier jour. Nous avons seulement observé un lent transport radial du mucus, du
centre vers la périphérie de la chambre (figure[3.16|/A) comme expliqué précé-
demment en raison de la production permanente de mucus. Au bout de 4 jours,
le nombre de touffes de cils actives a augmenté et nous avons eu une coordina-
tion d’ensemble des cils avec mouvement circulaire du mucus (plateau) a une
vitesse angulaire constante sur 'ensemble de la chambre de culture (6 mm de

diametre) (figurel3.16]B).
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Dans la seconde chambre, le mucus était enlevé et la surface épithéliale lavée
chaque jour. Apres lavage nous placions une solution de billes diluées dans du
PBS sur la surface de I'épithélium pour suivre leur mouvement. Apres 4 jours,
nous n’avons pas observé de transport sur 'ensemble de la chambre de culture.
Nous n’avons observé quelques domaines localisés sur lesquelles les billes pré-
sentaient un mouvement circulaire.

Ce résultat suggere que 'apparition de domaines localisés sur lesquels orien-
tation des battements ciliaires et densité de touffes ciliaires se coordonnent pour
générer le transport d'un fluide Newtonien ne nécessite pas la présence perma-
nente d’un fluide viscoélastique a la surface. De plus, quand le mucus est présent,
il n’est pas transporté sur ces domaines. Comme on a vu que la taille de ces do-
maines dépendait de la densité moyenne de cils, on peut penser que l'interaction
entre cils joue un role sur cette coordination. Les touffes ciliaires ne sont néan-
moins pas jointives, surtout dans les petits domaines pour lesquels la densité de
touffes ciliaire est faible. On peut néanmoins suggérer qu'une interaction hydro-
dynamique qui est l'origine de ’écoulement sur le domaine peut étre a I'origine
de l'existence de ces domaines. En particulier si le mucus de surface est immo-
bile, la couche périciliaire peut présenter un écoulement local.

En revanche, la fusion des domaines localisés en un domaine étendu sur I’en-
semble de la culture nécessite une présence continue de mucus. Cela suggére un
role mécanique important lié a ’élasticité du mucus qui transmet les contraintes
de cisaillement a longue portée. Lorsque qu'un domaine a frottement grandi, il
impose un couple a 'ensemble du mucus qui va commencer a tourner. Les do-
maines voisins vont subir les contraintes hydrodynamiques associées a ce mou-
vement et vont rectifier la direction de battement des cils pour minimiser les
contraintes de cisaillement. Le taux de touffes ciliaires évolue aussi car une zone
déplétées en cils apparait au centre de la chambre de culture et la densité de
touffes ciliaires augmentent en fonction de la distance radiale au centre. Ce phé-
nomene est directement lié a la différentiation cellulaire et la ciliogénese. On
peut suggérer que différentiation et ciliogénese sont sensibles a la force visqueuse
appliquée par le mucus. Cette force, qui s’exerce sur les cils, serait retransmise
ensuite en signal biologique par un effet de mécanotransduction, encore peu
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FIGURE 3.16 — Effet du mucus sur la coordination. (A) Ecoulement radial lent du
mucus de surface visualisé par des billes fluorescentes immergées dans le mucus,
allant du centre vers les cotés. Ce mouvement est observé au début de I’apparition
des cils et est dii a la sécrétion en permanence du mucus. La durée d’acquisition de
la pile d’images est de 2 heures. (B)Ecoulement (transport) circulaire sur I’ensemble
de la chambre de culture aprés quelques jours et ’apparition des touffes ciliaires
actives sur ’ensemble de la culture. La durée d’acquisition de la pile d'images est
de 80 secondes.

identifié et peu étudié.

3.3.4 Synthése, remarques et interrogations

Nous avons montré que la distance sur laquelle le mucus ou un fluide New-
tonien pouvaient étre transportés dépendait directement du taux de couverture
de I’épithélium par les touffes ciliaires actives. La loi d’échelle est hautement non
linéaire. Elle pourrait étre liée a la probabilité d’avoir des domaines plus denses
en cils sur I'épithélium. Il est important de noter que le transport macroscopique
a I’échelle du centimeétre ne nécessite pas un tapis dense de cils. Les domaines sur
lesquels du transport a lieu minimisent le cisaillement horizontal du fluide. Cela
se traduit par un mouvement circulaire a vitesse angulaire constante a toutes les
échelles d’espace de nos chambres de culture. Pour cela, les cils adaptent leur di-
rection de battement et leur densité locale. Pendant la maturation de I'épithélium
et le développement des cellules ciliées, il est nécessaire de fusionner les petits

domaines organisés en un macrodomaine permettant le transport a 1’échelle de
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I’échantillon entier. Pour cela, la présence du mucus viscoélastique est néces-
saire, suggérant que les contraintes mécaniques imposées par ’écoulement sur
I’épithélium jouent un role majeur, non seulement pour imposer la direction de
battement ciliaire mais aussi pour réguler la densité locale en cellules ciliées et
son organisation spatiale. En particulier, il y a peu de cellules ciliées au centre de
I'écoulement. Un phénoméne de mécanotransduction est suspecté, qu’il faudra
explorer.

Nous souhaitons faire quelques remarques.

D’abord, le tapis de cils est peu dense et la distance inter cils entre touffes voi-
sines est tres supérieure a la taille des cils. La conséquence est que nous n’avons
pas observé d’ondes métachronales a I'échelle de plus de quelques microns (intra-
cellule ou entre cellules ciliées immédiatement voisines). Ce phénomene ne joue
donc pas de rble majeur dans le transport dans notre systeme.

On peut s’interroger sur le taux de couverture des touffes ciliaires actives et
sur le role de la fréquence de battement des cils car ces deux parametres pré-
sentent une différence notable entre les mesures sur la trachée et sur nos mo-
deles. On a déja remarqué que le taux de couverture des touffes ciliaires actives
se situait sur la courbe maitresse en loi d’échelle suggérant que ce taux s’adaptait
a la distance de transport qui était nécessaire. La fréquence jouerait-elle un réle
sur la vitesse de transport ? Les vitesses de transport trouvées a la périphérie de
nos chambres de culture sont du méme ordre de grandeur que celle observée in
vivo alors que les dimensions de nos chambres de culture sont plus petites. Est ce
que les forces de poussée sont plus efficaces ? Nous avons montré que la force de
poussée par unité de surface et de temps (puissance par unité de surface) s’écri-
vait comme fwr < sina >. Nous avons calculé le produit global wv et vitesse
linéaire a la périphérie pour 4 chambres de culture (5, 6, 7 et 12, tableau 3.3).
Les vitesses sont dans la gamme 150-270 microns par seconde et le produit wv
dans la gamme 5-8, ces valeurs étant similaires a celle observées pour la trachée
(vitesse dans la gamme 150-250 um/s, wr = 6 pour w de l'ordre de 12 Hz et
v de l'ordre de 50%). En revanche sur les domaines localisés, la vitesse linéaire
est beaucoup plus faible et le rapport wr plus faible. Si la densité de touffes ci-
liaires permet le transport sur la distance requise, la fréquence permet d’adapter
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la vitesse de mucus pour atteindre une vitesse "satisfaisante" de I'ordre de 200
microns/s. Dans le cas de nos cultures, il n’est pas utile d’avoir une forte densité
ciliaire car les parcours de transport sont cours. En revanche, il faut compenser
par la fréquence (18Hz au lieu de 10 a 12Hz dans la trachée) pour atteindre la
vitesse de clairance correcte.

En définitive, la densité de cellules ciliées se fixe au minimum nécessaire selon
la distance a parcourir et la fréquence s’ajuste pour obtenir la vitesse nécessaire a
une bonne clairance. Localement, densité et orientation ciliaires s’ajustent pour
assurer un transport a faible cisaillement.

Enfin, jusqu’a présent, nous n’avons pas étudié le role des propriétés rhéolo-
giques du mucus sur le transport. Nous reviendrons sur ce point dans le para-
graphe suivant dédié aux pathologies. Nous souhaitons a présent explorer le role
que joue l'activité ciliaire dans les pathologies et si ce parameétre a un effet sur
I'altération de la clairance mucociliaire observée.

3.4 Pathologies et clairance mucociliaire

Nous allons étudier 'effet des maladies : I'asthme 1éger (AL), 'asthme sévere
(AS) et la Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) sur les para-
meétres de l'activité ciliaire mais aussi sur les propriétés rhéologiques du mucus
pour voir s’ils peuvent étre la cause des problemes de clairance.

3.4.1 Pourcentage de surface de I’épithélium occupé par les

touffes ciliaires actives et transport

Nous montrons sur 17 témoins, 7 patients atteints d’asthme 1éger, 18 patients
atteints d’asthme sévere et 7 patients avec la BPCO que le pourcentage de sur-
face de I'épithélium occupé par les touffes ciliaires actives (¢) diminue au fur et
a mesure que la sévérité de la maladie augmente. Ce parametre ¢ passe de 16%
pour le groupe témoin a 14,2% pour I'asthme léger (non significatif), 5,5% pour
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FIGURE 3.17 — Pourcentage de la surface de 1’épithélium recouvert par les touffes
ciliaires actives () des cultures épithéliales bronchiques a l'interface air-liquide,
pour le groupe controle, asthme léger (MA), asthme sévére (SA) et la broncho
pneumopathie chronique obstructive (COPD). (A) en présence du mucus et (B)
apres avoir enlevé le mucus. Les résultats sont exprimés sous forme de médianes
et inter-quartiles avec 10¢ et 90¢ percentiles. MA (P < 0,7), SA (*P <0,0005) et la
BPCO (*P < 0,015). Modele a effet aléatoire.

I'asthme sévere (*P = 0,0032) et 3,95% pour la BPCO; (*P = 0,0168). Les ré-
sultats sont montrés dans des box plot (boites a moustache) dans la (figure3.17).

Le déficit important en touffes de cils actives observé dans ’asthme sévere et
la BPCO peut étre di, soit a un déficit de touffes ciliaires, soit a la non activité
des cils sur les touffes (dyskinésie) soit aux deux. Pour répondre a cette ques-
tion, nous avons marqué par une sonde fluorescente les cils des épithéliums ALI
vivants et nous avons combiné la microscopie optique a transmission, la micro-
scopie de fluorescence et la microscopie confocale comme décrit précédemment

(§3.2.1).

En plus d’un plus faible pourcentage de surface occupée par les touffes ci-
liaires dans les sujets malades, nous avons trouvé que le pourcentage moyen de
touffes de cils actives diminue dans 'asthme sévere. En effet 58,4 % des touffes
de cils sont inactifs chez les patients asthmatiques séveres (5 sujets) contre 19,5
% chez les témoins (6 sujets) ; *P < 107'¢; (figure[3.3). Nous avons également
mesuré le pourcentage de touffes de cils inactives pour I'asthme léger unique-
ment sur deux patients. Ce pourcentage est de 50%.
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Pour les asthmatiques séveres, le taux de couverture de surface de I'épithé-
lium par les touffes ciliaires actives est toujours inférieur a celui requis pour ob-
server un transport sur 'ensemble de la chambre et effectivement, nous n’avons
jamais observé de transport de mucus sur les cultures des asthmatiques séveres.
La taille maximale des domaines locaux sur lesquels des billes dans du PBS
étaient transportées n’excédaient pas 150 pm.

La clairance est donc fortement altérée chez les asthmatiques séveres par la
faible densité de touffes ciliaires actives.

Comment évolue la fréquence de battements qui, comme nous l'avons vu,
joue sur la vitesse du mucus ?

