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  LLIISSTTEE  DDEESS  AABBRREEVVIIAATTIIOONNSS  
 
 
Ǻ   Angström 
°C   Degré Celsius 
µg   Microgramme 
µm   Micromètre 
µL   Microlitre 
2D   Deux dimensions 
A   Area 
ABC   ATP-binding cassette 
ADH   Aldéhyde déshydrogénase 
ADN   Acide désoxyribonucléique 
ALCAM Activated leucocyte cell adhesion molecule 
ALP   Antileucoprotéase 
AMPc  Adénosine monophosphate cyclique 
APS   Ammonium persulfate 
AQP3  Aquaporine 3 
ARNm  Acide ribonucléique messager 
BA   Bleu alcian 
BAA   Bodipy-aminoacetate 
BAAA  Bodipy-aminoacetylaldehyde 
BB94   Batimastat 
Bcl-2   B cell leukemia/lymphoma 2 
Bcrp   Breast cancer-resistant protein 
BEBM  Bronchial epithelial basal medium 
bFGF   Basic fibroblast growth factor 
BP180  180 KDa bullous pemphigoid antigen 
BP230  230 KDa bullous pemphigoid antigen 
BPCO  Bronchopneumopathie chronique obstructive 
BrdU   Bromodésoxyuridine 
BSA   Bovine serum albumin 
BSI   Banderea simplicifolia isolectin 
CaCC  Calcium sensitive chloride channel 
CC10   Clara cell 10 KDa protein 
CCR2B CC représentent deux cystéines liées. R = receptor 
CCrk   Cell cylcle related kinase 
CCSP  Clara cell secretory protein 
CD   Cluster of differentiation 
CF   Cystic fibrosis 
CFTR  Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 
CGRP  Calcitonin gene-related peptide 
CK   Cytokératine 
CLD   Chronic lung disease 
CO2   Dioxyde de carbone 
CSA   Cellule souche adulte 
CSE   Cellule souche embryonnaire 
CSF   Colony stimulating factor 
CSH   Cellule souche hématopoïétique 
CSM   Cellule souche mésenchymateuse 
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CXCR  CXC représent 2 cystéines séparées par 1 acide aminé. R = receptor 
DAPI   4’,6’-diamino-2-phenylindole 
DDR1  Discoidin domain receptor 1 
DMEM Dulbecco’s modified eagle’s medium 
DNMT3B DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta 
dNTP  Désoxynucléotide triphosphate 
DO   Densité optique 
DPC   Double positive cells 
EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid 
EGF   Epidermal growth factor 
EGFR  Epidermal growth factor receptor 
EGTA  Ethylene glycol-bis(beta-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid, 
ELISA  Enzyme linked immunosorbent assay 
ENaC  Epithelial sodium channel 
EPO   Eosinophil peroxydase 
erbB   EGFR 
ERK   Extracellular signal-regulated protein kinase 
FAK   Focal adhesion kinase 
FITC   Fluorescein isothiocyanate 
Fox   Forkhead box protein j 
FSC   Forward scatter 
FT   Facteur tissulaire 
g   Gramme 
GABAR Gamma-aminobutyric acid receptor 
GAPDH Glyceraldehyde phosphate deshydrogenase 
GATA  GATA binding protein 
G-CSF  Granulocyte-colony stimulating factor 
GDF   Growth differentiation factor 
GFP   Green fluorescent protein 
GM-CSF Granulocyte macrophages-colony stimulating factor 
GMPc  Guanosine monophosphate cyclique 
GRP   Gastrin related peptide 
Grb2   Growth factor receptor bound protein 2 
GSI   Griffonia simplicifolia isolectin 
H   Height 
h   Heure 
H2O2   Peroxyde d’hydrogène ou eau oxygénée 
HCl   Acide chloridrique 
HCO3

-  Ion bicarbonate 
HD1   Hemidesmosomal 500 KDa protein 
HEPES Hydroxyethylpiperazine ethanesulfonate 
HFH   Hepatocyte Nuclear Factor 3 / forkhead homologue 
HGF   Hepatocyte growth factor 
HNF   Hepatocyte nuclear factor 
HNP   Human neutrophil peptide 
HOCl  Acide hypochloreux 
HSP   Heat shock protein 
hTERT Human telomerase reverse transcriptase 
Hz   Hertz 
IAL   Interface air-liquide 
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ICAM  Intercellular adhesion molecule 
IFAP300 300 KDa intermediate filament-associated protein 
IFN   Interféron 
Ig   Immunoglobuline 
IL   Interleukine 
J   Jour 
JAM   Junctional adhesion molecule 
Kb   Kilobase 
KCl   Chlorure de potassium 
KDa   Kilodalton 
KGF   Keratinocyte growth factor 
kit   Kit oncogen 
KPL   KPL2 protein 
L   Litre 
LIFR   Leukemia inhibitor factor recepetor 
Lin   lineage 
LPS   Lipopolysaccharide 
LRC   Label-retaining cell 
LT   Lymphocyte T 
Lu   Lumière 
m   mésenchyme 
M   Molaire (mol/L) 
mA   Milliampère 
MAGUK Membrane-associated guanylate kinase 
MAP   Mitogene-activated protein 
MAPC  Multipotent adult progenitor cells 
MBP   Major basic protein 
MCP   Macrophage chemoattractant protein 
MDCK Madin-Darby canine kidney 
MEC   Matrice extracellulaire 
MgCl2  Chlorure de magnésium 
min   Minute 
MIP   Macrophage inflammatory protein 
mL   Millilitre 
MM   Masse molaire 
mm   Millimètre 
MMC  M McElroy clone 
mmLB  Millimètre de lame basale 
MMP   Matrix metalloproteinase 
MnCl2  Chlorure de manganese 
MPR   Multidrug resistance protein 
MT-MMP Membrane type-MMP 
MUC   Mucine 
NaCl   Chlorure de sodium 
NANOG NANOG protein 
NBD   Nuclear binding protein 
ng   Nanogramme 
nm   Nanomètre 
NO2   Dioxyde d’azote 
ns   non significatif 
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O3   Ozone 
Oct   Octamer binding protein 
OCT   Optimum cutting temperature 
ORCC  Outwardly rectifying chloride channel 
P   Population 
p   Probabilité 
P450   450 KDa protein  
Pa.s   Pascal x seconde 
PAS   Periodic shiff acid 
pb   Paire de base 
PBS   Phosphate-buffered saline 
PDGF  Platelet derived growth factor 
PE   Phycoerethrin 
PETA  Platelet endothelial tetraspan antigen 
PGP   Protein gene product 
pH   Potentiel d’hydrogène 
PK   Protéine kinase 
PMN   Polynucléaire neutrophile 
PN   Pneumocyte 
PNA   Peanut agglutinin 
R   Région 
RANTES Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted 
Ras   Raspberry 
REX   Zinc-finger protein-42 
RFLP  Restriction fragment lenght polymorphism 
rpm   Round per minute 
RT   Répétitions en tandem 
RT-PCR Reverse transcriptase polymerase chain reaction 
s   Seconde 
SA   Semaine d’aménorrhée 
Sca   Stem cell antigen 
SCID   Severe combined immunodeficiency 
SDF   Stromal derived factor 
SDS   Sodium dodecyl sulfate 
SLPI   Secretory leucoprotease inhibitor 
SNARE Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor 
SOX   Sex determining region Y-box 
SP   Side population 
SP   Surfactant protein 
Src   Soybean gene regulated by cold 
SSC   Side scatter 
SSEA  Stage-specific embryonic antigen 
STAT  Signal transducer and activator of transcription 
Stellar  Stella related gene 
SVF   Sérum de veau fœtal 
TAP   Thyroid transcription factor-1 associated protein 
Taq   Taq polymérase 
TBE   Tris Borate EDTA 
TEMED Tetraethylmethylenediamine 
TFF   Trefoil factor family 
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TGF   Transforming growth factor 
Thy   Thymus cell antigen 
TIMP  Tissue inhibitor of MMP 
TNF   Tumor necrosis factor 
TRA   Tumor rejection antigen 
TRAF  Tumor necrosis factor receptor-associated factor 
TRAP  Telomeric repeat amplification protocol 
TS   Telomerase substrate 
TTF   Thyroid transcription factor 
U   Unité 
UEA   Ulex europeus antigen 
VEGF  Vascular endothelial growth factor 
VIP   Vasoactive intestinal polypeptide 
vol   Volume 
VPAC  Vasoactive intestinal peptide receptor 
vs.   Versus 
W   Width 
WGA  Wheat germ agglutinin 
ZO   Zonula occludens 
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  LLIISSTTEE  DDEESS  FFIIGGUURREESS  
 
 

Partie B : Introduction Générale 
 
Figure 1. Schéma général de l’appareil respiratoire humain. 
Figure 2. Architecture des voies aériennes. 
Figure 3. Morphologie de l’épithélium de surface des voies aériennes en fonction de l’étage 

considéré. 
Figure 4. Représentation de la muqueuse et de la sous-muqueuse trachéo-bronchique. 
Figure 5. Morphologie des cellules ciliées et mécanisme du battement ciliaire. 
Figure 6. Morphologie des cellules sécrétoires de l’épithélium de surface. 
Figure 7. Image d’une cellule séreuse. 
Figure 8. Morphologie des cellules neuroendocrines humaines. 
Figure 9. Epithélium bronchiolaire et cellules de Clara. 
Figure 10. Cellules épithéliales alvéolaires. 
Figure 11. Système jonctionnel de l’épithélium respiratoire. 
Figure 12. Schéma montrant la complexité des jonctions serrées. 
Figure 13. Schéma et image d’une jonction adhérente. 
Figure 14. Structure d’un desmosome en microscopie électronique à transmission. 
Figure 15. Schéma de jonctions communicantes. 
Figure 16. Ultrastructure d’un hémidesmosome. 
Figure 17. Structure générale du squelette des mucines. 
Figure 18. Schéma général de la clairance mucociliaire. 
Figure 19. Etapes de régénération de l’épithélium respiratoire humain. 
Figure 20. Structure de la protéine CFTR. 
Figure 21. Action de CFTR sur différents canaux ioniques. 
Figure 22. Différentes classes de mutations du gène cftr. 
Figure 23. Modèles hypotonique et isotonique de transport d’ions. 
Figure 24. Pathogénie de la mucoviscidose. Infection et inflammation. 
Figure 25. Production des MMPs au niveau de la muqueuse respiratoire. 
Figure 26. Remodelage de l’épithélium mucoviscidosique. 
Figure 27. Schéma montrant la plasticité des cellules souches. 
Figure 28. Représentation schématique des niches de cellules souches au niveau de 

l’épithélium respiratoire 
 

Partie C : Régénération de l’épithélium respiratoire normal et mucoviscidosique 
 
Figure 29. Schéma de greffe dans la souris nude. 
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Figure 30. Dynamique de régénération épithéliale respiratoire non-CF et CF. 
Figure 31. Degré de différenciation des épithéliums non-CF et CF à J25. 
Figure 32. Hauteur des épithéliums non-CF et CF. 
Figure 33. Prolifération cellulaire au cours de la régénération non-CF et CF. 
Figure 34. Quantification des cellules basales. 
Figure 35. Marquage BA/PAS et MUC5AC sur des épithéliums non-CF et CF différenciés. 
Figure 36. Quantification des cellules qui expriment le MUC5AC et le MUC5B. 
Figure 37. Nombre des cellules ciliées dans les épithéliums non-CF et CF. 
Figure 38. Différenciation des épithéliums non-CF et CF mise en évidence par ZO-1 et 

CFTR. 
Figure 39. Expression de l’IL-8 au cours de la régénération non-CF et CF. 
Figure 40. Expression de la MMP-7 au cours de la régénération non-CF et CF. 
Figure 41. Expression de la MMP-9 au cours de la régénération non-CF et CF. 
Figure 42. Expression de TIMP-1 au cours de la régénération non-CF et CF. 
Figure 43. Profil de sécrétion de l’IL-8 au cours de la régénération non-CF et CF. 
Figure 44. Sécrétion de la MMP-7 au cours de la régénération non-CF et CF. 
Figure 45. Sécrétion de la MMP-9 au cours de la régénération non-CF et CF. 
Figure 46. Inhibition de la MMP-7 au cours de la régénération non-CF et CF. 
Figure 47. Inhibition de la MMP-9 au cours de la régénération non-CF et CF. 
 