3.4.2 Fréquence de battement des ciliaire

Nous avons mesuré la fréquence de battement des cils (CBF) pour les diffé-
rents groupes. En présence de mucus, nous n’avons observé aucune différence
significative de la fréquence médiane de battement des touffes de cils en fonc-
tion de la maladie. Cependant, il y a une petite tendance a la baisse car la CBF
médiane diminue de 18,2 Hz chez les témoins (n=17) et asthmatiques légers
(18,3 Hz)(n=7) a 16,6 Hz chez les asthmatiques séveres (P<0,07) (n=18) et a
17,7 Hz chez les patients avec la BPCO (P<0,7) (n=7)(figure 3.18).

Apres 'élimination de la couche de mucus suivie d'un lavage au PBS, une 1é-
gere diminution de la fréquence médiane des battements de touffes de cils a été
observée pour les trois maladies, mais elle n’est significative que pour I'asthme
sévere figure En effet, la CBF médiane diminue de 19,7 Hz dans le groupe
témoin a 18,1 Hz dans l'asthme 1éger (P<0,2), a 17,6 Hz dans I'asthme sévere
(*P<0,014) et a 18,3 Hz dans la BPCO (P<0,27) (figure[3.18). Enfin nous avons
mesuré la CBF en immersion (Cf annexe. ).

En outre, il s’avere que la fréquence de battement est beaucoup plus dispersée
a la fois pour les patients atteints d’asthme 1éger ; I'écart type (SD) égal a 4,4 Hz
(* P=10°) et pour les patients atteints d’asthme sévere, SD = 4.2 Hz (*P=107)
que pour les controles sains ; 3,2 Hz. Ces résultats de dispersions de fréquences
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FIGURE 3.18 — Fréquence de battement des cils dans des cultures épithéliales a
I'interface air-liquide, pour le groupe controle, asthme léger (MA), asthme sévére
(SA) et la broncho pneumopathie chronique obstructive (COPD). Gauche : mucus
présent et Droite : aprés avoir enlevé le mucus. Les résultats sont exprimés sous
forme de médianes et inter-quartiles avec 10° et 90° percentiles. MA (P < 0,2), SA
(*P < 0,01) et BPCO (P < 0,27), Modele a effet aléatoire.

sont observés avant et apres avoir enlevé la couche de mucus.

La fréquence de battement est peu affectée mais ce n’est pas ce parametre qui
joue sur la distance de transport. Ce parameétre joue sur la vitesse de transport,
mais bien stir, le transport est nécessaire d’abord et la fréquence ne compense
pas la densité ciliaire.

3.4.3 Mucus

Enfin on peut se demander si les propriétés physiques du mucus sont affec-
tées dans 'asthme sévéere et pourraient jouer un réle additionnel dans I'altération
de la clairance mucociliaire. Le mucus pathologique peut-il inhiber I'activité ci-
liaire et donc étre responsable de la diminution des touffes de cils actives et donc
altérer la clairance mucociliaire chez les groupes de malades ? Nous avons donc
exploré les propriétés physicochimiques du mucus.
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FIGURE 3.19 — Concentration du mucus pour le groupe témoins "T" 1,35 % (12
sujets), asthme léger "AL" 1,20 % (2 sujets), asthme sévere "AS" 2,10 % (5 sujets)
et BPCO 1,40 % (1 sujets). *P < 0,04 (test statistique entre le T et AS)

3.4.3.1 Concentration de mucus

Nous avons mesuré la concentration de mucus (poids/poids) récupéré a la
surface de nos cultures, sur 12 sujets controles, 2 asthmatiques 1égers (AL), 5
patients atteints d’asthme sévere (AS) et 1 BPCO (§[2.2.0.5). Nous trouvons une
concentration médiane de mucus de 1,35 % pour les sujets sains, 1,20 % pour
I'asthme léger, 2,10 % pour les asthmatiques séveres et 1,40 % pour la BPCO
(figure[3.19). Cette différence est significative entre les deux groupes "témoins et
AS" (*P < 0,042). La valeur trouvée reste néanmoins dans la limite pour laquelle
la pression osmotique exercée par le mucus équilibre la pression osmotique exer-
cée par la couche périciliaire (Button et al., 2012). Il n’y a donc pas d’écrasement
des cils par la couche de mucus de surface, comme cela est observé dans le cas
de la mucoviscidose.

3.4.3.2 Propriétés rhéologiques du mucus

De plus de sa concentration, les propriétés rhéologiques du mucus sont aussi
trés importantes pour assurer le bon fonctionnement de I'escalator mucociliaire
(comme nous I'avons évoqué dans §[1.5)). Nous avons développé une collabora-
tion avec Gladys MASSIERA (LCC, UM2) (ANR Mucocil). Dario Donnarumma et
Gladys MASSIERA ont mesuré les propriétés rhéologiques du mucus prélevé sur
nos cultures dans un rhéometre céne-plan. Différents groupes de malades ont
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FIGURE 3.20 — Viscosité complexe n* (Pa.s) du mucus pour le groupe controle
(N=10), AL (N=2), AS (N=5) et BPCO (N=1) obtenues par rhéométrie & ¢ = 10
Pa et f = 0-100 Hz. (figure réalisée par D.Donnarumma)

été étudiés : 10 sujets controles, 2 asthmes 1égers, 5 asthmes séveres et 1 BPCO.
Les résultats de la viscosité complexe (n*), du module élastique (G’) et module
visqueux (G") du mucus sont obtenus par rhéométrie sous contrainte imposée o
= 10 Pa et une gamme de fréquence f = 0-100 Hz. Nous n’avons constaté aucune
différence significative de la viscosité complexe (n*) entre les différents groupes.
Cette derniére est dans la gamme "n* ~ 0,01 — 0, 1 Pa.s" (figure3.20).

Le module élastique (G’) et le module visqueux (G") du mucus ne présentent
pas non plus, une différence significative entre les groupes. Ils restent dans la
gamme de [G' ~ 1 — 10Pa; G” ~ 5Pa] pour une contrainte imposée o = 10 Pa
et une gamme de fréquence f = 0-100 Hz (figure[3.21)). De plus, aux fréquences
de battement des cils (15-30 Hz), le mucus présente toujours une instabilité de
comportement pour le groupe de controles et le groupe de patients. Les proprié-
tés rhéologiques du mucus ne sont pas altérées sur nos modeles de culture pour
les différents groupes.

102



3.4 Pathologies et clairance mucociliaire

100 T 100 4 :

—e— Control (n=10) INSTABILITY T —e— Control (n=10)  INSTABILITY:
—A— COPD (n=1) :

—— Middle Asthma (n=2)

—— Severe Asthma (n=5)

—A— COPD (n=1)
—@— Middle Asthma (n=2)
—&— Severe Asthma (n=5)

10 20 30 50 10 20 30
Frequency [Hz] Frequency [Hz]

FIGURE 3.21 — Module élastique G’ (Pa) et le module visqueux G" (Pa) pour
le groupe controle (N=10), AL (N=2), AS (N=5) et BPCO (N=1) obtenus par
rhéométrie & o = 10 Pa et f = 0-100 Hz. (figure réalisée par D.Donnarumma)

Tableau 3.3 — Le pourcentage des touffes ciliaires actives sur la surface de 1’épi-
thélium ALI pour les différents groupes en présence du mucus et 'effet négatif du
mucus aprés avoir enlevé suivi d’un lavage (effet du lavage).

Groupes | témoin (17) | AL (7) | AS (18) | BPCO (7) | Effet du lavage
% 15.7 14.1 5.2 4.6 +0.4
p-value | / 0.7390 0.0011 0.0137 0.2091

3.4.4 L’effet du mucus sur 'activité ciliaire

Nous avons refait les mémes expériences de mesure de I'activité ciliaire (CBF
et ¢) apres avoir enlevé la couche de mucus de chaque culture ALI (§.2.2.1)). Ces
expériences permettent d’explorer I'effet du mucus sur 'activité ciliaire.

Nous n’avons relevé aucune différence significative entre o avant et apres
avoir enlevé la couche superficielle sur les cultures (tableau/3.3)). Le pourcentage
augmente de 0,4 % apres avoir enlevé la couche de mucus pour tous les groupes
mais de maniere non significative (P < 0,21).

Cependant, nous avons constaté un effet du mucus sur la fréquence de bat-
tement des touffes ciliaires (CBF). Cette derniére augmente apres avoir enlevé
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le mucus, de 18,2 Hz a 19,7 Hz pour les témoins, de 16,7 Hz a 17,6 Hz dans
I'asthme sévere et de 17,7 Hz a 18,3 Hz pour les patients BPCO. La fréquence de
battement reste stable dans I'asthme 1éger (figure.[3.18).

En conclusion la concentration du mucus et ses propriétés rhéologiques ne
sont pas altérées chez les asthmatiques séveres dans nos cultures. Le taux de
débris et de cellules mortes peut étre plus important chez les asthmatiques, ce
qui peut faire augmenter artificiellement la concentration mais ces débris ont été
enlevés pour les mesures de rhéométrie.

3.4.5 Conclusion sur ’asthme sévére

Comme on vient de le voir, la rhéologie mucus n’est pas affectée dans I'asthme
sévere lorsqu’on le préleve sur les cultures non infectées et qu'on enleve les dé-
bris cellulaires. Il ne semble donc pas jouer pas de réle délétere sur la clairance.
En revanche, I'activité ciliaire est fortement dégradée et constitue une cause suf-
fisante a ’'absence de clairance.

Dans la littérature, on suggere que cette diminution peut étre expliquée par la
présence de I'Interleukine 13 (IL-13)[], cytokine clé dans 'asthme allergique. Cer-
taines études suggérant qu’elle contribue a la différenciation des cellules ciliées
en cellules caliciformes dans I’épithélium asthmatique (Kondo et al.,[2002) (Kondo
et al.,|2006). Dans une étude complémentaire, la stimulation de I’épithélium ALI
sain avec IL-13 a réduit significativement le nombre des cellules ciliées a 4.8%
(Parker et al., 2012) ce qui correspond au pourcentage que nous avons trouvé
pour les asthmatiques séveres. Cela, peut donc expliquer le manque de cils dans
I'asthme sévere dans notre modele par rapport aux contréles.

Bien sfr, ces résultats demandent des confirmations car ils sont obtenus sur
des modeles et doivent étre associés a des données moléculaires mais ils sont
trés encourageants et accroissent nos connaissances sur la clairance mucociliaire
dans I'asthme sévere.

4. IL-13 une cytokine sécrétée par de nombreux types de cellules, mais en particulier des
lymphocytes T auxiliaires de type 2 (Th2), qui sont des médiateurs de I'inflammation allergique
et de la maladie.
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Nous n’avons pas pu caractériser le transport du fluide sur des cultures de
patients BPCO (manque de temps). Cependant, nous avons relevé le méme défi-
cit du pourcentage de la surface épithéliale recouverte de touffes de cils actives
que I'asthme sévere. De plus, nous avons vu que la rhéologie du mucus n’est pas
affectée. Nous pensons donc que la taille maximale des domaines dans la BPCO
n’excéderait pas les 150um et que l'altération de la clairance mucociliaire dans la
BPCO est die au manque drastique de touffes de cils actives dans notre modele
de culture.

3.5 Perspectives

Travailler sur des cultures a I'interface air-liquide issues de biopsies humaines
est un réel avantage pour pouvoir étudier le transport mucociliaire. Cependant,
I'inconvénient majeur est la difficulté d’obtention des prélevements. De plus, la
culture de cellules primaires est difficile et nécessite environ 2 mois entre le pré-
levement et 'obtention des cellules bien différenciées avec des cils qui battent.
Cette étude nécessite donc beaucoup de temps pour bien la mener a terme. Les
perspectives a ce travail sont :

— Contourner la limite de taille des chambres de culture pour avoir plus de
points sur la courbe densité/taille des domaines. Faire des cultures sur des
chambres plus grandes ou plus petites et observer la coordination.

— Modifier la géométrie des chambres de culture : rectangulaire, carrée,
mettre des barrieres... Et observer si le systeme s’adapte a la forme.

— Isoler les cellules ciliées du tapis épithélial, les remettre en culture sur
une une membrane et observer le développement des domaines sur des
cellules isolées pour différentier les effets mécaniques et biochimiques.

— Mesurer la fréquence des battements des cils directement sur la biopsie
avant de la mettre en culture puis sur la culture ALI issue de cette biopsie

afin de les comparer et voir si ce sont les mémes fréquences ou si les fré-
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quences changent dans les cultures ALI pour s’adapter a I’environnement.

— Vérifier I'hypothese de I'lLL13 suspectée d’étre responsable du manque
drastique des cils chez les asthmatiques sévere, en faisant pousser les cel-
lules de témoins en présence de I'IL13 et voir si au final on a reproduit
des asthmatiques (a savoir est ce qu’'on change la proportion de cellules
ciliées, ou les fréquences ou la dispersion).

3.6 Etudes paralléles réalisées en collaboration

3.6.1 La mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie génétique due a la mutation du geéne co-
dant le canal CFTR, un canal chlorure de la membrane apicale des cellules épi-
théliales, impliqué dans la régulation de I'hydratation du liquide péri-ciliaire
(PCL : peri-cilliary layer). Son dysfonctionnement perturbe ’hydratation du mu-
cus qui devient plus visqueux. Ceci limite son élimination par la clairance mu-
cociliaire et entraine son accumulation dans les voies aériennes des patients. Ce
mucus anormal et non éliminé favorise le développement d’infections, en parti-
culier par des pathogenes opportunistes. Ces pathogeénes développent au fil des
ans des résistances aux antibiotiques et au systeme immunitaire et induisent une
inflammation pulmonaire chronique. Cette inflammation est caractérisée par un
recrutement massif et continu de neutrophiles dans les poumons ou ils sécretent
activement de ADN. I’ADN libéré dans les sécrétions bronchiques des patients

augmente leur viscosité et altére d’avantage le transport mucociliaire.

Dans une étude en collaboration avec une équipe de Tours sous la direction
de Virginie Hervé, nous avons testé I'effet d'un polypeptide cationique "la poly-
L-Lysine" (pLK), sur le battement ciliaire et la clairance mucociliaire. La pLK
présente la propriété de compacter 'ADN et posseéde des propriétés antimicro-
biennes vis-a-vis de nombreux pathogenes. La pLK assurant également la liqué-
faction des expectorations, le but était donc d’étudier si elle favorise la clairance
mucociliaire et si la présence d’agrégats ’ADN (ADN compacté) ne serait pas

nuisible. Pour cela, nous avons travaillé a partir d’expectorations récupérées lors
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de séances de kinésithérapie chez des patients adultes atteints de mucoviscidose.

Les expectorations ont été traitées de facon a obtenir un « homogénat » plus
facilement fractionnable (Ajout d’environ 2 mL de PBS par gramme d’expecto-
ration puis vortex). Le volume de PBS dépend de la quantité de salive présente
dans I'échantillon et peut étre modifié pour obtenir un aspect et une viscosité
compatibles avec nos mesures. Aprés homogénéisation, 'expectoration est trans-
férée a la pipette dans un nouveau tube de maniere a éliminer la « mousse »
générée par le vortex. L’homogénat est ensuite incubé dans des microtubes a
faible adsorption, a raison de 500 uL par tube, avec de la pLK (140 M), de la
DNase (0,4 mg/mlL) ou I'équivalent en volume de PBS pour le Controle. L'in-
cubation se fait a température ambiante sur une balancelle pendant 2 h avant
utilisation de ’homogénat. Nous avons ensuite déposé ’homogénat non traité
ou traité a la pLK ou a la DNase sur notre modele ALI d’épithélium reconstitué
(sain), a la place du mucus naturellement sécrété par les cellules. La fréquence
de battement des cils et I'effet du transport ont ensuite été analysés. En ce qui
concerne la quantité a déposer, nous nous sommes basés sur le volume ou la
masse de mucus que nous avons habituellement, et nous avons déposé un peu
plus pour mimer I'accumulation de mucus qui se produisant chez les patients
avec la mucoviscidose.

Les expectorations non traitées ont diminué significativement la fréquence
de battement des cils (figure[3.22|A). Cette CBF retourne a la normale aprés un
traitement pLK mais pas apres traitement a la DNase (figure[3.22]A). En effet,
des touffes ciliaires ont été observées a la surface épithéliale 1 heure apres 'ex-
position a ’homogénat des expectorations traitées par la pLK mais pas apres
exposition a des expectorations non traitées (figure3.22|B). En outre, les agré-
gats ont été efficacement enlevés a la périphérie de la chambre de culture (fi-
gure[3.22]C). Ceci suggere que dans la mucoviscidose, le traitement pLK peut
améliorer la clairance mucociliaire notamment par son effet sur le mucus. Ce
travail a donné lieu a une publication scientifique dans une revue internationale
(Dubois et al., 2013).
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FIGURE 3.22 — Effet de la poly-L-lysine (pLK) sur I’évacuation des expectorations
dans la mucoviscidose, tel que mesuré par la fréquence des battements ciliaires. (A)
Mesure de la fréquence de battement des cils aprés le traitement de 1’épithélium
bronchique avec I'homogénat des expectorations non-traité (controle), traité par
DNase (0,4 mg/ml), ou traité par la pLK (140 mM). Le niveau de base représente
la CBF avant I'ajout de 'homogénat des expectorations et est utilisé comme réfé-
rence. Les résultats sont exprimés en tant que l'intervalle médian et inter-quartile,
avec des valeurs minimales et maximales. * Différence significative évaluée par des
modéles a effets mixtes linéaires pour des mesures répétées (P < 0,05). (B) Des
images représentatives des surfaces apicales de 1’épithélium bronchique recouvertes
de 'homogénat des expectorations de la mucoviscidose non traité (Ctrl) ou traité
par la pLK (& gauche). Aprés 1 heure (a droite), des touffes ciliaires peuvent étre
considérées uniquement dans 1’épithélium avec les expectorations traitées par la
pLK (fleches noires). (C) Représentation de la circulation des agrégats des ex-
pectorations traitées par la pLK générés par I’empilement de 400 images acquises
pendant 1 heure. Les traits blancs correspondent au mouvement des agrégats grace
aux battements des cils.
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3.6.2 Les molécules pharmacologiques

Nous avons testé 'effet de plusieurs molécules pharmacologiques sur I'acti-
vité ciliaire : fréquence de battement et pourcentage des touffes de cils actives.
Nous avons utilisé les molécules suivantes : GSK, 2-APB, ATP, EGTA et pour le
contréle DMSO (protocole dans le §/2.2.0.7).

La molécule "GSK" est un inhibiteur des canaux ORAI (3 isoformes : 1,2 et
3) : ces canaux sont des canaux membranaires sélectifs du calcium. Ils sont acti-
vés par la déplétion des stocks intracellulaires de calcium.

Le 2-Aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) est un agent chimique qui inhibe
les récepteurs IP3 (Diver et al., [2001)) et les canaux TRP (Xu et al., |2005)) (Boot-
man et al., | 2002). Dans la recherche, il est utilisé pour modifier la libération
intracellulaire d’ions calcium (Ca?*) et lactivité du canal TRP.

L’adénosine-5'-triphosphate (ATP) est la molécule qui fournit par hydrolyse
I'énergie nécessaire aux réactions chimiques du métabolisme. L’hydrolyse de
I’ATP est cruciale pour le battement ciliaire.

L’EGTA (acide éthylene glycol-tétracétique) est un acide aminopolycarboxy-
lique, agent chélateur du Ca?*. C’est un solide incolore qui est lié 4 'EDTA. Par
rapport a 'EDTA, il a une plus faible affinité pour le magnésium, le rendant plus
sélectif pour les ions calcium. Il est utile dans des solutions tampons qui res-
semblent a 'environnement dans les cellules vivantes ou les ions calcium sont

habituellement d’au moins mille fois moins concentrée que le magnésium.

Le diméthylsulfoxyde (DMSO) est un solvant polaire organique de formule
brute C2H60S. 1l se présente comme un liquide incolore, qui dissout a la fois
des composés polaires et non-polaires, et qui est miscible dans une large gamme
de solvants organiques, ainsi que dans I’eau. Il pénetre tres facilement et rapide-
ment la peau avant de diffuser dans tout 'organisme. Le DMSO a été utilisé pour
dissoudre les molécules utilisées dans cette étude et constitue donc un contréle
interne.
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FIGURE 3.23 — Effet du I'inhibiteur des canaux ORAI sur les différents groupes :
Controles, fumeurs et patients avec la BPCO. (A) Le pourcentage des cellules
ciliées, (B) La fréquence de battement des cils. L'effet de la drogue GSK sur (C)
le pourcentage de cils et (D) la fréquence de battement chez les controles.

L’effet inhibiteur du GSK est observé uniquement dans les cultures contréles
ol nous avons une diminution significative du pourcentage de cils qui battent et
de leur fréquence de battement (figure[3.23). Cette diminution, observée unique-
ment chez les contrdles peut s’explique par le fait que ces canaux ORAI sont déja
inhibés chez les fumeurs et BPCO. Ce qui explique le faible pourcentage chez ces
patients méme avant 'exposition des cultures a la drogue GSK (figure[3.23|A).

Nous avons observé un effet mineur de 'ATP avec une une faible augmen-
tation de la fréquence de battement des cils et de la densité des touffes de cils
actives dans tous les groupes. L'effet de 'EGTA est surprenant et inattendu avec
une diminution de la densité des touffes de cils actives et une dégradation de
Pépithélium (figure3.25). Cependant, nous n’avons pas observé d’effet de la mo-
1écule 2-APB.
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FIGURE 3.24 — Effet du 'inhibiteur des canaux ORAI sur la densité ciliaire. (A)
Avant et (B) aprés incubation avec la molécule GSK.
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Avant de mettre 'EGTA
Image avant traiterment Image apres traitement

Touifes de cils
30 minutes aprés avoir mis FEGTA

Image avant traitement Image aprés traitement

Touffes de cils

FIGURE 3.25 — Effet de la molécule EGTA sur la densité ciliaire avant et (B) aprés
incubation avec la molécule GSK.
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Introduction

Dans une étude complémentaire, nous proposons un test du role potentiel
inflammatoire de I'épithélium dans I'asthme séveére. Pour tester la puissance des
marqueurs inflammatoires sécrétés dans les surnageants de 1’expectoration in-
duite ou dans les surnageants de culture de cellules épithéliales, les sécrétions
seront mises en contact avec des cellules immunitaires (dendritiques / neutro-
philes) confinées dans un environnement qui imite la membrane basale sous-
épithéliale. Cet environnement bio-mimétique sera constitué d’'un réseau de poly-
mere a base de collagene et de matrigel commercial. La composition de cette ma-
trice bio-mimétique peut étre modifiée pour simuler le remodelage bronchique.
Nous avons mis au point un systeme bio-mimétique apres avoir développé et ex-
ploré différents types de dispositifs microfluidiques a partir d'un modeéle publié
dans (Liu et al., 2009).

Nous avons ensuite testé la faisabilité de ces mémes expériences sur un sys-
teme commercial provenant de chez IBIDI. Cependant, en raison de la difficulté
rencontrée pour avoir une migration directionnelle des polynucléaires neutro-
philes soumises a un gradient de substances chimio-attractantes dans ce systéme
commercial, nous avons élargi le domaine d’application afin de valider le sys-
teme. J'ai donc co-encadré une stagiaire (Emma Desvignes) avec qui nous avons
observé la migration des polynucléaires neutrophiles et des macrophages expo-
sés a un gradient de leishmanies dans ce dispositif commercial.