Partie D : Cellules souches/progénitrices de l’épithélium respiratoire 
 
Figure 48. Schéma de culture en interface air-liquide. 
Figure 49. Expression de l’AQP3 par l’épithélium respiratoire humain adulte de surface. 
Figure 50. Expression de CXCR2 par l’épithélium respiratoire humain adulte de surface. 
Figure 51. Expression de CDw137 par les cellules épithéliales respiratoires cytospinées après 

leur dissociation. 
Figure 52. Expression des intégrines α6 et β4 par les cellules épithéliales respiratoires 

cytospinées après leur dissociation. 
Figure 53. Expression des intégrines α6 et β4 par les cellules épithéliales respiratoires 

cytospinées après une étape d’adhérence de 24 h. 
Figure 54. Expression de CD44 par l’épithélium et les cellules épithéliales respiratoires 

humaines de surface. 
Figure 55. Expression du récepteur β2-nicotinique par l’épithélium et les cellules épithéliales 

respiratoires humaines. 
Figure 56. Expression du récepteur IL-4Rα par l’épithélium et les cellules épithéliales 

respiratoires humaines. 
Figure 57. Expression de CD166 par l’épithélium et les cellules épithéliales respiratoires 

humaines. 
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Figure 58. Expression du FT par l’épithélium et les cellules épithéliales respiratoires 
humaines de surface. 

Figure 59. Expression du CD151 par l’épithélium et les cellules épithéliales respiratoires 
humaines. 

Figure 60. Double marquage du FT et du CD151 sur l’épithélium respiratoire humain. 
Figure 61. Localisation de la population des cellules basales par cytométrie en flux. 
Figure 62. Histologie des tissus respiratoires traités à la collagénase de type XIV. 
Figure 63. Tri des cellules épithéliales respiratoires par cytométrie en flux. 
Figure 64. Morphologie des cellules épithéliales respiratoires non-triées et triées. 
Figure 65. Pureté par cytométrie en flux des populations cellulaires épithéliales triées. 
Figure 66. Capacité de prolifération des cellules épithéliales non-triées et triées. 
Figure 67. Capacité de régénération d’un épithélium respiratoire mucociliaire in vitro à partir 

des cellules épithéliales respiratoires non-triées et triées. 
Figure 68. Capacité de régénération in vivo des cellules épithéliales respiratoires non-triées et 

triées. 
Figure 69. Expression de FT et CD151 sur les épithéliums régénérés en culture en IAL à 

partir des cellules non-triées et triées. 
Figure 70. Expression des marqueurs de différenciation par les épithéliums régénérés en 

culture en IAL. 
Figure 71. Expression de FT et CD151 sur les épithéliums régénérés en xénogreffes par les 

cellules non-triées et triées. 
Figure 72. Expression des marqueurs de différenciation par les épithéliums régénérés dans les 

xénogreffes. 
Figure 73. Détection de l’activité de la télomérase dans les cellules épithéliales triées. 
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AA..  PPRREESSEENNTTAATTIIOONN  DDUU  TTRRAAVVAAIILL  DDEE  TTHHEESSEE  
 
 

A.1. Généralités 

 
L’appareil respiratoire, qui filtre plus de cinq mille litres d’air ambiant par jour, assure 

l’apport vital en oxygène et coordonne les échanges gazeux entre le sang et l’air ambiant 
(hématose) au niveau alvéolaire. Les voies aériennes doivent donc constamment neutraliser 
puis éliminer les nombreuses bactéries et corps étrangers transportés par l’air inhalé. Pour 
maintenir son intégrité indispensable aux échanges gazeux alvéolo-capillaires, la muqueuse 
respiratoire s’est dotée d’un système de clairance et de défense particulièrement adapté et 
efficace. 
 

Outre les facteurs environnementaux qui agressent les voies aériennes respiratoires, 
des maladies comme la mucoviscidose peuvent nuire au fonctionnement de l’épithélium 
respiratoire entraînant des complications qui peuvent aboutir à la mort. Dans la 
mucoviscidose (CF), l’épithélium respiratoire subit des lésions et des remaniements 
cellulaires permettant l’installation précoce d’une infection et d’une inflammation qui 
persistent toute la vie. L’épithélium CF lésé doit constamment régénérer pour restaurer ses 
fonctions physiologiques de défense, telles que la clairance mucociliaire et la sécrétion de 
molécules anti-bactériennes. 
 

Le renouvellement cellulaire de l’épithélium respiratoire normal est relativement lent. 
Dans la CF, ce processus est accéléré à cause des fréquentes lésions induites par les attaques 
bactériennes suite au dysfonctionnement des échanges ioniques dus à la mutation du canal 
chlorure CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator). L’épithélium doit 
donc régénérer pour réparer ses lésions, ce qui implique les cellules souches et progénitrices 
dans ce phénomène. 
 

A.2. Buts du travail 

 
La régénération de l’épithélium humain CF, ainsi que la comparaison de la 

régénération CF et non-CF n’ont jamais été étudiées. De plus, dans la littérature, tous les 
travaux relatifs à l’étude de l’épithélium de surface CF (histologie, quantifications, sécrétions, 
etc…) ont été effectuées sur des tissus infectés issus d’interventions de transplantations 
pulmonaires. 
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Jusqu’à présent, l’identité des cellules souches et progénitrices de l’épithélium de 
surface proximal adulte humain reste inconnue. Aucun travail n’a été mené chez l’homme 
pour identifier les cellules épithéliales capables de proliférer et de reconstituer un épithélium 
mucociliaire mature, alors que les différents travaux effectués chez les animaux restent 
contradictoires, suggérant que la population des cellules souches/progénitrices réside soit 
parmi les cellules basales, soit parmi les cellules sécrétoires de surface qui correspondent aux 
cellules de Clara chez la souris. 
 
 Nous avons donc cherché dans ce travail à répondre aux principales questions 
suivantes : 
 

¾ En dehors de toute infection bactérienne, la régénération de l’épithélium CF, tant sur 
le plan histologique que moléculaire, est-elle normale ? Est-elle retardée par rapport 
à la régénération non-CF ? L’épithélium régénéré différencié CF, est-il remanié et 
différent de l’épithélium régénéré non-CF ? 

 
¾ Quelle est la population épithéliale candidate au statut de progéniteur à l’origine des 

autres populations qui constituent l’épithélium respiratoire de surface non-CF ? 
 

A.3. Description des différents chapitres du manuscrit 

 
Nous subdiviserons par la suite le manuscrit en quatre grandes parties: 

 
¾ B. « Introduction Générale » dans laquelle nous décrirons l’appareil respiratoire et 

son épithélium constitué de différents types cellulaires, les fonctions de défense de 
ce dernier et sa réparation-régénération après lésion épithéliale. Dans la mesure où 
notre travail porte sur la comparaison de la régénération de l’épithélium respiratoire 
CF et non-CF, nous décrirons également la CF, les modifications qui sont associées 
à cette maladie, l’infection et l’inflammation qui l’accompagnent, ainsi que les 
principales cytokines et métalloprotéinases qui y sont dérégulées. Nous présenterons 
aussi quelques approches thérapeutiques de la mucoviscidose. Sachant que nous 
travaillons aussi sur l’identification des cellules progénitrices de l’épithélium 
respiratoire, nous terminerons l’introduction en définissant les cellules souches ainsi 
que leur plasticité, et en abordant les cellules candidates au statut 
souches/progéniteurs de l’épithélium respiratoire de surface. 

 
¾ C. « Régénération de l’Epithélium Respiratoire de Surface Normal et 

Mucoviscidosique Humain» dans laquelle nous décrirons les matériels et les 
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méthodes associés, ainsi que tous les résultats obtenus sur la régénération de 
l’épithélium respiratoire CF et sur sa comparaison avec la régénération non-CF, un 
travail qui a fait l’objet d’un premier article. Nous discuterons les résultats obtenus. 

 
¾ D. « Identification des Cellules Souches/Progénitrices de l’Epithélium 

Respiratoire de Surface Humain Adulte » dans laquelle nous décrirons les 
matériels et les méthodes associés, et nous exposerons en détails tous les résultats 
relatifs à cette partie. Ce travail a également fait l’objet d’un article. Les résultats 
obtenus seront discutés à la fin de cette partie. 

 
¾ E. « Conclusion Générale et Perspectives » dans lesquelles nous dresserons un 

bilan de ce travail avec ses perspectives potentielles. 
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BB..  IINNTTRROODDUUCCTTIIOONN  GGEENNEERRAALLEE  
 
 

B.1. L’appareil respiratoire 

B.1.1. Anatomie de l’appareil respiratoire adulte 

B.1.1.1. Généralités 

 
Chez les mammifères, le système respiratoire est constitué par les voies extra-

pulmonaires qui regroupent les fosses nasales, le rhino-pharynx, le larynx, la trachée et les 
bronches souches, et les voies respiratoires intra-pulmonaires comprenant les bronches, les 
bronchioles et les alvéoles pulmonaires (figure 1). 

Les voies aériennes sont formées par des divisions successives, dichotomiques et 
asymétriques. On dénombre approximativement 23 divisions pour atteindre les alvéoles 
pulmonaires. La trachée (1ère génération) se divise en bronches souches droite et gauche, puis 
en bronches lobaires et segmentaires (2ème à 8ème génération) qui à leur tour se divisent pour 
donner les bronchioles (8ème à 14ème génération) puis les bronchioles terminales (15ème à 19ème 
génération), constituant la fin des voies de conduction de l’air. Enfin, les alvéoles naissent des 
bronchioles terminales (19ème à 23ème génération) (figure 2). 
 

B.1.1.2. Structure histologique de l’épithélium respiratoire 

 
La totalité de l’appareil respiratoire est recouverte par un épithélium dont 

l’organisation diffère selon les étages considérés (figure 3). Les cellules changent également 
en fonction de l’étage, où elles auront chacune ses propriétés spécifiques (Breeze et al., 1977). 
 

B.1.1.2.1. L’épithélium trachéo-bronchique 

 
Depuis les fosses nasales jusqu’aux bronchioles, l’épithélium respiratoire comprend un 

épithélium de surface, en contact avec l’air inhalé, et un épithélium glandulaire, situé dans la 
sous-muqueuse respiratoire et relié à la lumière des voies aériennes par des canaux collecteurs 
renfermant l’épithélium canalaire. Les glandes sous-muqueuses sont constituées de 4 parties 
principales : un canal ciliaire, des canaux collecteurs, des tubules et acini muqueux, et des 
acini séreux (Meyrick et al., 1969 ; Pastor et al., 1994). L’épithélium trachéo-bronchique de 
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surface est dit pseudostratifié car, bien que les noyaux des cellules présentent un aspect 
stratifié, elles sont toutes en contact avec la lame basale, qu’elles atteignent ou non la surface 
des voies aériennes (McDowell et al., 1978) (figure 4). Quant aux glandes, leur nombre est 
estimé à 4000 dans la trachée adulte humaine (Tos et al., 1966). Chez l’homme, l’épithélium 
trachéo-bronchique est composé de plusieurs types cellulaires, tous ancrés à la membrane 
basale, et parmi lesquelles : les cellules ciliées, les cellules sécrétoires de surface et 
glandulaires, les cellules intermédiaires, les cellules basales, les cellules canalaires, les 
cellules séreuses, les cellules myoépithéliales et les cellules neuroendocrines. 
 