Cette étude qui vise a mettre au point un systéme bio-mimétique pour étudier
la migration des cellules immunitaires en 3D sera décomposée en deux parties.
Une premiere partie traitera le cas de la migration des neutrophiles et des cellules
dendritiques sous l'influence de I'épithélium bronchique d’asthmatiques, et la
seconde étudiera la migration potentielle des polynucléaires neutrophiles et des
macrophages au cours de la leishmaniose.
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Chapitre 4

Etat de I’art

4.1 Les cellules immunitaires impliquées dans ’asthme

4.1.1 Les neutrophiles

Les neutrophiles ne sont pas abondants dans les tissus sains, mais pendant
les périodes d’infection et d’inflammation, le nombre de neutrophiles augmente
lorsqu’ils quittent le sang pour migrer vers ces sites. Cela est essentiel pour la
défense contre I'infection, mais dans certaines conditions telles que dans les ma-
ladies respiratoires (I’asthme, la BPCO et la mucoviscidose), la présence de neu-
trophiles dans le tissu peut étre préjudiciable conduisant a des 1ésions tissulaires
(Chmiel et al., 2002) (Haldar and Pavord, |2007).

4.1.2 Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DCs) sont les cellules sentinelles de 'organisme.
Plusieurs populations de cellules dendritiques (DC) sont décrites dans les voies
aériennes. Les DC résidentes sont spécialisées dans la capture et 'apprétement de
I'antigéne mais leurs capacités de présentation sont faibles avant migration dans
les ganglions (Villadangos and Schnorrer, 2007). Par contre, dans 'asthme aller-
gique les DC pulmonaires effectuent la présentation antigénique localement et
jouent un réle majeur dans I'inflammation des voies aériennes (Lambrecht et al.,
1998)). Le nombre et les fonctions des DC sont profondément modifiés lorsqu'’il
y a inflammation ou agression locale : bactérienne, virale ou allergénique (Mc-
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William et al., |1994) (Jahnsen et al., 2006). Le recrutement de précurseurs a
partir du sang circulant conduit a 'apparition de DC "inflammatoires", de nature
myéloide, apparentées aux DC obtenues par différenciation in vitro en présence
d’IL-4 et de GM-CSF (Hammad and Lambrecht, 2008]). Elles sont essentielles
pour initier des réponses immunitaires associées a 'asthme expérimental chez la
souris. Cependant, I'implication des DCs dans I'asthme humain reste moins clair.

4.1.3 Les chimiokines

IL-8

L’interleukine 8 (IL-8) ou CXCLS8 est une chimiokine produite par les macro-
phages, les cellules épithéliales, les cellules musculaires lisses des voies aériennes
et les cellules endothéliales (Hedges et al., 2000). Les récepteurs de I'ILL.8 (CXCR1
et le CXCR2) sont des récepteurs membranaires présents sur plusieurs types cel-
lulaires notamment les neutrophiles. Martin et al. ont montré que I'IL-8 est un
puissant chimio-attractant physiologique des neutrophiles. Le formyl-Met-Leu-
Phe (fMLP) est un peptide chimio-attractant des neutrophiles et sert de chimio-
attractant controle lors des études de migration et d’activation de ces cellules. Il
est également décrit comme un activateur des macrophages.

CCL19 / CCL21

Le récepteur C-C type 7 ou CCR7, est le récepteur des chimiokines CCL19 et
CCL21. Ces cytokines sont impliquées dans la migration des cellules dendritiques
vers la zone des cellules T dans les ganglions lymphatiques[T| (nceuds lympha-
tiques). Lors de l'activation, il régule a la fois la chimiotaxie, par la voie avale
du MAPK et la protéine G, et la vitesse de migration, par la voie Rho / Pik2
/ Colifin (figure.1)). L’expression de CCR7 est renforcée aprés l'activation / la
maturation, et est régulée par le facteur de transcription RunX3 (Forster et al.,
1999) (Riol-Blanco et al., [2005) (Sanchez-Sanchez et al., |2006)).

Il existe des preuves de 'implication de CCR7 dans la pathogenese de 'asthme
allergique. En 1999, Forster et al. ont montré que les souris dont CCL19, CCL21

1. Les noeuds lymphatiques sont le lieu de prolifération et de différenciation des cellules immu-
nitaires. Le premier role des vaisseaux lymphatiques est d’amener un antigéne (dans la grande
majorité des cas issu d’un pathogéne) du tissu jusqu’aux ganglions, afin d’activer la réponse
immunitaire spécifique des lymphocytes T et B.
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FIGURE 4.1 — Les voies en aval de CCR7 (Le récepteur des chimiokines C-C type
7).source (fRiol—Blanco et al.L |2005|)
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ou CCR7 sont génétiquement modifiés (knocked "KO"), présentes des réponses
immunitaires déficientes (Forster et al., [1999). Plus tard, il a été démontré que
les souris KO pour le facteur de transcription RunX3 ont une expression extréme-
ment élevée de CCR7 sur leurs cellules dendritiques et présentent des caracté-
ristiques cardinales de 'asthme (une inflammation a éosinophiles et une hyper-
réactivité des voies respiratoires) (Fainaru et al., 2005)) (Hammad et al., [2002).

4.2 Les cellules immunitaires impliquée dans la leish-

maniose

La leishmaniose est une maladie parasitaire transmise par un insecte, le phlé-
botome. En piquant, ce dernier injecte le parasite dans le derme de la peau ce
qui provoque une réaction immunitaire. Les globules blancs viennent phagocyter
les parasites dans le but de les détruire, mais les parasites vont déjouer le sys-
teme immunitaire : ils vont se reproduire dans les globules blancs, et finiront par
provoquer leur lyse. L’interaction initiale entre les globules blancs, plus particu-
lierement les macrophages, et les leishmanies est mal connue. En effet, nous ne
savons pas si ce sont les molécules de I'inflammation (dus a la piqtire) ou celles
de l'infection (dus au parasite) qui attirent les macrophages.

La leishmaniose est une maladie endémique. Quatre-vingt-huit pays sont ac-
tuellement touchés par la leishmaniose sur 4 continents (Europe, Afrique, Asie,
Afrique Central et du Sud). Actuellement, 370 millions de personnes sont sus-
ceptibles d’étre touchées par la maladie, 500 000 cas sont déclarés chaque année
et 12 millions de Leishmanioses différentes sont déja répertoriéesf]|

Le vecteur de la leishmaniose est un insecte nommé « phlébotome » (fi-
gure[4.2)). Le parasite injecté au moment de la piqlire va parasiter le systéme

réticulo-endothélial.

Le systeme réticulo-endothélial est en partie constitué des :

2. Campus de Parasitologie-Mycologie - Association Francaise des Enseignants de Parasitolo-
gie et Mycologie (ANOFEL)
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FIGURE 4.2 — Image d'un phlébotome.

— Macrophages
— Cellules réticulaires
— Cellules endothéliales cellules littorales

4.2.1 Contamination chez I’homme

Le parasite a besoin de deux hotes, le phlébotome et un mammifere, pour évo-
luer. Il est sous forme promastigote quand le phlébotome le transmet a ’homme.
Il a alors une forme allongée et est doté d’un flagelle qui lui permet de se mou-
voir. Une fois le parasite injecté dans le corps humain, un macrophage va le
reconnaitre comme étant étranger et va le phagocyter. C’est alors que le parasite
va prendre le contréle du macrophage et va évoluer en amastigote. Le parasite
est alors moins allongé et son flagelle est beaucoup plus court, il perd donc sa
faculté a migrer. Il se met alors a se reproduire par fission binaire (doublement
de la population a chaque fission). Le macrophage est ensuite lysé, et sa mem-
brane est désintégrée par le parasite. Les « déchets » résultants de cette lyse (les
parasites multipliés) vont alors étre phagocytés a nouveau, et les macrophages
détruits de la méme maniere (figure[4.3)).

4.2.2 Les macrophages

Un macrophage est un globule blanc qui dérive des monocytes. Quand une
inflammation se déclenche dans une zone donnée, les monocytes qui circulent
dans le sang vont s’y agglomérer et vont se différencier en macrophages pour
combattre 'inflammation et réparer les tissus endommagés. Plus de détails en
annexe (Cf annexel.6)).
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FI1GURE 4.3 — Cycle de vie du parasite de la leishmaniose. source

4.2.2.1 Migration

Pendant longtemps I'étude de la migration des macrophages s’est faite dans
des environnements 2D ot les macrophages se déplacaient sur une surface. L’en-
jeu est de considérer des environnements 3D pour respecter les conditions phy-
siologiques. Il a été montré, notamment sur des cellules tumorales, que des cel-
lules avaient un comportement tres différent sur une surface ou dans un envi-
ronnement 3D (Zaman et al., 2006)).
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5.1 Matériels

5.1.1 Matériels chimiques

Pour la fabrication des dispositifs microfluidiques, nous utilisons des wafer de
silicium 4 pouces (SPS-Europe), de la résine photosensible négative SU8 2150
(Microchem, Newton, MA, USA) et du PolyDiMéthylSiloxane (PDMS ; Elasto-
mere silicone Sylgard 184, Neyco). Nous utilisons aussi le développeur SU-8
(MicroChem, USA) pour le développement de la résine, et le silane/siloxane
pour rendre la surface du wafer hydrophobe. De I’éthanol, de I'isopropanol et de
I'agent de nettoyage et de décontamination radioactif Decon90 (Decon, Angle-
terre) sont aussi utilisés lors de la fabrication.

5.1.2 Matériels biologiques

Du collagene de rat type I (BD Biosciences) a été utilisé pour mimer la ma-
trice. Le fMLP, CCL19 et CCL21 (R&D Systems) ont été utilisés comme chimio-
attractant. Le milieu culture RPMI 1640 (Dutscher) supplémenté en sérum de
veau foetal 10% (SVF) et en pénicilline/streptomycine est utilisé pour la culture
des cellules.

5.1.3 Instruments

Les appareils utilisés pendant de la fabrication des microdispositifs sont : le
Plasma Cleaner (Harrick Plasma, USA), le spin coater Spin150i (SpinCoating,
SPS-Europe), une plaque chauffante électrique de précision (EMS, Angleterre),
un aligneur de masque CANON PLA-501 (CAE, USA), une pompe a vide, des
sonicateurs, un four.

5.1.3.1 Microscopie

La microscopie optique a transmission et la microscopie a contraste de phase
ont été réalisées sur un microscope inversé Nikon Eclipse Ti équipé d'un Z mo-
torisé (mouvement haut/bas) et de 2 objectifs x10 et x20 (a l'air) controlé par
le logiciel Nikon Control. Les observations ont été faites a 37 °C et 5 % de CO,
(dans une boite faite maison) en utilisant des ventilateurs de chauffage (FLH
400, Pfannenberg) contrélés par un indicateur digital (Di eco, Jumo) et une
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pompe a air (OkoLab, Italie) équipée d’une bouteille de CO,. La caméra utilisée
pour l'acquisition est une Andor sCMOS controlée par le logiciel Andor Solis et
par Micro-Manager.

5.2 Méthodes

5.2.1 Systéme biologique

Cellules dendritiques : Les cellules dendritiques myéloides ont été puri-
fiées par MACS (Miltenyi) selon la procédure décrite par (Pilette C et al. Allergy
2013). Elles ont été obtenues a partir de sang total prélevés chez des sujets té-
moins et des patients souffrant d’asthme allergique (au moins sensibilisés aux
acariens). Le protocole a été accepté par notre Commission d’éthique local.

Neutrophiles : Les neutrophiles ont été purifiés par centrifugation sur gra-
dient de densité au Dextran (Sigma-Aldrich), a partir de sang de sujet témoins
et asthmatiques.

Macrophages : Les macrophages utilisés dans nos microsystémes sont ex-
traits du péritoine de souris saines.

Parasites Les leishmanies sont cultivées dans du milieu de culture Schnei-
der avec 10 % sérum et 1% d’antibiotique (Pénicilline/Streptomycine) et sont
placées dans un incubateur a 24°C dans un laboratoire de niveau 2 a la plate-
forme de 'INSERM. (PPC209) (figure/[5.1).
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0 um

FIGURE 5.1 — Image des leishmanies en culture prise par FE.Desvignes.

5.2.2 Fabrication du dispositif microfluidique
5.2.2.1 La conception du masque

Nous avons dessiné plusieurs motifs avec différentes tailles a I'aide du logiciel
CleWin (MESA+ Research) et nous les avons fait imprimer sur un masque de
lithographie 5 pouces haute résolution a la Centrale de technologie MIMENTO.

5.2.2.2 La photolithographie

Nous avons préparé le moule (wafer de silicium) par spin-coating (méthode
d’étalement) d’une couche de 80 ym de résine photosensible négative SU8 2150
sur le wafer suivi de la photolithographie dans la salle blanche Planéte du CI-
NaM.

Pour y procéder, nous lavons tout d’abord le moule dans un bécher contenant
de l'acétone et nous le mettons a soniquer pendant 5 minutes puis de I'éthanol
suivi aussi d’'une sonication pendant 5 minutes. On rince ensuite avec de I'eau
déionisée et on seche avec un flux d’air. Le moule est mis sous vide dans un
plasma a 150 °C pendant 10 minutes.

On dépose la résine sur le moule et on effectue un étalement (Coating) sous
vide pendant 30 secondes a 500 rpm et une accélération de 100 puis de 30 se-
condes a 5000 rpm et une accélération de 300 avec le spin coater, suivi d'une
cuisson douce pendant 5 minutes a 65 °C puis 20 minutes a 95 °C.
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Cette fine couche de résine est ensuite illuminée aux UV (Canon PLA-501) a
travers un masque représentant le motif (§/5.2.2.1) suivant d’'une apres-cuisson
pendant 5 minutes a 65 °C puis 10 minutes a 95 °C. La résine réticule aux en-
droits éclairés et une étape de développement avec SU-8 développeur (2 minutes
de pres rincage / 8 minutes rincage) suivi d'un rincage avec de l'isopropanol pour
stopper le développement et enlever la partie non réticulée, laissant apparaitre
le motif en surface sur le wafer (résine négative).

On finit avec une derniére cuisson dure pendant 5 minutes a 150 °C avant la
vérification du wafer et la mesure de son épaisseur.

5.2.2.3 Impression des motifs sur le polymére

Le moule doit étre silanisé pour toute premiere utilisation. Dans une cloche
a vide on met le wafer avec une goutte de silane/siloxane dans une coupelle de
pesée et on laisse le tout a dégazer pendant 10 a 15 mn. En parallele, la base et
agent de réticulation du PDMS (§/5.1.1)) sont mélangés soigneusement avec les
proportions (10 :1 en masse), dégazé sous vide pendant 2 mn afin d’éliminer un
maximum de bulles d’air, puis versés sur le moule et laissés a dégazer pendant
une heure afin de supprimer les bulles d’air restantes. L’assemblage est ensuite

durci dans un four a 65°C pendant une heure minimum.

5.2.2.4 Nettoyage des lames de verre

On met des lames de verre (1 mm d’épaisseur) dans un support rempli de
Decon90 a 5 % et on laisse soniquer pendant 30 minutes a 50 °. Ensuite, on
rince plusieurs fois avec de I'eau, éthanol, puis eau et on séche avec de I'azote.

5.2.2.5 Collage par plasma

Apres refroidissement, le PDMS est légérement décollé du moule et découpé
a la taille des motifs. Les trous sont percés dans le PDMS avec un poincon de
trou de 0.75 mm de diametre pour former des réservoirs d’entrée et de sortie.
Le morceau de PDMS découpé est ensuite collé a une lame de verre de facon
irréversible apres un traitement au plasma d’oxygene.
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Pour ce faire, on introduit les lames de verre nettoyées dans le Plasma Cleaner
et on les laisse pendant 5 minutes au niveau (High) a une pression entre 400 et
800 mbar. Pendant ce temps 1a, on fait subir une épilation au morceau du PDMS
découpé avec du scotch pour enlever toute saleté. Apres les 5 minutes, on met
les dispositifs en PDMS (sans le scotch) et les lames de verre prétraitées dans le
plasma au niveau (Medium) pendant 1’30. A la fin, il suffira de sortir déposer
les dispositifs en PDMS délicatement sur les lames de verre (sans appuyer) et un
collage immédiat va s’établir. Afin de favoriser d’avantage le collage on met les

dispositifs dans une étuve a 65 °pendant 20 minutes minimum.

5.2.3 Migration 3D et formation du gradient linéaire
5.2.3.1 Injection de la matrice

Le dispositif microfluidique est constitué de deux canaux paralleles reliés a
une chambre centrale de culture des cellules (figure/5.2). Chaque canal latéral
a une hauteur de 80 um, une largeur de 350 ym et 3,5 mm de longueur. La
chambre de culture cellulaire est de 80 ym de hauteur, 100-300 ;m de largeur
et 250pum - 1 mm de longueur. Pour éviter le débordement de la matrice conte-
nant les cellules dans les canaux de perfusion latéraux lors de l'injection, nous
avons concu deux petits canaux étroits, qui sont tous les deux a 50 ym de large
et 30 um de longueur, reliant la chambre centrale de culture cellulaire avec les
deux canaux latéraux.

On injecte le mélange matrice-cellules dans les entrées de la chambre cen-
trale afin de la remplir. Le mélange généralement s’arréte a la jonction entre les
canaux étroits et des canaux de perfusion latéraux en raison de la force capil-
laire (figure[5.2)). Si le mélange déborde, on effectue une aspiration douce avant
la polymérisation de la matrice ce qui pourrait enlever le gel dans les canaux
de perfusion latéraux sans perturber le mélange dans la chambre centrale. Pour
fournir une perfusion continue des solutions, on a connecté 'entrée des deux
canaux latéraux avec un pousse seringue a double réservoir (Harvard Appara-
tus) contenant les solutions a injecter (milieux de cultures et sécrétions) et on a
fournit un débit de 0,5 ml / heure.
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lusipesg 4

FIGURE 5.2 — Conception de la puce microfluidique pour I'étude de l'activa-
tion des cellules immunitaires dans un environnement 3D. Représentation schéma-
tique du dispositif. Deux canaux de perfusion paralléles pour introduire un chimio-
attractant et une solution de controle, respectivement. Le mélange cellules-matrice
extracellulaire est introduit au centre dans la micro-chambre.
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5.2.3.2 Un gradient de concentration stable

Un gradient de concentration stable de substance attractive a été généré a
travers la chambre de culture cellulaire, dans le temps (figure[5.2)). Avant l'essai,
nous avons utilisé un colorant (bleu de trypan) pour caractériser la génération
gradient. La concentration du produit chimique dans la chambre de culture cel-
lulaire peut étre décrite par une équation de diffusion-1D. Le temps "t" requis
pour permettre au gradient chimique d’atteindre un état d’équilibre peut étre
calculé a partir de la relation d’Einstein-Smoluchowski : t = L?/2D, ou L est la
distance entre deux canaux de perfusion, et D est le coefficient de diffusion des

molécules chimiques.

Expérimentalement, un dégradé linéaire a été établi a I'état d’équilibre apres
une heure, ce qui est en accord avec les prédictions théoriques. L'identité de gra-
dients de concentration a deux chambres de culture cellulaire a été reconnue.
Apres avoir atteint I'état d’équilibre, le gradient est resté stable tant que la per-
fusion continue est maintenue. Un gradient stable est essentiel pour 'étude de
la migration a cause de la vitesse de déplacement lente des cellules dendritiques
par rapport aux neutrophiles. Le temps de maintien d'un gradient de concen-
tration dans notre étude est suffisamment long pour étudier la migration de ces
cellules.

5.2.4 Microsystéme commercial

Le deuxieme systeme utilisé pour ’étude de la migration 3D des macrophages
sous un gradient de parasite est commercial. C’est un microsysteme « u-Slide
chemotaxis3D » commercialisé par la compagnie Ibidi. Les u-Slide chemotaxis3D
sont composées de trois microsystemes (figurel5.3). Chaque microsystéme est
composé de trois chambres. La chambre du centre fait 70 ym de hauteur et 1
mm de largeur, elle peut contenir 8 il de matrice.

Les chambres latérales servent de réservoir et peuvent contenir 65 ;1 de mi-
lieu permettant de maintenir un gradient stable pendant 24 heures. La matrice de
collagene contenant les macrophages est placée dans la chambre centrale. D’'un
cOté, est injectée une matrice de collagene et les leishmanies. De l'autre c6té, on
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FIGURE 5.3 — Illustration des p — slideChemotazis®P.

place un milieu de culture avec du sérum. Il s’établit donc un gradient de molé-
cules ou de parasites de part et d’autre de la chambre centrale (figure.5.3).

5.2.5 Observation microscopique

La migration des cellules a 'intérieur des dispositifs a été observée en trans-
mission et en contraste de phase avec les objectifs x10 et 20 a air (§/5.1.3.1))
pendant une durée allant de 3 heures jusqu’a 48 heures avec une fréquence d’ac-
quisition qui varie de 2 images par minute a 1 image toutes les 2 minutes.

5.2.6 Analyse d’image

Toutes les analyses ont été effectuées en utilisant le logiciel Fiji (open source).
Un pré-traitement des images a été effectué en soustrayant le fond (background).
L’outil Trackmate de Fiji est ensuite utilisé pour suivre les déplacements des cel-
lules dans le temps et établir leur trajectoire (figure/5.4). L’analyse des données
de trajectoire a été effectuée par Chemotaxis.

131



Matériels et Méthodes micro-fluidique

. T oK

4

i)
g

FIGURE 5.4 — Exemple des trajectoires établies par TrackMate aprés ’analyse et
le suivi des cellules.
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Objectif

Le premier challenge de cette étude est la conception de la puce microflui-
dique pour I'étude de l'activation des cellules immunitaires dans un environne-
ment 3D, en se basant sur un modeéle de dispositif microfluidique publié dans
(Liu et al., |2009). Nous avons dessiné dans un premier temps le dispositif et
avons essayé de le rendre opérationnel. Dans ce dispositif, les cellules sont pié-
gées dans une matrice a l'intérieur d’'une chambre centrale en contact avec un
canal de commande latéral, fournissant un milieu de culture, et un autre canal
latéral, contenant les sécrétions produites par I'épithélium du patient ou des sur-
nageants de cultures primaires (figure[5.2)). Un gradient de secrétions est établi
dans le canal central par diffusion. Le test vise a fournir un parametre facile a
mesurer : la distance parcourue par la cellule en un temps donné en présence de
sécrétions produites par I'épithélium du patient (ou chimiokines). Cette distance
sera la puissance inflammatoire des sécrétions et dépendra aussi de la structure
de 'environnement dans lequel les cellules sont piégées. Un étalonnage de 'essai
est proposé en utilisant des chimio-attractants commerciaux typiques de I'inflam-
mation.