B.1.1.2.1.1. Les cellules ciliées 

 
Les cellules ciliées sont les plus nombreuses de l’épithélium de surface (figure 5A) et 

reposent sur une membrane basale de 40 à 60 nm d’épaisseur. Ce sont des cellules 
prismatiques à grand noyau situé à la partie basale de la cellule. Leur pôle apical est riche en 
mitochondries qui apportent l’énergie nécessaire aux battements ciliaires. Le pôle apical des 
cellules ciliées est recouvert par 200 à 300 cils environ (Rhodin et al., 1966), et par de 
nombreuses microvillosités situées entre les cils. La densité et la longueur des cils varient 
selon le niveau du tractus respiratoire : ils sont plus longs dans la trachée (5-7 µm) que dans 
les bronches (3-4 µm) (Greenwood et al., 1972), et leur diamètre moyen est de 0,25 µm 
environ. Ex vivo, la fréquence de battement des cils de l’épithélium respiratoire est comprise 
entre 10 et 15 Hz (Zahm et al., 1990), et est plus élevée dans les bronches proximales que 
dans les bronches distales (Rutland et al., 1982). Le battement ciliaire est coordonné, polarisé, 
dissymétrique et situé dans un plan déterminé (Sleigh et al., 1981) (figure 5B, C ; d’après 
(Sleigh et al., 1988)). C’est la synchronisation de tous les battements ciliaires qui contribue 
activement au déplacement du mucus respiratoire vers le pharynx. 

Bien que la transdifférenciation des cellules ciliées a récemment été proposée (Park et 
al., 2006), elles ont toujours été considérées différenciées de façon définitive, c’est-à-dire 
incapables de se diviser pour proliférer (Kauffman et al., 1980 ; McDowell et al., 1983). Elles 
ne sont pas attachées à la lame basale par des hémidesmosomes, mais grâce à des 
desmosomes qui les lient aux cellules basales (Shebani et al., 2005). Outre leur rôle dans le 
transport du mucus, elles ont également un rôle dans le transport d’eau et d’ions à travers la 
muqueuse respiratoire (Nadel et al., 1985), ainsi que dans la sécrétion de macromolécules 
(Varsano et al., 1987). De plus, les cellules ciliées bien différenciées expriment sur leurs 
membranes apicales la protéine CFTR (Puchelle et al., 1992) impliquée dans la sécrétion 
d’ions chlorures dans le liquide de surface, et dont la mutation provoque la maladie de la 
mucoviscidose que nous détaillerons dans la partie B.2. 
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B.1.1.2.1.2. Les cellules sécrétoires 

 
Appelées aussi cellules caliciformes au niveau de l’épithélium de surface en raison de 

leur morphologie en forme de vase (figure 6A, B), les cellules sécrétoires sont retrouvées dans 
l’épithélium de surface et glandulaire depuis les fosses nasales jusqu’aux bronchioles. Dans la 
trachée humaine, leur nombre est estimé à 6000-7000 cellules/mm² (Ellefsen et al., 1972), et 
diminue dans la partie distale de l’épithélium de surface. Elles sont dispersées entre les 
cellules ciliées par rapport auxquelles elles sont environ cinq fois moins nombreuses (Breeze 
et al., 1977 ; McDowell et al., 1983), et avec lesquelles elles forment une population nommée 
« cylindrique ». Le temps de leur renouvellement est estimé à 45 jours (Rogers et al., 2003). 
Leur noyau est basal, entouré par la plupart des organites cellulaires, et leur cytoplasme 
contient des granules sécrétoires peu denses aux électrons principalement localisés dans leur 
pôle apical (figure 6C). Ces granules renferment essentiellement des mucines (développées 
dans la partie B.1.2.2.2.2), composant important du mucus respiratoire dans lequel elles sont 
excrétées (Verdugo et al., 1990). Les cellules sécrétoires différenciées expriment 
spécifiquement les cytokératines (CK) 7, 8 et 18 (Broers et al., 1989). Outre leur fonction 
principale de sécrétion des mucines, les cellules sécrétoires produisent aussi des protéines à 
activité anti-bactérienne telles que les IgA sécrétoires (Goodman et al., 1981), la peroxydase 
(Christensen et al., 1981 ; Christensen et al., 1982), etc… En réponse aux agressions 
environnementales, telles que fumée de cigarette, gaz irritants, produits bactériens, etc…, ces 
cellules peuvent remplacer les cellules ciliées provoquant ainsi une hyperplasie de cellules 
sécrétoires (Rogers et al., 1994 ; Rogers et al., 2003), et sont capables donc de se diviser in 
situ (Ayers et al., 1988) (partie développée dans B.3.2.2.). Les cellules hyperplasiques sont 
maintenues intactes au niveau de l’épithélium grâce à des molécules anti-apoptotiques comme 
la Bcl-2 (Tesfaigzi et al., 2000). 
 

B.1.1.2.1.3. Les cellules intermédiaires ou parabasales 

 
Ce sont des cellules fusiformes qui n’atteignent pas la surface de l’épithélium. Elles 

constituent des éléments de transition en cours de différenciation en cellules ciliées ou 
sécrétoires (Donnelly et al., 1982). Leurs noyaux sont plus haut que ceux des cellules basales, 
et en microscopie électronique à transmission, elles ressemblent à ces dernières (Breeze et al., 
1977 ; Mercer et al., 1994). En microscopie optique, les cellules intermédiaires ont été 
définies comme étant des cellules qui ne présentent pas morphologiquement des 
caractéristiques ciliées, neuroendocrines ou sécrétoires (Donnelly et al., 1982 ; Breuer et al., 
1990). Les cellules intermédiaires représentent 7% des cellules de l’épithélium de surface, et 
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constituent 33% des cellules proliférantes au niveau des voies aériennes de conduction (Boers 
et al., 1998). 
 

B.1.1.2.1.4. Les cellules basales 

 
Au cours du développement fœtal, les cellules basales sont les dernières cellules 

différenciées mises en évidence au niveau des voies aériennes proximales (Plopper et al., 
1986). L’analyse de l’expression de marqueurs phénotypiques des cellules épithéliales au 
cours du développement de la trachée de rat a confirmé l’apparition tardive des cellules 
basales (Randell et al., 1993). Chez l’adulte, ce sont des cellules de petites tailles, 
triangulaires (figure 4), dont le rapport nucléo-cytoplasmique est très important, qui sont 
situées dans la partie la plus basale de l’épithélium respiratoire de surface au contact de la 
lame basale. Elles sont plus nombreuses au niveau proximal de l’épithélium respiratoire où 
elles représentent 30% environ de la population épithéliale et occupent 90% de la lame basale 
(Mercer et al., 1994), avec un nombre compris entre 90 et 120 cellules/mm de lame basale 
(Shebani et al., 2005). Elles sont de moins en moins nombreuses au niveau distal (Baldwin et 
al., 1994) où elles représentent 2 à 10% environ de la population dans les segments 
bronchiolaires inférieurs à 0,5 mm (Boers et al., 1998). Leur nombre est fortement corrélé à la 
hauteur de l’épithélium de surface et est proportionnel à celui des cellules cylindriques (Evans 
et al., 1989 ; Evans et al., 1990 ; Evans et al., 1991 ; Evans et al., 1992). Les cellules basales 
sont ancrées à la lame basale par des jonctions stables situées à leur pôle basal (les 
hémidesmosomes décrits par la suite), et sont attachées aux autres cellules épithéliales par des 
desmosomes (Baldwin et al., 1994) qui jouent un rôle primordial dans l’attachement des 
cellules cylindriques à la lame basale (Shebani et al., 2005). Elles expriment spécifiquement 
la CK5 (Daniely et al., 2004), 13 (Dupuit et al., 1995b), 14 (Dupuit et al., 2000) et 17 
(Nakajima et al., 1998) et sont également impliquées dans la régénération des cellules ciliées 
et sécrétoires de l’épithélium de surface (partie développée dans B.3.2.2.). L’index de 
prolifération des cellules basales représente 51% environ des cellules proliférantes de 
l’épithélium respiratoire humain adulte (Boers et al., 1998), témoignant ainsi de l’importance 
de l’implication de ces cellules dans le maintien des différentes populations cellulaires de 
l’épithélium respiratoire. 

Outre leur rôle dans l’ancrage de l’épithélium respiratoire à la lame basale via les 
hémidesmosomes et les desmosomes, les diverses fonctions des cellules basales restent 
toujours à établir (Evans et al., 2001). Cependant, l’expression de certaines molécules 
membranaires ou cytoplasmiques leurs confèreraient certains rôles hypothétiques. 
L’expression de p63 (homologue du p53, protéine antitumorale) dans les cellules basales 
uniquement a suggéré un rôle progéniteur de ces cellules, puisque le p63 est exprimé au 
niveau des cellules souches/progénitrices des différentes cellules épithéliales, notamment 
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épidermiques (Pellegrini et al., 2001), ainsi qu’un rôle indispensable à leur développement et 
leur apparition puisque les souris p63-/- ont un épithélium formé uniquement de cellules 
ciliées et sécrétoires (Daniely et al., 2004). L’expression de p63 au niveau de la couche des 
cellules basales indiquerait également que les carcinomes épidermoïdes pulmonaires seraient 
préférablement originaires de ces cellules. 
L’expression de la Bcl-2 au niveau des cellules basales de l’épithélium respiratoire normal 
(Pezzella et al., 1993) pourrait témoigner de l’importance de ces cellules dans la survie et le 
maintien de la population des cellules épithéliales. 
L’expression des messagers de la superoxyde dismutase (un antiradical libre) dans les cellules 
basales (Su et al., 1997), ainsi que des molécules membranaires comme le MRP (multidrug 
resistance protein ; canal qui transporte les dérivés du glutathion) (Su et al., 1997), mettrait en 
relief le rôle de ces cellules dans la défense de l’épithélium respiratoire contre les divers 
oxydants. De plus, l’expression de protéines comme le TRAF-4 (protéine associée aux 
récepteurs des cytokines pro-inflammatoires de la famille TNF), et le CDw137 (un récepteur 
du TNF), exclusivement dans les cellules basales épithéliales (Boussaud et al., 1998 ; 
Krajewska et al., 1998) renforcerait l’idée de la contribution de ces cellules à la défense 
épithéliale. 
L’expression membranaire de certains canaux à eau comme les aquaporines au niveau des 
cellules basales (Kreda et al., 2001) impliquerait ces cellules dans les phénomènes d’échanges 
ioniques et de transport d’eau, modulant ainsi la composition du mucus respiratoire. La 
présence du CD44 (récepteur de l’acide hyaluronique qui est capable de retenir une très 
grande quantité d’eau) sur les cellules basales (Peroni et al., 1996) confèrerait à ces dernières 
un rôle important dans le maintien de l’état hydraté de l’espace intercellulaire où se déroule 
une grande partie des transports d’eau et d’ions. De plus, l’implication du CD44 dans le 
phénomène de la migration cellulaire (Koochekpour et al., 1995) souligne le rôle des cellules 
basales dans la réparation et la régénération de l’épithélium respiratoire. 
Le DDR1 (discoidin domain receptor 1) a montré son expression sur les cellules basales de 
l’épithélium respiratoire (Sakamoto et al., 2001). En effet, ce récepteur du collagène IV est 
indispensable à l’agrégation de la moisissure jaune, et possède un domaine homologue au 
facteur V de coagulation sanguine. Ainsi, à part la forte interaction qui pourrait exister entre 
ce récepteur et le collagène IV de la lame basale pour maintenir l’attachement de l’épithélium 
respiratoire à la matrice extracellulaire, le DDR1 pourrait également jouer un rôle dans 
l’adhérence intercellulaire favorisant la stabilité de l’épithélium respiratoire, en particulier la 
couche des cellules basales. En outre, il a été récemment montré que le DDR1 provoque une 
augmentation de l’inflammation chez la souris dans laquelle on a induit une fibrose par la 
bléomycine. En effet, les souris DDR1-/- ont montré une absence de l’inflammation (Avivi-
Green et al., 2006), et les souris chez lesquelles les auteurs ont bloqué les DDR1 ont montré 
une atténuation de cette inflammation provoquée (Matsuyama et al., 2006). Ces résultats 
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mettent en évidence la contribution des cellules basales au processus inflammatoire se 
déroulant au niveau de l’épithélium respiratoire dans certaines maladies comme la CF. 
Les cellules basales expriment également le VPAC2 (Groneberg et al., 2001), un récepteur du 
VIP (vasoactive intestinal polypeptide) impliqué dans la dilatation des vaisseaux sanguins. De 
plus, le VIP a montré son rôle très important dans la modulation de la réponse inflammatoire, 
et a suggéré son implication dans la protection du tissu respiratoire vis-à-vis des dommages 
induits par l’inflammation. Aussi, le VIP a également montré son rôle dans la migration, la 
prolifération, et la production de cytokines par les cellules inflammatoires (Bellinger et al., 
1996). Tout ceci suggère l’implication des cellules basales dans la protection de l’épithélium 
respiratoire de surface ainsi que dans les phénomènes de prolifération et de migration, cette 
dernière fonction étant auparavant suggérée dans notre laboratoire en montrant que les 
cellules basales en migration exprimaient la vimentine (Buisson et al., 1996a). En plus du 
récepteur VPAC2, les cellules basales expriment également des récepteurs de types 
nicotiniques qui pourraient eux aussi jouer un rôle dans la migration des cellules basales 
(Tournier et al., 2006). 
Une des molécules exprimées au niveau des cellules basales est la connexine 43 qui marque 
les jonctions communicantes (Brezillon et al., 1997b). La présence de ce type de jonctions 
témoigne de l’activité des cellules basales dans la communication cellulaire, soulignant ainsi 
un rôle fonctionnellement important de ces cellules sur le plan physiologique. De plus, les 
connexines ont montré leur implication dans la prolifération cellulaire puisqu’elles seraient 
des potentielles cibles antitumorales (Mesnil et al., 2004), appuyant ainsi sur le rôle 
proliférateur des cellules basales épithéliales respiratoires. 

Le rôle précis des cellules basales, ainsi que celui suggéré auparavant en ce qui 
concerne leur pouvoir souche/progéniteur, leur implication dans l’inflammation et dans 
l’adhérence cellulaire, etc. (Evans et al., 2001), reste toujours à explorer. 
 

B.1.1.2.1.5. Les cellules canalaires 

 
Ce sont les cellules des canaux glandulaires de l’épithélium trachéo-bronchique (figure 

4), qui sont en continuité avec les cellules de l’épithélium de surface. L’épithélium canalaire 
est cilié pour la grande majorité des cellules, permettant la propulsion des sécrétions 
glandulaires vers le liquide de surface. C’est au niveau de ces canaux glandulaires qu’une 
niche de cellules souches de l’épithélium trachéo-bronchique a été suggérée (Borthwick et al., 
2001). 
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B.1.1.2.1.6. Les cellules séreuses 

 
Les cellules séreuses (signifiant des cellules qui contiennent des protéines de type 

sérique) ont été décrites dans l’épithélium de surface des rats, des chats, des jeunes hamsters 
et des fœtus humains (Jeffery et al., 1997), ainsi que dans l’épithélium de souris (Pack et al., 
1980). Elles ont également été décrites au niveau des petites bronches et bronchioles chez 
l’homme (Rogers et al., 1993), mais ne sont exprimées que de façon transitoire lors du 
développement embryonnaire (Gaillard et al., 1994). Au niveau glandulaire, elles sont plus 
nombreuses et ressemblent morphologiquement aux cellules séreuses de l’épithélium de 
surface. A l’inverse des cellules sécrétoires, leur cytoplasme contient des granules denses aux 
électrons de diamètre allant de 300 à 1800 nm (figure 7) (Meyrick et al., 1970). Ces granules 
renferment des protéines telles que le lysozyme (Hinnrasky et al., 1990), la transferrine 
(Bowes et al., 1981), l’antileucoprotéase (Franken et al., 1980), etc… Les cellules séreuses 
sécrètent également des mucines neutres sulfatées (Lamb et al., 1970), et des substances non 
muqueuses, probablement des lipides, comme l’a montré l’étude de Spicer et al. en 1980 
(Spicer et al., 1980). 
 

B.1.1.2.1.7. Les cellules myoépithéliales 

 
Présentes au pourtour des acini glandulaires formés par les cellules séreuses et 

muqueuses, les cellules myoépithéliales de forme allongée sont positionnées à la base de 
l’épithélium glandulaire en contact avec la lame basale. Elles expriment la cytokératine 14 qui 
est caractéristique des cellules épithéliales basales, et l’α-actine caractéristique des fibres 
musculaires lisses. Elles entourent les glandes, et en se contractant, elles favorisent 
l’expulsion des sécrétions glandulaires depuis les tubes collecteurs vers la lumière des voies 
aériennes par la pression qu’elles exercent sur les glandes. Une étude récente a montré que les 
tackinines sécrétées par les terminaisons nerveuses, et surtout par les cellules inflammatoires 
au niveau glandulaire, favorisent la contraction glandulaire via la neurokinine 1, récepteur de 
la substance P situé sur la membrane des cellules myoépithéliales (Springer et al., 2005), ce 
qui favorise le cheminement des sécrétions glandulaires vers le liquide de surface et souligne 
le rôle de l’inflammation dans l’hypersécrétion du mucus dans la mucoviscidose. 
 

B.1.1.2.1.8. Les cellules neuroendocrines 

 
Les cellules neuroendocrines, ou cellules à denses granules, ou cellules de Kultchitsky, 

ou cellules de Feyrter, ont été identifiées dans l’épithélium respiratoire de surface par 
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microscopie optique. Ces cellules ont longuement été considérées comme étant d’origine 
ectodermique, dérivées de la crête neurale ; cependant, il a clairement été montré qu’elles 
proviennent de l’endoderme du bourgeon pharyngien et représentent donc une sous 
population de cellules épithéliales (Warburton et al., 1998). Elles sont distribuées de façon 
éparse le long de l’épithélium des voies aériennes (Adriaensen et al., 1993 ; Johnson et al., 
1997), mais se regroupent particulièrement au niveau bronchiolaire où elles forment des corps 
neuroépithéliaux. Elles ont une forme pyramidale ou triangulaire proche de celle des cellules 
basales, et sont toutes au contact de la lame basale. Elles peuvent être distinguées par le profil 
de leurs molécules biologiquement actives comme la sérotonine, la calcitonine, le CGRP 
(calcitonin gene-related peptide), la chromogranine A, la GRP (gastrin related peptide) et la 
bombésine, cette dernière étant impliquée dans le tonus vasculaire et musculaire bronchique, 
ainsi que dans la sécrétion du mucus et de l’activité ciliaire (Wharton et al., 1978 ; Polak et 
al., 1993). Ces peptides largués par les cellules neuroendocrines jouent un rôle déterminant 
dans le développement fœtal et dans la morphogenèse branchée (Sunday et al., 1990 ; Li et 
al., 1994). Chez l’homme, une étude très récente montre que les cellules neuroendocrines ont 
une forme en bouteille de hauteur moyenne de 50 µm, leur corps cellulaire se situant au 
niveau basal en contact avec la lame basale avec un prolongement du cytoplasme qui atteint la 
surface de l’épithélium respiratoire (figure 8) (Weichselbaum et al., 2005). En outre, les 
cellules neuroendocrines ont été suggérées comme intervenant dans la réparation de 
l’épithélium lésé, et ont donc le statut de potentielles cellules souches/progénitrices au niveau 
bronchiolaire (Reynolds et al., 2000a). 
 

B.1.1.2.2. L’épithélium bronchiolaire 

 
L’épithélium bronchiolaire se situe vers la périphérie au niveau des bronchioles. Il est 

cylindrique, dépourvu de cellules caliciformes, les cellules ciliées sont moins hautes, et les 
cellules basales sont beaucoup moins nombreuses. On distingue également un autre type 
cellulaire, les cellules de Clara ou cellules en dôme présentant un pôle apical faisant saillie 
dans la lumière bronchiolaire caractérisé par la présence de quelques microvillosités 
irrégulières et de grains de sécrétion de 300-600 nm de diamètre (figure 9) (Singh et al., 
1997).  

Les cellules de Clara ou cellules bronchiolaires non-ciliées sont des cellules de forme 
ovale chez l’homme, mais irrégulière chez les autres espèces (Plopper et al., 1983). Leur 
cytoplasme est riche en glycogène et contient un réticulum endoplasmique lisse chez la 
plupart des animaux, mais ces deux derniers sont rares voire absents chez l’homme (Plopper 
et al., 1980). Elles sont également riches en P450 qui est l’enzyme responsable de la 
détoxification de certaines molécules, les xénobiotiques (Widdicombe et al., 1982 ; Castell et 
al., 2005). Les cellules de Clara sécrètent principalement la protéine CC10 (Clara Cell 10 
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Kda) ou CCSP (Clara Cell Secretory Protein) (Singh et al., 1988) qui joue un rôle anti-
inflammatoire (Singh et al., 2000 ; Watson et al., 2001 ; Miller et al., 2006) en étant un 
potentiel inhibiteur de la phospholipase A2 (Mantile et al., 1993). En effet, des souris 
déficientes en CC10 sont sensibles aux gaz inhalés et présentent des altérations cellulaires par 
rapport aux souris contrôles (Stripp et al., 2000). Les cellules de Clara sécrètent aussi 
l’antileucoprotéase (de Water et al., 1986 ; Willems et al., 1988) et les protéines A et B du 
surfactant alvéolaire, et sont connues pour leur capacité d’échange ionique (Van Scott et al., 
1987). En outre, elles se comportent comme des cellules souches au niveau de l’épithélium 
bronchiolaire : elles assurent son autorenouvellement, et en cas de lésion sont capables de 
proliférer pour remplacer les cellules ciliées (Emura et al., 1997) (partie développée dans 
B.3.2.2.). 
 

B.1.1.2.3. L’épithélium alvéolaire 

 
Les cellules épithéliales alvéolaires sont de 2 types : les cellules épithéliales de type I 

ou pneumocytes I (PNI), et les cellules épithéliales de type II ou pneumocytes II (PNII) 
(figure 10). Les alvéoles sont recouvertes par une fine pellicule constituant le surfactant 
contenant 85-90% de lipides, 10% de protéines et 2% de carbohydrates. Les principales 
protéines du surfactant sont SP-A et SP-D qui sont hydrosolubles, SP-B et SP-C qui sont 
hydrophobiques et spécifiques du poumon (SP pour surfactant protein). La fonction majeure 
du surfactant est le maintien de la diminution de la tension de surface afin d’empêcher le 
collapsus de l’alvéole, cette fonction étant principalement assurée par les polypeptides SP-B 
et SP-C (Johansson et al., 1994). Le surfactant joue également un rôle dans la défense 
immunitaire du poumon via certains de ses composants qui peuvent stimuler la phagocytose 
et la capacité de dégradation et de migration des macrophages alvéolaires (O'Neill et al., 1984 
; Hoffman et al., 1987). 
 

B.1.1.2.3.1. Les pneumocytes I 

 
Bien que les PNI couvrent 95% de la surface alvéolaire environ (5100 µm2 environ), 

ils ne représentent que 37% de la population épithéliale à cause de leur forme allongée. Ils ont 
un volume moyen de 1800 µm3 (Crapo et al., 1982) et possèdent peu d’organelles 
intracellulaires témoignant de leur activité métabolique peu intense (Mercurio et al., 1976). 
L’extrême finesse de leur compartiment cytoplasmique (0,1 à 0,3 µm d’épaisseur) permet 
d’expliquer le rôle vraisemblablement majeur joué par ces cellules dans les échanges gazeux, 
ce d’autant que par endroits le contact entre les cellules endothéliales et les PNI semble 
pratiquement direct. Des anticorps monoclonaux dirigés contre des protéines membranaires 
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des PNI ont été mis au point pour leur isolement et leur distinction des PNII (Dobbs et al., 
1988). Les PNI sont des cellules différenciées de façon définitive, incapables de se diviser 
pour proliférer (Weibel et al., 1971). 
 