6.1 Dispositif microfluidique

6.1.1 Viabilité des cellules

Une fois le microdispositif con¢u, nous avons testé la viabilité des cellules pié-
gées dans la matrice extracellulaire en suivant I’évolution de leur comportement
sur une plage allant de 6 heures jusqu’a 24 heures en fonction du type cellulaire
utilisé. Les cellules vivantes lors de I'incubation dans le microsysteme restaient
en mouvement pendant toute la durée I'observation ce qui ne nécessitait pas
I'utilisation de marqueurs de viabilité spécifiques.
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6.1.2 Matrice extracellulaire

Nous avons utilisé une matrice extracellulaire constituée de collagene de rat
de type I (acheté chez BD Bioscience) a une concentration finale de 1,6-1,8
mg/ml. Nous avons choisi cette matrice avec cette concentration, apres diffé-
rents tests avec d’autres matrices (matrigel et mélange collagéne-matrigel) a
des concentrations variables. Le choix de la matrice et de la concentration a
été consolidé par la facilité du mouvement des cellules immunitaires tout en
essayant de mimer la matrice extracellulaire. Le matrigel seul est tres rigide et
empéchait le déplacement des cellules qui sont piégées. Nous avons déterminé
le temps nécessaire a la polymérisation de la matrice de collagéne. Ce temps va-
rie entre 20 et 40 minutes en fonction de la concentration utilisée. Nous avons
déterminé la concentration de cellules permettant d’avoir un nombre suffisant
dans la chambre centrale pour le suivi de la migration. Cette concentration est
de 105 — 10° cellules / ml.

6.1.3 Une perfusion continue

Comme nous l'avons déja décrit (§5.2.3.1)), le dispositif microfluidique est
constitué de deux canaux paralleles reliés a une chambre centrale de culture des

cellules (figure5.2).

Nous injectons le mélange matrice-cellules dans les entrées de la chambre
centrale et les solutions du milieu de culture et des substances chimio-attractantes
dans les canaux latéraux (figure.6.1]). Pour fournir une perfusion continue des so-
lutions, nous avons connecté I'entrée des deux canaux latéraux avec un pousse
seringue a double réservoir contenant les solutions a injecter (milieux de cultures
et substances chimio-attractantes) et nous avons fournit un débit de 0,5 ml /

heure.
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FIGURE 6.1 — Les étapes d’injection du mélange matrice-cellules dans la chambre
centrale de culture avec un agrandissement montrant les cellules piégées dans la
matrice.

Test du dispositif microfluidique

6.1.4 Reésultats Préliminaires

L’étude de la migration des cellules dendritiques humaines (DCs) et des neu-
trophiles sera utilisée pour valider le systeme et pourra servir dans le futur
comme outil pour répondre aux questions de la relation entre le remodelage
des voies aériennes (I'espace sous-épithélial, la stratification de I'épithélium) et
'activité spécifique de ces cellules immunitaires.

6.1.4.1 Cellules dendritiques

Pour tester le role potentiel inflammatoire de ’épithélium dans 'asthme, nous
avons utilisé les ligands de CCR7, c’est-a-dire CCL19 et CCL21, en contact avec
les DCs confinées dans un environnement (collagene) qui imite la membrane
basale sous-épithéliale. Nous avons utilisé les DCs issues directement du sang
humain.

Nous avons réussi a piéger un nombre suffisant de DCs dans la matrice de
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FIGURE 6.2 — Les cellules dendritiques piégées a l'intérieure de la matrice de
collageéne aprés polymérisation de cette derniére.

collagene a l'intérieur de la chambre centrale du systeme microfluidique (fi-
gurel6.2). Apres la polymérisation de la matrice, nous avons établi un gradient
de chimio-attractants en faisant passer du milieu de culture RPMI dans un canal
latéral et des chimiokines (CCL19 et CCL21) diluées dans du milieu de culture
dans I'autre canal.

Nous avons testé plusieurs conditions. Dans un premier temps, nous avons
utilisé des concentrations de CCL19 de 50 ng / ml et CCL21 de 100 ng / ml en
mettant les deux chimiokines séparément puis ensemble dans le canal latéral.
Nous n’avons observé aucune migration dirigée des DCs bien que ces dernieres
soient vivantes. Nous avons fait varier les concentrations jusqu’a observer une
migration des cellules dendritiques (figure/6.3)). Nous avons constaté une migra-
tion des DCs a une concentration de 1.25 pg / ml de CCL19.

Nous avons représenté la migration de 100 cellules dendritiques dans un gra-
phique polaire (ﬁgure.. Etant donné que le chimio-attractant est placé dans
le canal latéral de gauche par rapport a la chambre centrale qui contient les
cellules, nous pouvons observer une tendance de déplacement des DCs vers la
gauche sur le graphique polaire. Cette migration des cellules dendritiques est
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FIGURE 6.3 — Séquences de la migration d’une cellule dendritique a différents
intervalles de temps.

Tableau 6.1 — Tableau des valeurs de la migration des cellules dendritiques.

Min | Max | Mean | SD
Velocity (pm,/min) 0 10.7 | 1.96 | 2.17

| Center of mass (um) | X=-4.95 | Y=-121 |

en moyenne de ~ 5um vers le chimio-attractant (c6té gauche), avec une vitesse
moyenne de ~ 2(0 — 10, 7)um/min (tableau.6.1)).

6.1.4.2 Les neutrophiles

Nous avons de la méme facon piégé des neutrophiles a I'intérieur de la chambre
centrale et nous les avons soumis a un gradient de chimio-attractant fMLP a une
concentration de 107% M (figure/6.5). Bien que la concentration de 107 M soit
rapportée dans la littérature, elle n’est assez suffisante dans notre systéme pour
I'attraction des neutrophiles.

Nous avons représenté la migration des neutrophiles dans un graphique po-
laire (figurel6.6). Le chimio-attractant est placé dans le canal latéral de gauche
par rapport a la chambre centrale qui contient les cellules. Nous pouvons obser-
ver un déplacement clair des neutrophiles dans la figure[6.6/A. Dans le graphique
[6.61B, nous avons plus de cellules et le déplacement vers le chimio-attractant est
plus faible. Cette migration des neutrophiles est en moyenne de ~ 23um (A) et
~ 2,5um (B) vers le chimio-attractant (c6té gauche), avec une vitesse moyenne
de ~ 9,9(3,4 — 15,8)um/min et ~ 5,8(0,1 — 21, 5)um/min pour A et B respecti-
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FIGURE 6.4 — Graphique polaire de la migration des cellules dendritiques (100
cellules).

FIGURE 6.5 — Les neutrophiles piégés a l'intérieure de la matrice de collagéne
aprés polymérisation de cette derniére.
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FIGURE 6.6 — Graphique polaire type de la migration des neutrophiles.

Tableau 6.2 — Tableau des valeurs de la migration des neutrophiles.

Min | Max | Mean | SD
Velocity (pm/min) (A) | 3.4 | 15.8 9.9 5.3

Center of mass (A) (um) X=-23 Y=-4.6
Velocity (B) (um/min) | 0.1 | 21.5 | 58 | 3.9
| Center of mass (B) (um) | X=25 [ Y=16 |
vement (tableaul6.2).

Les neutrophiles du groupe A sont issus d’un sujet sain alors que ceux du

6.1

groupe B provient d’'un sujet fumeur. Les neutrophiles du fumeur sont pré-excités
et donc sont moins sensible au gradient de chimio-attractant. Cette pré-excitation
peut étre a l'origine de la faible migration vers la direction du chimio-attractant
dans le groupe B.

.5 Conclusion

Ces résultats préliminaires s’averent encourageants pour la validation du sys-

teme biomimétique. L'intérét de ce systéme est la maitrise des différents para-
meétres permettant de modifier a la fois la taille du microdispositif et la composi-
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tion de la matrice pour s’adapter aux différents environnements étudiés. De plus,
la perfusion continue des solutions dans les canaux latéraux est contrdlée et la
solution peut étre modifiée a tout moment pour tester les différentes molécules.

Nous avons observé une migration directionnelle des cellules dendritiques et
des neutrophiles soumis a un gradient de chimio-attractant. Nous avons noté
la sensibilité différente des neutrophiles issus de sujet sains et de sujet fumeur
au gradient de substance attractive. Cependant, nous ne pouvons pas conclure
sur les résultats de la migration des cellules dendritiques et des neutrophiles en
raison du faible nombre d’échantillon. Néanmoins, ces expériences préliminaires
ont permis de s’ouvrir a des perspectives :

— Observer la migration des cellules en utilisant les surnageants de culture

épithéliales d’asthmatiques.

— Sonder le degré d’attraction des différentes molécules composantes des
surnageants de culture épithéliales séparément.

— Observer et comparer le comportement des cellules immunitaires issues
de sujets sains et des cellules de patients soumises a un gradient de chimio-
attractant.

— Modifier la composition de la matrice pour sonder le remodelage bron-
chique.

6.2 Dispositif commercial

En paralléle avec la précédente étude, jai co-encadré une stagiaire (Emma
Desvignes) avec qui nous avons menés des expériences de la migration des ma-
crophages et des neutrophiles soumis a un gradient de leishmanies dans des

dispositifs commercial de la compagnie IBIDI.

6.2.1 Description des expériences

Deux expériences avec des gradients de leishmanies ont été réalisées (fi-
gurel6.7)). Un mélange macrophages (10° /ml) et matrice de collagéne (1.8 mg/ml)
a été injecté dans la chambre centrale du microsysteme. Le milieu de culture a
10% de sérum a été placée dans la chambre de droite et le mélange matrice de
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FIGURE 6.7 — Schéma des expériences avec leishmanies.

collagéne (1.8 mg/ml) et leishmanies (10° /ml) dans la chambre de gauche. Les
chambres latérales ont une contenance de 65 ul et servent de réservoirs. Dans
ce systeme, les réservoirs sont fermés et il n’y a pas de perfusion continu. La mi-
gration des macrophages a été suivi sur 48 heures. En parallele, des expériences
controOles sans gradient de leishmanies ont été réalisées dans les mémes condi-
tions avec un milieu de culture dans les deux chambres latérales.

6.2.2 Observation

Nous avons observé en temps réel la migration des macrophages dans le sys-
téme IBIDI. Un exemple de la phagocytose d’'une leishmanie par un macrophage
dans un environnement 3D est représenté dans la figurel6.8] Le macrophage
migre pendant 30 minutes (figure[6.8/A) avant de s’arréter sur une leishmanie
pendant 20 minutes (figure[6.8B), puis le macrophage se remet a migrer, et la
leishmanie a disparu (figure[6.8,C).

6.2.3 Analyse des trajectoires

Trois parametres physiques sont analysés : le taux de migration, la vitesse
instantanée moyenne et la directionnalité des cellules. La figure]6.9] montre ty-
piquement le genre de graphe que I'on analyse.
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FIGURE 6.8 — Suivi en temps réel d’'un macrophage phagocytant une leishmanie.
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FIGURE 6.9 — Les trajectoire de 3 macrophages sur une période de 2 heures.
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FIGURE 6.10 — Division de la chambre centrale IBIDI en deux parties pour I'ana-
lyse des résultats.

Le taux de migration est défini comme le nombre de macrophages identifiés
comme migrant divisé par le nombre de macrophages identifié comme non mi-
grant. Les macrophages non migrant sont les macrophages qui ne bougent pas
tout le long du suivi de la migration.

La vitesse instantanée correspond a la vitesse entre deux positions consécu-
tives du macrophage avec At = 4 minutes. La vitesse instantanée moyenne est
la moyenne de toutes les vitesses instantanées d’'un seul macrophage pendant un
temps donné.

La directionnalité des macrophages est évaluée grace a leur coordonnées x et
y au cours du temps.

La chambre centrale contenant le mélange matrice / macrophages a une lar-
geur de 1 mm. Les expériences avec les gradients de leishmanies ont été traitées
pour distinguer les macrophages pres des leishmanies (< 500 ym) des macro-
phages loin des leishmanies (> 500 ym) (figure6.10). Tout au long des résultats
le code couleur suivant sera appliqué :

— Macrophages proches des leishmanies : Rouge.
— Macrophages loin des leishmanies : Bleu.
— Macrophages des expériences témoins : noir.
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FIGURE 6.11 — Analyse de la migration des macrophages témoins. (a) Taux de
migration (b) vitesse instantanée et (c) la direction de migration.