B.1.1.2.3.2. Les pneumocytes II 

 
Les PNII occupent 5% de la surface alvéolaire et constituent 63% de la population 

épithéliale, avec un volume moyen qui vaut la moitié de celui du PNI (750 µm3 environ) 
(Crapo et al., 1982 ; Fehrenbach et al., 1995). Ils sont typiquement retrouvés dans les coins 
des septa alvéolaires et sont partiellement recouverts par des expansions cytoplasmiques des 
PNI auxquelles ils sont liés par des jonctions intercellulaires (Castranova et al., 1988). Ce 
sont des cellules métaboliquement très actives comme en témoigne la richesse du cytoplasme 
en mitochondries et en réticulum endoplasmique rugueux. Elles sont caractérisées par la 
présence de corps lamellaires correspondant à la forme de stockage intracellulaire du 
surfactant pulmonaire (Wright et al., 1987). Les corps lamellaires, au nombre de 150 par 
cellule environ (Young et al., 1981), sont situés préférentiellement à proximité du pôle apical, 
occupent 10% environ du volume cellulaire (Fehrenbach et al., 1995) et sont sécrétés par 
exocytose à la surface de l’alvéole : à ce niveau, leur structure est modifiée et donne naissance 
aux figures myéliniques tubulaires (Williams et al., 1977). La principale fonction des PNII est 
la synthèse et la libération intra-alvéolaire du surfactant. Il semblerait que les PNII soient 
proches des cellules de Clara tant sur le plan immunocytochimique (Balis et al., 1985 ; 
Walker et al., 1986 ; Williams et al., 1988) qu’enzymatique (Devereux et al., 1981) ou 
sécrétoire, puisque ces 2 types cellulaires déchargent leurs granules en réponse aux agonistes 
bêta-adrénergiques (Massaro et al., 1981). En outre, les PNII constituent les cellules souches 
de l’épithélium alvéolaire, assurant son autorenouvellement toutes les 4-5 semaines environ 
(SPENCER et al., 1962) et celui des PNI, et proliférant en cas de lésions (Smith et al., 1981) 
(partie développée dans B.3.2.2.). 
 

B.1.2. Fonctions de défense de l’épithélium respiratoire 

 
Pour remplir son rôle dans les échanges gazeux, le poumon est un organe ouvert sur le 

milieu environnant et, de ce fait, exposé aux agressions extérieures et à de nombreux agents 
pathogènes. Etant donné la fréquence et la diversité des agents toxiques et infectieux qui 
entrent en contact avec l’épithélium respiratoire, celui-ci s’est doté d’un système de défense 
constitué des jonctions intercellulaires, du liquide de surface qui le couvre, ainsi que par la 
réponse immunitaire associée. 
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B.1.2.1. Intégrité de l’épithélium respiratoire 

 
La cohésion de l’épithélium de surface est assurée par la présence de jonctions inter-

cellulaires qui constituent une barrière physique imperméable vis-à-vis des aéro-contaminants 
et des bactéries. Les diverses cellules constituant l’épithélium de surface sont ancrées à la 
lame basale par les hémidesmosomes et fixées les unes aux autres par plusieurs types de 
jonctions : les jonctions serrées, les jonctions d’ancrage et les jonctions communicantes 
(figure 11). 
 

B.1.2.1.1. Les jonctions serrées 

 
Les jonctions serrées ou « tight junctions » sont situées au niveau de la partie apicale 

du pôle baso-latéral des cellules épithéliales de surface. Leur rôle est de cimenter l’épithélium 
en empêchant de façon sélective le passage de molécules à travers la voie paracellulaire 
(FARQUHAR et al., 1963 ; Madara et al., 1987). Elles constituent ainsi la première ligne de 
défense contre les agressions de l’environnement extérieur. En formant des pores qui limitent 
le passage des molécules dont le rayon est supérieur à 15 Ǻ (Madara et al., 1985), elles jouent 
un rôle crucial dans le transport vectoriel tel que l’absorption et la sécrétion des liquides et des 
solutés comme les ions chlorures et sodium (Godfrey et al., 1992). Les membranes de deux 
cellules adjacentes fusionnent le long des crêtes jonctionnelles formées par des protéines 
transmembranaires, l’occludine, claudine et JAM (junctional adhesion molecule) (Furuse et 
al., 1993 ; Balda et al., 2000). La présence d’occludine corrélée à une résistance 
transépithéliale importante suggère qu’elle est impliquée dans la fonction de barrière des 
jonctions serrées (Wong et al., 1997). Plusieurs protéines cytoplasmiques de la famille 
MAGUK (membrane-associated guanylate kinase) associées aux jonctions serrées ont été 
identifiées : zonula occludens (ZO)-1 (Stevenson et al., 1986 ; Anderson et al., 1988), ZO-2 
(Gumbiner et al., 1991), ZO-3 (Gonzalez-Mariscal et al., 2000), et la cinguline (Citi et al., 
1988) principalement. Elles interagissent avec l’occludine, les claudines et le cytosquelette 
d’actine permettant la stabilisation du complexe à la membrane plasmique (figure 12). La 
détection immunohistochimique de ZO-1 constitue un des marqueurs de polarité de 
l’épithélium respiratoire de surface. 
 

B.1.2.1.2. Les jonctions d’ancrage 

 
On en distingue deux types : les jonctions adhérentes et les desmosomes. Les jonctions 

adhérentes, ou jonctions intermédiaires, forment une ceinture appelée zonula adherens située 
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sur la membrane baso-latérale juste en dessous des jonctions serrées. La cadhérine-E (E pour 
épithéliale) représente la principale molécule transmembranaire des jonctions adhérentes, 
créant des interactions homotypiques calcium-dépendantes entre cellules voisines. Les 
cadhérines sont associées à une plaque cytoplasmique comportant des molécules de caténines 
(figure 13) qui vont interagir avec le cytosquelette d’actine directement ou via des protéines 
intermédiaires telles que la vinculine, l’α-actinine et ZO-1 (Imamura et al., 1999), leur rôle 
essentiel étant de transmettre la modification de la forme provoquée par la contraction des 
filaments d’actine (Perez-Moreno et al., 2003). 

Les desmosomes, ou macula adherens, situés le long de la membrane baso-latérale 
sous les jonctions adhérentes, assurent la cohésion de l’épithélium en présentant une 
morphologie caractéristique de boutons de pression (figure 14). Toutes les cellules de 
l’épithélium de surface sont ancrées par l’intermédiaire de ces jonctions. Les desmosomes 
sont constitués d’un domaine membranaire composé de molécules de desmocollines et 
desmogléines (un type particulier de cadhérines). La plaque cytoplasmique est formée de 
molécules de plakoglobines et de desmoplakines (Green et al., 2000), et est reliée aux 
filaments intermédiaires de cytokératines (Garrod et al., 1996) assurant ainsi une continuité 
du cytosquelette à travers l’épithélium de surface. De plus, les desmosomes permettent la 
formation de réseaux intracellulaires de cytokératines contribuant au maintien de la 
morphologie cellulaire. 
 

B.1.2.1.3. Les jonctions communicantes 

 
Les jonctions communicantes, ou « gap junctions », sont des canaux qui permettent la 

communication intercellulaire (figure 15) (Falk et al., 2000b). Elles sont formées de deux 
sous-unités multimériques appelées connexons disposés dans la membrane pour former un 
pore avec un diamètre large permettant le transport de molécules de tailles inférieures à 1200 
Da. Chaque connexon est composé de six sous-unités protéiques appelées connexines (Falk et 
al., 2000a). Les connexons sont généralement maintenus fermés, mais lorsqu’ils sont couplés 
à un autre connexon leur faisant face, ils s’ouvrent, permettant ainsi la communication 
cellulaire. Ils peuvent également s’ouvrir de façon spontanée en réponse à des agonistes tels 
que les ions Ca2+ et H+ permettant le passage de molécules et d’ions d’une cellule à une autre, 
comme les messagers secondaires, les nucléotides cycliques (AMPc, GMPc), l’inositol 
triphosphate et les molécules anti-mitotiques transmises pour indiquer l’arrêt de prolifération 
cellulaire suite à une inhibition de contact ; ils sont donc essentiels à une activité cellulaire 
bien coordonnée (Ahmad et al., 2001 ; Valiunas et al., 2001). En outre, les jonctions 
communicantes ont été décrites comme étant acteurs principaux dans différents processus 
physiologiques et morphogénétiques via leurs connexines (Willecke et al., 2002), ces 
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dernières étant considérées actuellement comme potentielles cibles anti-tumorales (Mesnil et 
al., 2004). 

B.1.2.1.4. Les hémidesmosomes 

 
Les hémidesmosomes sont des complexes multiprotéiques de 0,1 à 0,5 µm de diamètre 

qui permettent l’attachement des cellules épithéliales à la lame basale sous-jacente, et assurent 
la connexion entre les éléments du cytosquelette cellulaire et la matrice extracellulaire 
(Garrod et al., 1993 ; Green et al., 1996) permettant ainsi la stabilité de l’épithélium 
respiratoire. Ils ont été décrits au niveau des cellules basales épithéliales (Nakajima et al., 
1998) et non pas au niveau des cellules ciliées et sécrétoires de l’épithélium respiratoire 
(Shebani et al., 2005). 

Les hémidesmosomes sont formés d’une plaque intracellulaire dense aux électrons 
appelée plaque interne sur laquelle convergent les filaments de cytokératines (Jones et al., 
1994), et d’une plaque cytoplasmique qui forme un épaississement de la membrane plasmique 
(figure 16) (Borradori et al., 1996). Leurs composants protéiques ont pu être déterminés par 
l’étude d’une famille de maladies auto-immunes ou génétiques de la peau : les pemphigoïdes 
bulleuses et les épidermolyses bulleuses. La plaque cytoplasmique des hémidesmosomes est 
constituée de la protéine BP230, la plectine, IFAP300 et HD1 (Moll et al., 1998). Dans cette 
plaque, nous trouvons un des constituants majeurs de ces jonctions, l’intégrine α6β4 (Stepp et 
al., 1990 ; Lee et al., 1992) qui a la particularité de se lier aux filaments intermédiaires de 
cytokératines. C’est le récepteur cellulaire de la laminine 5 et assure l’intégrité des 
hémidesmosomes (Spinardi et al., 1995). Nous trouvons également dans la plaque 
cytoplasmique la BP180 ou collagène XVII (Giudice et al., 1992). Parmi les composants des 
hémidesmosomes se trouve aussi la tétraspanine CD151 que nous exposerons plus en détail 
dans les résultats de la partie C.2. 
 

B.1.2.2. Le liquide de surface 

 
L’épithélium respiratoire est recouvert depuis les voies aériennes supérieures 

jusqu’aux bronchioles terminales par un film de liquide visqueux dont l’épaisseur in vivo est 
de 7 µm en moyenne chez l’homme au niveau des bronches (Jayaraman et al., 2001). Ce film 
est composé de 95% d’eau et d’ions, 1% de protéines et de lipides et de 4% de 
macromolécules de type mucines. Le liquide de surface constitue un véritable tapis roulant 
permettant de piéger en permanence des bactéries et de les entraîner des petites bronches 
jusqu’au pharynx où elles seront dégluties, grâce aux mouvements ciliaires synchronisés dans 
une couche liquidienne périciliaire revêtue d’une couche de mucus viscoélastique. Les 
alvéoles ne sont pas directement épurées par la clairance mucociliaire, mais par les 
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macrophages alvéolaires qui peuvent ensuite migrer jusqu’à l’épithélium cilié des bronchioles 
terminales pour être éliminés avec les sécrétions bronchiques (Pavia et al., 1991). 
 

B.1.2.2.1. Le liquide périciliaire 

 
La couche périciliaire ou phase sol est constituée d’un fluide aqueux, dont l’épaisseur 

est légèrement inférieure à la longueur des cils étirés en présence de mucus. L’origine de ce 
liquide est secondaire aux mouvements ioniques transépithéliaux tels que la sécrétion de Cl- et 
l’absorption de Na+ (Smith et al., 1993), qui sont minutieusement ajustées pour contribuer à la 
régulation du volume de la couche périciliaire ; en effet, l’épaisseur de cette couche, et donc 
sa composition ionique, sont essentielles pour l’efficacité du transport mucociliaire (Tarran et 
al., 2004). Une épaisseur exagérée de la couche périciliaire supprime le couplage entre les cils 
et la couche de mucus qui le recouvre (Sleigh et al., 1981). A l’inverse, une quantité 
insuffisante de liquide gêne le battement des cils englués dans le mucus. 

Le liquide périciliaire contient également plusieurs protéines solubles, la plupart 
provenant des cellules séreuses des glandes sous-muqueuses (Kaliner et al., 1991), une autre 
partie provenant des cellules muqueuses. Ces protéines, par leurs activités antibactériennes, 
antiprotéasiques ou antioxydantes, participent activement à la protection des voies 
respiratoires (Bals et al., 2004).  
Plusieurs de ces molécules ont été mises en évidence au niveau de l’épithélium respiratoire 
(Ganz et al., 2002). Le lysozyme, une protéine basique de 14 KDa, présente une activité 
enzymatique permettant de dégrader les peptidoglycanes qui constituent la charpente des 
parois bactériennes. 
La transferrine, une glycoprotéine de 80 KDa, a une très forte affinité pour les atomes de fer 
indispensables au cycle respiratoire de la bactérie, et est très abondante dans les granules des 
neutrophiles et sécrétée par les cellules épithéliales séreuses (Bowes et al., 1981). 
L’antileucoprotéase, ou SLPI pour « secretory leucoprotease inhibitor », est une protéine non 
glycosylée de 12 KDa sécrétée par les cellules épithéliales séreuses (Franken et al., 1980 ; Lee 
et al., 1993) ainsi que par les cellules de Clara (Willems et al., 1989). 
L’α1-antitrypsine, inhibiteur de protéases, est une protéine de 53 KDa, d’origine hépatique, 
capable d’inhiber l’élastase. 
Les défensines, peptides amphiphiles de 3 à 5 KDa, sont divisées en 2 catégories, les α-
défensines produites par les polynucléaires neutrophiles (Lehrer et al., 1993) et les β-
défensines produites par les cellules épithéliales respiratoires (Zhao et al., 1996 ; Singh et al., 
1998 ; Bals et al., 1998). 
Les antioxydants, tels que le glutathion, la superoxyde dismutase et la catalase, sont présents 
dans le liquide périciliaire afin de lutter contre les radicaux libres (Cantin et al., 1987 ; Cantin 
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et al., 1990) largués par les cellules inflammatoires ou par les agents chimiques ou 
pharmacologiques. 
Enfin, les cathélicidines, membres d’une grande famille de peptides anti-bactériens, ont une 
structure N-terminale conservée et un domaine C-terminal hautement variable (Zanetti et al., 
1995). Leur surexpression dans un modèle de xénogreffe bronchique dans la souris permet le 
rétablissement de l’activité anti-bactérienne du liquide de surface CF (Bals et al., 1999). 
 

B.1.2.2.2. La phase gel 

 
La phase gel ou mucus est essentiel pour le transport des particules grâce au battement 

ciliaire. Le film de mucus est plus épais au niveau des grosses voies aériennes par rapport aux 
plus petites, en raison de la présence des glandes muqueuses et de l’impaction des particules 
inhalées qui stimulent sa sécrétion. 

Le mucus possède des propriétés rhéologiques et de surface qui conditionnent 
l’épuration des voies aériennes. La viscoélasticité du mucus respiratoire permet sa propulsion 
par les cils (King et al., 1987). L’élasticité semble le paramètre le mieux corrélé à l’efficacité 
du transport mucociliaire (Puchelle et al., 1980 ; Puchelle et al., 1987). Une viscoélasticité 
intermédiaire comprise entre 5 et 20 Pa.s et un temps de relaxation de l’ordre de 40 s 
représentent le profil viscoélastique favorable au transport du mucus par l’activité ciliaire. La 
propriété du mucus de former des fils, ou filance, intervient également dans son écoulement, 
une filance élevée (>30 mm) étant généralement associée à une vitesse élevée du transport du 
mucus (Puchelle et al., 1983). Les propriétés de surface du mucus, adhésivité et mouillabilité 
(capacité à s’étaler sur la muqueuse), jouent également un rôle dans l’épuration des sécrétions. 
Une faible adhésivité et une bonne mouillabilité facilitent le transport mucociliaire (Zahm et 
al., 1989). L’influence des caractéristiques physiques du mucus sur le transport mucociliaire a 
été également démontrée in vivo chez le sujet sain, les variations des propriétés mécaniques 
du mucus nasal recueilli in situ expliquant les variations de clairance mucociliaire nasale 
(Liote et al., 1989). La viscosité du mucus influence également la fréquence de battement 
ciliaire, soulignant l’interdépendance étroite entre les propriétés rhéologiques du mucus, la 
fréquence mucociliaire, et la clairance des voies aériennes (Puchelle et al., 1987). 

Comme le liquide périciliaire, le mucus contient des composants qui lui confèrent, 
d’une part ses propriétés physiques, et d’autre part sa capacité de défense contre les agents 
atmosphériques, notamment les bactéries : il s’agit des mucines. 
 

Les mucines (MUC) bronchiques humaines sont des glycoprotéines filamenteuses de 
haut poids moléculaire (250 à 20000 KDa sous forme polymérique) très riches en sucres, 
synthétisées par les cellules caliciformes de l’épithélium bronchique et par les cellules 
muqueuses des glandes sous-muqueuses. Elles sont porteuses de milliers de chaînes O-
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glycanniques et capables de former un réseau macromoléculaire par l’établissement de ponts 
disulfures (Lamblin et al., 1991a ; Gum, Jr. et al., 1992), et sont responsables en grande partie 
des propriétés rhéologiques (élasticité, viscosité, filance, adhérence) du mucus. Les travaux 
effectués sur les mucines ont montré des constantes structurales au niveau de leur squelette : 
richesse en chaînes O-glycanniques, richesse en proline, thréonine, sérine (20% à 55% de la 
composition en acides aminés formant des répétitions en tandem ou RT), présence de vastes 
domaines glycosylés résistant à la protéolyse et enfin, existence de courtes régions « nues » 
libérées par protéolyse (figure 17) (Porchet et al., 2004). Les mucines présentent soit un 
caractère acide, en raison de la présence de résidus d’acide sialique (sialomucines), ou de 
groupes sulfates (sulfomucines) situés aux extrémités des chaînes oligosaccharidiques, soit un 
caractère neutre (fucomucines) (Lamblin et al., 1991a). 

Jusqu’à présent, plus de 20 mucines humaines et murines sont regroupées dans les 
données de GenBank, mais leur classification reste toujours discutée (Rose et al., 2006). La 
classification actuelle repose sur les gènes codant les mucines (tableau 1, d’après (Porchet et 
al., 2004 ; Rose et al., 2006)). On distingue dans ce cas 2 familles qui s’individualisent 
clairement (mucines sécrétées et mucines membranaires), la 3ème famille étant celle des 
mucines à classification très discutée (Dekker et al., 2002). 

Les mucines sont très difficiles à étudier, à isoler et à purifier à cause de leur 
complexité structurale et de leur taille (Rose et al., 1989 ; Dekker et al., 2002). De plus, la 
comparaison de leur niveau de sécrétion n’est pas simple à cause de la faible solubilité du 
mucus, et à cause de la détermination de la meilleure méthode (poids, volume, ou protéine) de 
normalisation du niveau sécrété de mucines (Rose et al., 1989). La détection des ARNm des 
mucines est actuellement possible grâce à des sondes spécifiques des domaines RT, ces 
derniers étant spécifiques à chaque mucine (Audie et al., 1993 ; Reid et al., 1997 ; Buisine et 
al., 1999). De plus, des anticorps dirigés contre les régions RT de certaines mucines ont été 
synthétisés (voir tableau 1) pour leur détection par des méthodes immunocytochimiques. 
Cependant, ces anticorps ne détectent que rarement ces mucines en ELISA et Western blot, 
ceci à cause des nombreuses O-glycosilations qui masquent les épitopes reconnus par les 
anticorps (Rose et al., 2006). 

Un certain nombre de mucines sont identifiées au niveau de l’épithélium respiratoire 
comme le montre le tableau 1, mais 3 seulement sont sécrétées dans le mucus respiratoire du 
sujet normal in vivo : MUC5AC et MUC5B sécrétées en majorité (Thornton et al., 1996 ; 
Hovenberg et al., 1996a ; Hovenberg et al., 1996b ; Thornton et al., 1997 ; Ordonez et al., 
2001), ainsi que MUC2 qui est minoritaire (Hovenberg et al., 1996b) malgré son niveau 
d’expression augmenté in vitro en réponse à des médiateurs inflammatoires présents dans les 
sécrétions muqueuses des patients atteints de maladies chroniques, ce qui pourrait être le 
reflet de son faible degré de solubilité (Axelsson et al., 1998). De plus, les souris déficientes 
en muc2 présentent des anomalies d’architecture de l’épithélium du colon avec disparition des 
cellules caliciformes et réduction du volume du mucus, ce qui conduit au développement 
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d’adénomes (Velcich et al., 2002) et souligne l’importance de l’impact de cette mucine 
sécrétée sur la constitution du mucus. In vitro, la sécrétion de MUC5B est 10 fois plus élevée 
que celle de MUC5AC, ce qui est en accord avec le niveau d’expression des ARNm de 
MUC5B qui est également plus élevé (Bernacki et al., 1999 ; Holmen et al., 2004). 

Le réseau macromoléculaire formé par les mucines ne joue pas uniquement un rôle 
passif de piège pour les bactéries mais participe activement à la neutralisation des bactéries. 
En effet, grâce à une très grande diversité des oligosaccharides des chaînes glycaniques des 
mucines, le mucus respiratoire possède une multitude de sites d’adhérence pour les différents 
germes inhalés. Les adhésines bactériennes adhèrent sélectivement aux différents résidus 
saccharidiques des mucines, et plus particulièrement aux mucines sialylées et aux mucines 
neutres (Vishwanath et al., 1985 ; Ramphal et al., 1991 ; Lamblin et al., 1991a ; Lamblin et 
al., 1991b ; Lamblin et al., 1991c). Les bactéries sont ainsi retenues au niveau du mucus avant 
qu’elles ne puissent entrer en contact avec l’épithélium de surface (Scharfman et al., 1996a ; 
Scharfman et al., 1996b). 

Les mucines sécrétées dans le mucus respiratoire peuvent servir aussi de marqueurs de 
différenciation puisqu’elles sont absentes avant la différenciation définitive de l’épithélium 
respiratoire (Lesimple P. et al., 2006). Un marquage immunohistochimique des cellules 
sécrétoires met en évidence les mucines sécrétées de façon majoritaire au niveau des voies 
aériennes de conduction telles que MUC5AC et MUC5B (Martinez-Anton et al., 2006). 
Cependant, au cours de la dédifférenciation de l’épithélium respiratoire de surface suite à un 
carcinome épidermoïde, l’épithélium perd l’expression de ces mucines qui deviennent 
indétectables par immunohistochimie (Lopez-Ferrer et al., 2001). Notons que les mucines 
membranaires sont également utilisées comme marqueurs de différenciation des cellules 
épithéliales respiratoires in vitro (Wasano et al., 1988). 