6.2.4 Résultats préliminaires

Nous avons observé une migration des macrophages témoins et des macro-
phages sous influences d’un gradient de leishmanies. Chez les témoins le taux de
migration et la vitesse instantanée sont constants sur 48 heures. Quant a la di-
rection de migration, elle est aléatoire sur toute la plage de temps (figure.,6.11)).
Le taux moyen de migration des macrophages témoins sur 48 heures dans une
matrice de collagene de type 1 est de 0.071 +/- 0.040. La vitesse instantanée de
migration dans notre systeéme 3D est de 5.91 4+ 0.90 um/min. Cette vitesse est
plus grande que celle rapportée sur un systeme 2D 0.7 um/min (Grabher et al.,
2007).

Les macrophages soumis a un gradient de leishmanies présentent deux com-
portement différents :

— Les macrophages proches des leishmanies migrent a 'opposé de ces der-
nieres. De plus, leur vitesse de migration diminue significativement apres
18 heures. Quant au taux de migration, il est plus élevé que les témoins
puis diminue apres 18 heures (figure.[6.12).

— A l'inverse les macrophages loin des leishmanies présente un comporte-
ment similaire aux témoins. La vitesse de migration est stable avec le
temps et la direction de migration est aléatoire. Cependant, le taux de mi-
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FIGURE 6.12 — Analyse de la migration des macrophages soumis & un gradient de
leishmanies. (a) Taux de migration (b) vitesse instantanée et (c¢) la direction de
migration. Les courbes rouges correspondent & la migration des macrophages preés
des leishmanies et bleues loin des leishmanies.

gration augmente de facon significative pendant les 24 premieres heures
et se stabilise ensuite (figure.6.12)).

Ces résultats laissent suggérer que, les macrophages proche des leishmanies
sentent la présence de ces derniéres et donc les fuient en migrant dans la direc-
tion opposée. Ce qui peut expliquer le taux élevé de migration pendant les 12
premieres heures. Les leishmanies mettent du temps pour rentrer dans la ma-
trice de collagene (66 ym en 6 heures (Petropolis et al., 2014)), mais aprés 18
heures les macrophages se font rattraper et infecter par les leishmanies. Les ma-

crophages infectés s'immobilisent et il en résulte une diminution du taux et de
la vitesse de migration. L'objectif principale de cette étude étant la validation du
systeme, une discussion approfondie de I'influence des leishmanies est rapportée
en annexe (Cf annexd.8)).
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6.2.5 Conclusion

Notre objectif principal de validation du systéme biomimétique est un succes,
puisqu’il nous a permis de suivre la migration 3D des macrophages sous l'in-
fluence des parasites. On a trouvé de maniére surprenante que les macrohpages
fuient les parasites sous 'effet d’'une expression moléculaire non élucidée. Apres
un certain temps, les parasites rejoignent les macrophages et les infectent. Une
fois les macrophages infectés, leur vitesse de migration diminue et deviennent
moins mobiles.

6.2.6 Perspectives

Dans un premier temps il serait intéressant de refaire les expériences pour
augmenter le nombre de données statistiques et conforter la validation du sys-
teme. Dans un deuxiéme temps il faudrait réaliser des expériences similaire en
remplacant les leishmanies par des molécules de I'inflammation et voir si elles

affectent la migration des macrophages.

Pour finir, ces mémes expériences ont été réalisées avec des neutrophiles pour
voir si le comportement des macrophages que nous avons observé s’applique
a tous les types de phagocytes. Les résultats sont présentés en annexe (cf. an-
nexe.9) et ne sont pas discutés.
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L’épithélium des voies respiratoires constitue une barriére physique qui pro-
tege le poumon contre les corps étrangers contenus dans l'air, par le biais de
la fonction de I'escalator mucociliaire. Il joue également un role métabolique et
immunitaire important par la production de certaines cytokines et chimiokines
particuliéres. L’atteinte de I'épithélium est une des caractéristiques physiopatho-
logiques de I'asthme et la BPCO.

De nombreuses approches biologiques et médicales sont utilisées pour étudier
I'épithélium bronchique sur des modeles d’études parfois tres loin des conditions
physiologiques. Dans notre travail, nous disposons de deux atouts importants :
I'approche de cette étude par la physique et le modele d’épithélium reconstitué
in vitro a partir de biopsies humaines.

Nous avons montré, dans la premiere partie, que les modeles d’épithélium
reconstitués ALI permettent le transport de la couche de surface (mucus visco-
élastique) et de fluide Newtonien a I’échelle macroscopique de I'ensemble de la
chambre de culture. L’écoulement a la symétrie circulaire de la chambre et est
caractérisé par une vitesse angulaire constante. Ces résultats suggerent une forte
organisation spatiale des forces de poussée exercées par les cils battants.

Nous avons montré que, méme en absence de transport de mucus, les touffes
ciliaires exercent des forces générant des écoulements de fluide Newtonien per-
mettant un transport sur des domaines quasi-circulaires localisés et indépendants
les uns de autres, a vitesse angulaire constante. Nous avons montré que la dis-
tance, sur laquelle le mucus ou un fluide Newtonien pouvaient étre transportés,
dépendait directement du taux de couverture de I'épithélium par les touffes ci-
liaires actives, et qu'une loi d’échelle, valable sur prés de 4 ordres de grandeur

151



CONCLUSION GENERALE

correle la taille de ces domaines de transport au taux de surface recouverte par
les touffes ciliaires actives. La courbe s’applique de I’échelle de quelques touffes
ciliaires a I'échelle de la trachée. Les données physiologiques et les données sur
épithéliums reconstitués se placent sur une méme courbe maitresse.

Nous avons relevé que le degré d’orientation des cils est aussi important pour
un transport macroscopique a vitesse angulaire constante et que la présence du
mucus viscoélastique est nécessaire pour coordonner cette orientation. Cela sug-
gere que les contraintes mécaniques imposées par 'écoulement sur I'épithélium
jouent un role majeur, non seulement pour imposer la direction de battement
ciliaire mais aussi pour réguler la densité locale en cellules ciliées et son orga-
nisation spatiale. En particulier, il y a peu de cellules ciliées au centre de I’écou-
lement. Un phénomene de mécanotransduction est suspecté et reste a explorer.
Nous avons montré que la fréquence de battement des cils ne joue pas sur I'éta-
blissement du transport mais influence la vitesse de la clairance.

Enfin, nous avons montré que la concentration du mucus et ses propriétés
rhéologiques ne semblent pas altérées dans 'asthme sévere et la BPCO dans nos
cultures et que 'anomalie de la clairance mucociliaire chez ces patients serait

due au manque drastique de touffes de cils actives.

Dans la deuxieme partie, nous avons mis au point un systéme bio-mimétique
permettant d’étudier la migration cellulaire par chimiotaxie. Nous avons pu vali-
der deux systemes et observer la migration de trois types de cellules différentes.
Ces résultats préliminaires étant prometteurs, de plus amples investigations se-
ront a réaliser afin de tester différents stimuli. Ce systéme pourra notamment
étre utilisé pour tester le role potentiel de 1'épithélium sur les cellules de I'in-

flammation dans 'asthme sévere.
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.1 Fréquences en solution

Comme pour les controles, nous avons aussi regardé la fréquence médiane
des battements de cils lorsque les cellules ciliées sont immergées dans une so-
lution pour les asthmatiques séveres (3 sujets) (figure[I13). Cette derniére est
significativement plus faible en immersion : [controle 15,37 Hz - asthme sévere
12,03 Hz] comparé aux fréquences mesurées pour les mémes sujets a I'interface
air/liquide et apres I’élimination de la couche de mucus [controle 18,21 Hz et
asthme sévere 14,87 Hz] (* P < 0,0001). De plus, la différence de la fréquence
médiane de battement des cils entre les controles (15,37 Hz) et les asthmatiques
séveres (12,03) est importante en immersion, et diminue significativement entre
les deux groupes (* P < 0,037)

.2 Chambre de culture Epithelix

Nous avons aussi mesuré 'activité ciliaire dans les puits des cultures en pro-
venance d’Epithelix (R = 3 mm). Ces cultures vont nous servir de modele d’ap-
proche physiologique. En effet, nous avons relevé une fréquence médiane de
battement des cils de 12,1 + 1,6 Hz et un pourcentage moyen de touffes de cils
actives de 60% [56%-71%], soit la gamme des mesures physiologiques rappor-
tées dans la littérature pour les voies aériennes humaines.

.3 L’effet attractif du domaine circulaire

Certains domaines circulaires présente un effet d’attraction. Nous avons en-
levé le mucus et mis une solution de billes et suivi ’évolution du domaine sur

24h. Le domaine circulaire double de taille apres un jour, il passe de 1 mm a 2
mm de diameétre (figure[14).
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FIGURE 13 — Vues latérales de touffes de cils en immersion dans le milieu de culture
obtenues par microscopie a transmission pour (A) une coupe de I’épithélium d’une
dizaine de cellules ciliées colonnaires sont visibles et (B) une cellule individuelle.
(C) Fréquence des battements ciliaires a 'interface air-liquide des cultures épithé-
liales (bleu) et en immersion dans un milieu de culture (rouge) des sujets sains et
asthmatiques sévéres (SA). Les résultats sont exprimés sous forme de médianes et
inter-quartiles avec 10¢ et 90° percentiles. Le groupe (controle vs SA) * P < 0,036
et la mesure (ALI vs immersion) * P < 0,0001. Test Kruskall-Wallis suivi par test
post hoc.
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FIGURE 14 — Superposition d'une pile d’images montrant ’évolution de la taille du
domaine de 1 mm (a gauche) & 2 mm aprés 24h (& droite). La durée d’acquisition
est de 100 sec pour les deux images. (les billes apparaissent en noir)

.4 Lésion dans la surface épithéliale

Il faut noter que ces domaines circulaires ne sont pas altérés par la présence
des 1ésions ou le manque des cils dans certain endroit. En effet, I'épithélium de
notre modele ne présente pas "un tapis dense" de cils qui sont en contact les uns
avec les autres. Ces touffes de cils sont espacés et 'épithélium peut présenter des
trous dans certains endroits (figure[15).

.5 Le modéle physique

Le modele est développé en utilisant le modele a trois couches introduit dans

(Smith et al., 2007). On considere une structure a trois couches de la surface

liquide des voies aériennes (ASL), comprenant une couche périciliaire inférieure
de fluide newtonien (PCL), une couche sus-jacente de traction et une couche de
mucus supérieure plus épaisse (figure[I16). Dans ce modele, la couche de traction
est essentiellement une extension viscoélastique linéaire de la couche de mucus,
qui définit 'étendue maximale a laquelle les pointes des cils s’étendent et ou la
couche de traction peut étre considérée comme étant responsable de la transmis-
sion de forces des pointes de cils a la couche de mucus.

La longueur des cils est considérée comme étant d’environ 6 ym, et la ma-
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FIGURE 15 — (A) Présence de zones sans cellules ciliées actives (1) sur I'épithélium
sur un domaine circulaire. (B) L’espacement entre les cils (1) dans une chambre
de culture ou le mouvement circulaire est observé sur I’ensemble de la culture.

=H
h
mucus
la couche Xy=L
de traction 1y=h
Les cils=— | [
A v

La couche périciliaire
PCL

FIGURE 16 — La structure & trois couches de la surface liquide des voies aériennes
(ASL), une couche périciliaire inférieure de fluide newtonien (PCL), une couche
sus-jacente de traction et une couche de mucus supérieure plus épaisse. Le PCL
est prise égale & 5,4 pum, la couche de traction ~ 0,6 um et couche de mucus ~ 4

pam.
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jeure partie de cette longueur est immergée dans la PCL, sauf pendant ’extension
momentanée dans la couche de traction pendant la poussée effective. Ainsi dans
ce modele, la PCL est prise égale a 5,4 um, et la Couche de traction d’environ 0,6
pum. L’épaisseur de la couche de mucus est de 4 ym. La largeur de ce domaine
a été prise considérablement plus grande que la hauteur, afin de compenser les
effets de bord.