 

B.1.2.3. La clairance mucociliaire 

 
La clairance mucociliaire est considérée comme étant le premier mécanisme inné de 

défense au niveau des voies aériennes (Wanner et al., 1996 ; Knowles et al., 2002). Elle est 
composée d’un système coordonné de transport d’eau et d’ions, de sécrétions de mucines et 
d’une activité ciliaire synchronisée, qui contribuent tous à son déroulement physiologique 
normal (figure 18) (Randell et al., 2006). Un certain nombre de techniques ont été utilisées 
pour montrer que les particules déposées sur la surface des épithéliums des voies aériennes 
sont épurées pendant une courte durée (Olivier et al., 1996). Une des techniques consiste à 
mesurer le temps d’élimination de particules radioactives, par des détecteurs externes, 
déposées le long de l’arbre trachéo-bronchique (Bennett et al., 1996). Les résultats de 
clairance mucociliaire dépendent de la vitesse du transport mucociliaire, mais aussi du site de 
dépôt de la particule (Gerrard et al., 1986). Ils dépendent également de l’interaction entre les 
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cils et le mucus qui les recouvre. Au cours des battements ciliaires, le cil pénètre avec une très 
grande vitesse, de l’ordre de 800 µm/s, à l’intérieur de la phase gel ou mucus. Comme décrit 
dans la figure 5 de la partie B.1.1.2.1.1., le battement ciliaire est polarisé, dissymétrique et 
situé dans un plan déterminé. Il comprend une phase efficace, rapide, pendant laquelle le cil 
érigé entre en contact avec le mucus par son extrémité, et le propulse vers l’avant. Le cil entre 
ensuite en phase de repos, en se repliant le long de la surface cellulaire dans la direction de 
l’écoulement du mucus. Puis, il revient à sa position de départ en se déroulant près de la 
surface cellulaire dans la couche liquidienne périciliaire (Sleigh et al., 1988). Ce cycle de 
battement permet le déplacement unidirectionnel du film de mucus. Les cils battent les uns 
après les autres en formant des vagues, ou ondes métachrones à la surface de l’épithélium 
respiratoire. Ces ondes se propagent en arrière et obliquement par rapport à la direction du 
mucus (Sleigh et al., 1981). La clairance est d’autant plus rapide si la particule est déposée au 
niveau des voies aériennes proximales. 
Il faut également souligner que les voies aériennes possèdent un autre système d’épuration du 
mucus qui est la clairance par la toux (Pavia et al., 1987). Cette dernière est indépendante des 
battements ciliaires, mais dépend de plusieurs variables du liquide de surface (King et al., 
1989), notamment le liquide périciliaire qui apparaît comme étant le plus important 
contributeur à son efficacité (Zahm et al., 1989). En effet, la fonction de lubrification assurée 
par la phase sol facilite le déplacement du mucus le long des voies aériennes suite à la toux. 

La clairance bactérienne des voies aériennes périphériques peut nécessiter un temps 
allant jusqu’à six heures. Puisque le nombre de bactéries peut doubler en 20 minutes, de 
larges colonies bactériennes peuvent être formées pendant 6 heures de clairance. Cependant, 
les substances antimicrobiennes présentent dans le liquide de surface (Ganz et al., 2002) 
inhibent la croissance bactérienne. En fait, des bactéries qui ont été ajoutées dans un liquide 
de surface non dilué, ont été tuées, après trois à six heures, par les facteurs antimicrobiens 
endogènes, parmi lesquels, la lactoferrine, le lysozyme et l’ALP ; les défensines étant 
présentes en très faibles quantités (Cole et al., 1999). 
 

La clairance mucociliaire peut être altérée par l’agression aiguë ou chronique de la 
muqueuse respiratoire par des agents toxiques, infectieux ou allergéniques, ainsi que dans de 
nombreuses affections héréditaires ou acquises. Dans la mucoviscidose par exemple (partie 
B.2.), le transport mucociliaire trachéal est ralenti (Yeates et al., 1976). Les mesures 
effectuées chez les adultes ne permettent cependant pas de savoir si les altérations 
mucociliaires sont en relation directe avec l’anomalie génétique, ou secondaires à l’infection 
chronique, celle-ci jouant un rôle déterminant puisque la viscosité des sécrétions n’est 
anormale qu’en période infectieuse (Puchelle et al., 1985). Les anomalies du transport ionique 
transépithélial et la déshydratation des sécrétions peuvent également expliquer le 
ralentissement de la clairance mucociliaire (Mortensen et al., 1993 ; Matsui et al., 2005). 
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B.1.2.4. La défense immunitaire 

 
Lorsque les différentes barrières non immunologiques (jonctions intercellulaires, 

liquide de surface, clairance mucociliaire) sont déficientes ou dépassées, les antigènes peuvent 
stimuler le système immunitaire cellulaire ou humoral. Il est actuellement admis que les 
cellules épithéliales, en plus de leur rôle mécanique, participent activement à la régulation et 
la propagation de la réponse immunitaire à l’étage bronchique. 

 
Différents types cellulaires du système immunitaire sont présents au niveau 

respiratoire pour répondre à une quelconque agression. Les cellules de Langerhans et les 
lymphocytes T (LT) et B sont les principaux acteurs présents au niveau de l’épithélium 
respiratoire. Les macrophages sont également présents dans la lumière et la sous-muqueuse 
des voies aériennes, mais en nombre nettement inférieur à celui du compartiment alvéolaire. 
Finalement, les polynucléaires neutrophiles (PMN), qui constituent la grande majorité des 
leucocytes circulants, sont retrouvés en nombre réduit dans l’arbre trachéo-bronchique du 
sujet sain non fumeur. Cependant, les PMN peuvent affluer rapidement et massivement vers 
la lumière du tractus respiratoire suite à la sécrétion de facteurs solubles chimiotactiques qui 
font migrer les cellules suivant un gradient de concentration (Sibille et al., 1993). Parmi les 
facteurs principaux, il faut retenir l’interleukine-8 (IL-8). 
 

A part les cellules immunitaires présentes dans l’arbre trachéo-bronchique, des 
molécules de l’immunité humorale y sont également présentes. Parmi ces molécules, citons 
les immunoglobulines dont les principales classes présentes dans la lumière trachéo-
bronchique sont les IgA, les IgG et dans une moindre mesure les IgM. Les IgE, quant à elles, 
sont retrouvées en quantités négligeables chez le sujet sain. 
Les tachykinines, telles que la substance P et la neurokinine A, sont des neuropeptides qui 
semblent jouer un rôle important au niveau de l’appareil respiratoire. Leurs fonctions seraient 
de contribuer à certains réflexes, tels que celui de la toux après inhalation de corps étranger, et 
de participer à certains effets biologiques comme la bronchoconstriction, la vasodilatation, 
l’extravasion de protéines, le recrutement de cellules inflammatoires notamment les PMN, la 
sécrétion du mucus,… (Maggi et al., 1993). 
Enfin, les cytokines, dont la famille comporte aujourd'hui plusieurs centaines de molécules 
incluant les interleukines (ce terme fut défini en 1979 pour désigner des molécules permettant 
la communication entre les leucocytes), les interférons (désignés sous ce terme du fait de leur 
capacité d’action antivirale sur des cellules infectées : phénomène « d’interférence » virale), 
les "colony stimulating factors" (CSF, facteurs de croissance hématopoïétiques), et divers 
immunomodulateurs ou facteurs de croissance (TNF, TGF, PDGF...), sont présentes sous 
forme soluble dans la lumière des voies aériennes de conduction jusqu’aux alvéoles (tableau 
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2, d’après (De Boer et al., 2002)), mais aussi dans la muqueuse où elles se lient aux 
composants matriciels. Bien que d’abord décrites comme produites par les LT et les 
monocytes activés (lymphokines et monokines), les cytokines peuvent aussi être sécrétées par 
les mastocytes et les granulocytes, par les fibroblastes, les cellules musculaires, les cellules 
endothéliales et les cellules épithéliales respiratoires (Holtzman et al., 1998), et possèdent la 
faculté d’activer et de promouvoir la migration des leucocytes. Les cellules épithéliales 
respiratoires sont capables de produire des cytokines proinflammatoires telles que IL-1, IL-6, 
IL-8, TNF-α, et d’autres cytokines comme l’IL-10, RANTES, MCP-1, eotaxine, GM-CSF, G-
CSF, TGF-β, EGF et PDGF. Cette expression est régulée par des interactions directes 
(récepteurs, molécules d’adhérence) et indirectes (facteurs solubles) avec les cellules 
immunitaires, mais également avec les agents pathogènes (Takizawa et al., 1998). 
 

B.1.3. Lésions et régénération de l’épithélium respiratoire 

B.1.3.1. Sources lésionnelles 

 
Malgré la présence d’un large dispositif de protection, la muqueuse respiratoire est 

fréquemment agressée par diverses substances présentes dans l’atmosphère, ou libérées par 
les cellules inflammatoires in vivo. L’épithélium respiratoire est également très sensible aux 
molécules libérées par les bactéries lors d’une infection, ainsi qu’au stress mécanique. 
 

B.1.3.1.1. Le stress mécanique 

 
Les sondes endobronchiques utilisées au cours de bronchoscopies, d’intubation 

trachéal ou de trachéotomie provoquent une desquamation plus ou moins importante de 
l’épithélium respiratoire (Streitz, Jr. et al., 1991). Ainsi, la lame basale mise à nu, exposant 
certains récepteurs comme les laminines et les fibronectines, peut alors être la cible 
privilégiée de microorganismes. 
 

B.1.3.1.2. Les bactéries 

 
Dans le cas d’une altération de la clairance mucociliaire comme dans la 

mucoviscidose, les bactéries retenues dans le mucus respiratoire sécrètent des toxines qui 
altèrent la structure de l’épithélium de surface (Suter et al., 1994) en induisant la 
desquamation plus ou moins importante des cellules épithéliales, en particulier les cellules 
ciliées, suite à la rupture des jonctions serrées (Lewis et al., 1995). 
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B.1.3.1.3. L’inflammation 

 
Certains défauts génétiques se traduisent par des lésions de l’épithélium respiratoire. 

Le syndrome de dysknésie ciliaire se traduit par des infections purulentes chroniques 
(Boucher et al., 1988b). Les épithéliums des patients mucoviscidosiques sont également 
caractérisés par un remaniement suite à des lésions multiples, ainsi qu’à des infections et une 
inflammation chronique (Heijerman et al., 2005). 
Les cellules inflammatoires libèrent des oxydants, des protéases et des cytokines destinées à 
éliminer l’agent étranger. Cependant, ces médiateurs de l’inflammation sont eux-mêmes très 
agressifs vis-à-vis de l’épithélium respiratoire. En effet, le H2O2 inhibe la prolifération 
cellulaire et la fréquence des battements ciliaires (Kobayashi et al., 1992). Par ailleurs, HOCl 
et H2O2 augmentent la perméabilité paracellulaire de l’épithélium de surface en altérant les 
jonctions serrées (Yamaya et al., 1995 ; Guo et al., 1996). De plus, le TNF-α, l’IFN-γ, 
l’élastase du PMN, la cathépsine G et les défensines sécrétées par les cellules inflammatoires 
sont également responsables d’une augmentation de la perméabilité épithéliale (Heck et al., 
1990 ; Adams et al., 1993 ; Nygaard et al., 1993 ; Li et al., 1995 ; Peterson et al., 1995). 
Certaines protéines cationiques libérées lors de la dégranulation des éosinophiles, en 
particulier le MBP (major basic protein) et l’EPO (eosinophil peroxydase), provoquent 
également des lésions de l’épithélium en induisant l’exfoliation des cellules épithéliales 
trachéales in vitro ainsi que l’inhibition des battements ciliaires (Motojima et al., 1989). De la 
même façon, les lésions provoquées par l’inhalation de liquide gastrique associée au 
développement du syndrome de détresse respiratoire de l’adulte sont essentiellement dues à la 
libération d’IL-8 par les PMN massivement recrutés (Folkesson et al., 1995). 