Un modele a deux dimensions est créé (Roy et al., 2013), avec pour effet
"les cils" représentés comme des forces de propulsion du corps dans la couche de
traction et des forces de résistance visqueuse dans la PCL. Un modele de visco-
élasticité simple de Maxwell est utilisé et est établi a la couche de traction et a la
couche de mucus.

La force de propulsion des cils est due a 'asymétrie du cycle de battement
(figure[1.8). Lorsque les cils sont dans leur poussée effective, ils pénétrent dans
la couche de traction, en poussant vers I'avant la couche de mucus.D’autre part,
pendant la phase de récupération, les cils se baissent afin d’étre complétement
immergés dans la PCL. Par conséquent, la couche de mucus n’est pas tirée vers
larriere pendant la phase de récupération (ref[1.3.4).

Les touffes de cils résistent a 'écoulement de PCL. En outre, lorsque les cils
oscillent, le fluide a proximité de la surface d’'un cil se déplace a une vitesse si-
milaire a celle du cil. L'effet net de ces deux facteurs est que les cils réduisent
le débit de la PCL, s’ils provoquent des oscillations importantes dans la PCL. La
force de résistance, cependant, agit uniquement sur la PCL car les cils pénetrent
difficilement I'une des deux autres couches.

La force de résistance du fluide périciliaire

Dans la direction horizontale :

fres(x7y7t> = _7;)(,“ - ucil) 0< y < h (1)
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Dans la direction verticale :
gres(xayvt> = _’75(1’ - Ucil) 0< y < h (2>

Ou f,.s et g, sont les forces de résistance de la PCL dans les directions hori-
zontale et verticale respectivement, 7% et 7 sont les coefficients de résistance de
la PCL dans les axes x (horizontal) et y (vertical) respectivement ; u.; et v.; sont
les vitesses de cils dans les axes x (horizontal) et y (vertical) respectivement ; u
et v sont les vitesses résultant de la PCL a une valeur donnée des coordonnés (x,
y, t) et h est la hauteur de la couche PCL.

Les expressions des vitesses des cils ont été formulées pour incorporer la pé-
riodicité du cycle de battement, 'augmentation linéaire de la vitesse avec la dis-
tance de I'épithélium et la durée courte de la course effective (environ 20% du
cycle de battement). Ainsi, la formulation la plus précise pour la vitesse ciliaire
est donnée ci-dessous (eq.(3.3) et (3.4)), apres incorporation de la spécification
que chaque cil génere une ellipse avec sa pointe (Ross and Corrsin, [1974).

La vitesse des cils
Dans la direction horizontale :

Dans la direction verticale :

Ici & = 2T ot A est la longueur d’onde (environ 30 um), o la fréquence de
battement des cils (60 rad/s), v la fraction du battement de cils occupé par la
poussée effective.

Les forces de propulsion dans ce modeéle sont également formulées par un
développement de Fourier. L’expression de ces forces indique qu’elles diminuent
de facon monotone a zéro a partir de la base vers le sommet de la couche de
traction.

La force propulsive des cils (dans la couche de traction)

Dans la direction horizontale :
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Dans la direction verticale :

Gprop(®,y,1) = — (Z gnsin[(kx + Ut)n]> ,Yéwl (%) )

n=1

~ est un coefficient de résistance qui dépend de la géométrie des cils et 'écart
entre chaque cils. Il existe deux valeurs du coefficient de résistance distincts qui
correspondent aux directions horizontale et verticale. Les valeurs des coefficients
de résistance dépendent également de la viscosité dynamique du fluide pour la-
quelle elles sont calculées. Pour les deux directions x et y, les valeurs de v sont de
Pordre de 10'? en unité SI. Les différentes valeurs de  pour la PCL et la couche
de traction sont désignées a 'aide des exposants 'P’ et ’'M1’ de la PCL et la couche
de traction respectivement.
Tous les termes de force mentionnés jusqu’ici sont dans les unités de N/m3.
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.6 Différentiation

Les macrophages peuvent se diviser en 4 catégories :

— Les macrophages résidents : Ils sont présents en permanence dans diffé-
rents organes et permettent de détecter d’éventuelles inflammations.

— Les macrophages MO : ils sont directement dérivés des monocytes apres
leur migration des réseaux capillaires vers les tissus enflammés, ces ma-
crophages sont dits non activés.

— Les macrophages M1 : ils correspondent aux macrophages MO activés par
la cytokine IFN-v. Ces derniers sont aptes a phagocyter et tenter de tuer
les parasites de la Leishmaniose (Martinez and Gordon, [2014).

— Les macrophages M2 : ils correspondent aux macrophages MO activés par
I'interleukine 4 (IL-4 et IL-13) et leur action est de soigner les tissus en-
dommagés par I'inflammation (Martinez and Gordon, 2014).

Les macrophages résidents au niveau de I'inflammation vont sécréter du CNM

I et I, ce qui va faire migrer et activer les lymphocytes T. Les lymphocytes T vont
alors se différentier en Th1 et Th2 et sécréter a leur tour de 'IFN-v et de I'lL-4
pour différentier les macrophages en M1 et M2. Ces quatre types de macro-
phages interviennent dans I'inflammation et I'infection causée par la piqtire du
phlébotome (Lopes et al., [2014).

.7 Cycle d’activation

Les macrophages résidents au niveau de la zone enflammée vont sécréter des
générateurs de croissance (M-CSF, G-CSF, GM-CSF, PDGF) qui vont permettre
aux monocytes de migrer en masse vers la zone d’inflammation. Puis les adhé-
sines et les sélectines de surface des monocytes et des cellules endothéliales vont
permettre 'adhérence des monocytes a la paroi de 'endothélium, puis la tra-
versée. De plus, ces adhésines/sélectines sont plus denses au niveau des parois
ou se trouve l'inflammation ce qui augmente encore le nombre de monocytes.
Une fois que les monocytes ont passé la membrane endothéliale, ils deviennent
des macrophages qui s’activent sous I'influence de différentes cytokines (Pixley,
2012).

La distance entre deux vaisseaux dans le derme de la peau est de 20 um
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FIGURE 17 — Schéma de la migration des monocytes a travers la paroi endothéliale.
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FIGURE 18 — Schéma des différentes couches de la peau.

donc, a priori, les macrophages qui auront passé la paroi du vaisseau capillaire
vont migrer sur une distance maximale de 20 ym. Les macrophages résidents
eux doivent migrer dans le derme sur des distances plus longues pour atteindre
la zone infectée.

Les cellules dendritiques et les neutrophiles sont des cellules du systéme im-
munitaire qui interviennent dans le cycle d’activation des macrophages lors d’'une

infection. Le schéma de ce cycle dans le cas de la leishmaniose se trouve sur la

figure[19]
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FIGURE 19 — Schéma des interactions Neutrophiles-Monocytes-Macrophages-

Leishmanies.

Les dendritiques et les neutrophiles infectés par les parasites vont produire de
la cytokine IL-12 ce qui va entrainer I'activation des macrophages MO en M1. Or
les M1 sont capables d’éliminer le parasite en produisant du monoxyde d’azote
NO et en phagocytant. Au contraire, les macrophages M2 vont phagocyter les
neutrophiles infectés sans pouvoir les détruire. Les parasites vont alors se repro-
duire dans ces macrophages jusqu’a provoquer leur lyse. Finalement, les macro-
phages M1 sont capables de tuer les parasites tandis que les M2 permettent leur

prolifération (Lopes et al., [2014).

Les parasites vont réduire la production d’IL-12. Cela a pour conséquence
directe la non-activation des Th1 et indirectement celle des M1
2014). Bien que ce cycle d’activation soit connu, il n’en demeure pas moins que
I'interaction initiale entre les macrophages et les parasites est mal connue. En
effet, nous ne savons pas si les parasites sécretent des molécules qui attirent les
macrophages ou si c’est I'inflammation causée par la piqlire qui joue un role dans
I'attraction des macrophages. En effet, les tissus étant endommagés, on peut sup-
poser qu’une chaine d’activation va attirer les macrophages et les activer en M2
pour permettre la cicatrisation.
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.8 Discussion

L’interaction initiale entre les macrophages et les leishmanies demeure a ce
jour tres mal connue. En effet, nous ne savons pas si, une fois injectées dans le
derme de la peau, ce sont les leishmanies qui migrent vers les macrophages et
provoquent leur phagocytose ou si ce sont les macrophages qui migrent vers les
leishmanies pour les phagocyter. Pour des questions de temps, nous n’avons pas
évalué la migration des leishmanies dans une matrice de collagene de type I.
Cependant, dans un papier récent (Petropolis et al., [2014) il a été démontré que
les leishmanies parcourent environ 140 pum dans une matrice de collagene (de
concentration similaire) en 72 heures en absence de macrophages. Par contre,
en présence de macrophages, les leishmanies parcourent 66 ym en 6 heures soit
528 um en 48 heures avec un taux de migration de 0.05 + 0.2.

Basé sur ces mesures, nous avons estimé le pourcentage de macrophages qui
peuvent étre en contact direct avec les leishmanies sur les 12 premiéres heures.
En effet, en 12 heures, les leishmanies ont pu explorer 172 pm sur les 500 ymm
de la zone proche des leishmanies. Sachant qu’il y a 8 parasites/macrophage dans
notre microsysteme et que le taux de migration des leishmanies est de 0.05, on
considere que seuls 17.2 % des macrophages pres des leishmanies ont pu entrer
en contact avec elles.

Sur cette plage de temps le taux de migration des macrophages proches des
leishmanies est plus important que celui des témoins. De plus ils ont une di-
rection préférentielle qui est a 'opposé des leishmanies. On peut donc penser
que les leishmanies produisent des molécules en quantité suffisamment grande
pour affecter les macrophages se trouvant sur les 500 premiers pym. Au-dela de
cette frontiere les macrophages n’ont pas un taux différent de celui des témoins
et n‘ont pas une direction préférentielle. On peut supposer que dans cette zone
la concentration de molécules émise par les leishmanies n’est pas suffisamment
grande pour activer les macrophages. Notons cependant que ces molécules n’in-
fluent pas la vitesse des macrophages puisque sur les 12 premieres heures, cette

vitesse est la méme pour les trois populations.

Au-dela de 18 h, la vitesse des macrophages proches des leishmanies com-
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mence a diminuer. Nous associons cette diminution a I'infection des macrophages
par les parasites. S’ajoutent a cela une baisse du taux de migration et une perte
de la directionnalité. En effet au bout de 24 h les parasites ont atteint au moins
la moitié de la zone proche des leishmanies, avec un taux supérieur a 0.05,
les macrophages étant encerclés par les leishmanies, ils ne peuvent plus fuir.
Cette arrivée des leishmanies dans la premiere partie de la chambre augmente
la concentration de molécules dans cette zone. De ce fait, les macrophages qui
étaient initialement loin des leishmanies commencent a sentir leur présence et
s’activent pour migrer, ce qui augmente le taux de migration.

Au bout de 48 h, la vitesse des macrophages proches des leishmanies continue
a diminuer pour atteindre 0.71 4+ 0.12 ym/min (contre ~ 6 pym/min au début
de l'acquisition). La concentration de molécules a droite n’est toujours pas assez
forte pour déclencher un mouvement directionnel des macrophages initialement
loin des leishmanies.

.9 Migration des neutrophiles sous un gradient de

leishmanies
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FIGURE 20 — Migration des neutrophiles soumis a un gradient de leishmanies :
Taux de migration, vitesse instantanée et direction de migration.
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