Par ailleurs, un certain nombre de maladies respiratoires aiguës ou chroniques sont 
caractérisées par une inflammation de l’épithélium respiratoire dont la conséquence est la 
libération de grandes quantités d’oxydants dans le milieu, qui se traduit par un déséquilibre 
entre oxydants et antioxydants. Ainsi, les poumons des sujets fumeurs sont caractérisés par 
une inflammation chronique associée à une proportion plus importante de PMN et une 
libération plus importante d’oxydants par les macrophages alvéolaires par rapport à des sujets 
non fumeurs. De plus, l’activité enzymatique de l’α1-antitrypsine oxydée diminue. L’élastase 
du PMN est donc plus active et l’action délétère des PMN se trouve renforcée (Crystal et al., 
1991). 
 

B.1.3.1.4. Les substances toxiques 

 
Les polluants atmosphériques représentent la cause majeure de l’augmentation de 

mortalité. Le NO2, l’O3, le CO2 et la fumée de cigarette sont les principaux polluants. Du fait 
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de leur faible solubilité, ces molécules sont peu absorbées par la muqueuse respiratoire. En 
revanche, ce sont des molécules très réactives qui, une fois en contact avec l’épithélium 
respiratoire, génèrent des radicaux libres qui dégradent cet épithélium. La fumée de cigarette 
est composée de plus de 3000 molécules différentes dont un grand nombre, parmi lesquelles 
l’acétaldéhyde, le formaldéhyde, sont des substances toxiques et oxydantes. Dans chaque 
bouffée de cigarette sont libérées 1017 molécules oxydantes dont 1014 sont des radicaux libres 
de l’oxygène (Church et al., 1985). 

Bien que les radicaux libres aient une durée de vie très courte, certains atteignent 
l’épithélium respiratoire. Les principales cibles de ces molécules sont les cellules ciliées, les 
cellules caliciformes et les jonctions intercellulaires. Ainsi, il a été montré que l’exposition à 
la fumée de cigarette ou à certains extraits provoque le détachement de cellules épithéliales de 
surface, une inhibition de la prolifération cellulaire, une perte des cils, une hypertrophie des 
glandes sous-muqueuses et une métaplasie malpighienne. Par ailleurs, la perméabilité 
épithéliale est significativement augmentée, généralement par rupture progressive des 
jonctions serrées et parfois aussi par altération du transport ionique (Simani et al., 1974 ; 
Boucher et al., 1980 ; Hulbert et al., 1981). 
 

B.1.3.2. Réparation et régénération de l’épithélium respiratoire 

 
Malgré un système de défense performant, l’épithélium respiratoire des voies 

aériennes, en contact constant avec l’environnement, subit des lésions fréquentes et doit 
totalement régénérer pour restaurer ses fonctions de défense. De nombreux modèles d’étude 
in vitro et in vivo permettent, à l’heure actuelle, d’appréhender plus ou moins fidèlement ce 
phénomène. Ces modèles permettent aussi l’étude de l’influence de différents facteurs sur la 
régénération de l’épithélium respiratoire. 
 

B.1.3.2.1. Modèles de lésion-réparation de l’épithélium respiratoire 

B.1.3.2.1.1. Modèles in vivo 

 
De nombreux modèles animaux ont été développés afin d’analyser la réponse de 

l’épithélium bronchique à différentes sources lésionnelles. In vivo, la régénération de 
l’épithélium trachéal après une lésion mécanique met en jeu l’étalement des cellules bordant 
la lésion, la migration des cellules basales pour recouvrir la zone dénudée, le ré-établissement 
des jonctions serrées, l’établissement d’une métaplasie malpighienne puis la prolifération 
active avec une hyperplasie des cellules basales et muqueuses suivie d’une différenciation 
progressive des cellules muqueuses en cellules pré-ciliées (phénotype cellulaire mixte 
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présentant les caractéristiques de cellules ciliées et de cellules muqueuses) aboutissant à la 
reconstitution d’un épithélium pseudostratifié cilié dans un délai de quelques jours à quelques 
semaines selon l’importance de la lésion (McDowell et al., 1979). Les rats (Horiba et al., 
1994) et les cochons d’inde (Erjefalt et al., 1994) ont été également utilisés pour étudier le 
processus de régénération épithéliale in vivo. 

Plus récemment, ont été développés des modèles chimériques de reconstruction de 
l’épithélium respiratoire, dans des souris xénotolérantes. Le modèle de xénogreffe dans la 
souris SCID a permis de montrer que des cellules indifférenciées de trachée fœtale humaine 
pouvaient reformer un épithélium respiratoire mature et différencié (Delplanque et al., 2000). 
Un autre modèle, la souris nude, initialement décrit par Engelhardt et al. (Engelhardt et al., 
1992) a été également développé pour le suivi de la régénération épithéliale au cours du temps 
(Dupuit et al., 2000 ; Escotte et al., 2004). La souris nude n’a pas de thymus et est donc 
incapable de générer des LT. De ce fait, elle est incapable de participer à des réponses 
immunes comme la formation d’anticorps qui requiert la présence de cellules CD4+, ainsi que 
toutes les réponses immunitaires qui impliquent les LT. Le modèle de xénogreffe trachéo-
bronchique dans la souris nude est une technique qui permet d’obtenir un épithélium 
respiratoire humain pseudostratifié mucociliaire, dans des conditions physiologiques très 
proches de l’in vivo humain. Dans ce modèle, seul l’épithélium est humain, le reste des 
cellules mésenchymateuses et sanguines provenant de la souris nude. Il consiste en 
l’implantation en sous-cutanée chez la souris d’une trachée de rat qui a été dénudée de son 
propre épithélium par des cycles de congélation/décongélation, dans laquelle des cellules 
épithéliales humaines provenant de la dissociation enzymatique de polypes nasaux ou de 
bronches ont été ensemencées. Ce modèle de trachée reconstituée « ouverte », similaire à une 
trachée humaine, mime la dynamique des évènements mis en jeu lors de la régénération et 
présente l’avantage de permettre de recueillir de manière itérative le liquide de sécrétion, 
d’analyser son contenu et d’étudier la modulation de l’expression des molécules matricielles, 
des facteurs de croissance et des cytokines au cours de la régénération épithéliale. Nous avons 
observé que les cellules épithéliales respiratoires de surface humaines, ensemencées dans la 
trachée de rat dénudée, adhèrent à la lame basale, s’étalent et migrent pour recoloniser la 
matrice hôte, prolifèrent pour former un épithélium présentant une métaplasie malpighienne 
(plusieurs couches de cellules épithéliales aplaties), puis progressivement adoptent un 
phénotype différencié donnant naissance à un épithélium de surface pseudostratifié mature 
(Coraux et al., 2005b) (figure 19) associé à des structures glandulaires (Engelhardt et al., 
1995 ; Dupuit et al., 2000). 
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B.1.3.2.1.2. Modèles in vitro 

 
De nombreux modèles de lésion-réparation in vitro de l’épithélium respiratoire 

utilisant généralement des cellules épithéliales humaines en culture primaire ou des lignées 
cellulaires ont été décrits (Herard et al., 1996b ; Dorscheid et al., 2001). Suite à une lésion 
chimique ou mécanique du tapis cellulaire, les cellules vont initier la réparation de la lésion 
par une série d’événements incluant, dans un ordre chronologique, l’étalement et la migration 
sur la matrice extracellulaire dénudée des cellules bordant la zone lésée. Puis une prolifération 
cellulaire est observée avec un pic d’activité mitotique qui culmine généralement 48 h après la 
lésion et concerne les cellules dans la zone de réparation (Zahm et al., 1997b). Bien que la 
zone lésée soit ré-épithélialisée, l’établissement de la jonctionalité et de l’étanchéité 
épithéliale n’est restaurée qu’après plusieurs jours (Herard et al., 1996b). 

La régénération complète de l’épithélium avec différenciation de l’ensemble des 
phénotypes cellulaires ne peut être obtenue sur des modèles in vitro de culture en 2 
dimensions qu’en conditions de culture à l’interface air-liquide. Les cellules sont cultivées sur 
un support poreux avec le milieu de culture mis au point à l’origine par Lechner et al. 
(Lechner et al., 1985) et présent à la partie basale des cellules. L’avantage de cette technique 
est d’induire la différenciation épithéliale (Gray et al., 1996 ; Tournier et al., 1998 ; Davidson 
et al., 2000 ; Fulcher et al., 2005). Ceci suggère que les cellules épithéliales sont capables, 
dans ces conditions de culture, de générer des facteurs susceptibles de favoriser leur 
différenciation. Un des intérêts de ce modèle est de pouvoir apprécier l’effet de certains 
facteurs pharmacologiques ajoutés à la partie basale des cellules, remplaçant donc les 
molécules présentes dans la matrice extracellulaire in vivo (Booth et al., 2001 ; Bebok et al., 
2001 ; Spannhake et al., 2002 ; Gray et al., 2004). 

Des modèles de régénération en 3 dimensions permettent également, à partir de 
cellules épithéliales dissociées, de reconstituer un épithélium respiratoire de surface polarisé 
et différencié, caractérisé par une sécrétion de chlore stimulable par les agents 
pharmacologiques qui augmentent la concentration d’AMPc et l’activité intracellulaire du 
calcium. L’intérêt majeur de ces structures épithéliales (sphéroïdes) est lié à leur capacité de 
maintenir leur différenciation pendant plusieurs mois (Castillon et al., 2002). 

Récemment, une nouvelle approche permettant l’obtention d’épithélium respiratoire 
de voies aériennes en culture in vitro a été décrite à partir des cellules souches embryonnaires 
(CSE). Ces CSE, isolées de la masse cellulaire interne du blastocyste pré-implantatoire, ont la 
caractéristique d’être pluripotentes, c’est-à-dire de générer tous les types cellulaires 
constituant l’organisme, et de proliférer à l’infini lorsqu’elles sont maintenues dans un état 
indifférencié. Au niveau de l’épithélium respiratoire, il a été décrit que la différenciation des 
CSE murines pouvait être orientée vers l’obtention de pneumocytes de type II (Ali et al., 
2002) et, plus récemment, des travaux du laboratoire ont démontré que des CSE murines 
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étaient capables de se différencier en cellules épithéliales de voies aériennes et de reconstituer 
un épithélium respiratoire complet et fonctionnel, parfaitement identique à l’épithélium 
respiratoire trachéal murin et présentant des cellules de Clara mais aussi des cellules basales 
et ciliées (Coraux et al., 2005c). 
 

B.1.3.2.2. Facteurs impliqués dans la régénération épithéliale 

 
Les facteurs cellulaires et moléculaires impliqués dans la régénération de l’épithélium 

respiratoire sont multiples et interagissent étroitement. Les principaux mécanismes étudiés 
concernent la réparation de la lésion plutôt que la régénération qui implique la différenciation 
et la polarisation de l’épithélium. Au cours de la phase initiale d’étalement et de migration 
cellulaire, interviennent de façon majeure les composants de la matrice extracellulaire (MEC) 
et les récepteurs de type intégrines, les protéines vésiculaires telles que la cellubrévine, ainsi 
que les métalloprotéinases matricielles (MMPs), leurs inhibiteurs, des cytokines pro-
inflammatoires et des facteurs de croissance, dont le rôle spécifique dans la redifférenciation 
et la reconstitution complète de l’épithélium respiratoire a été peu décrit.  
 

B.1.3.2.2.1. Composants de la matrice extracellulaire 

 
Les composants de la MEC jouent un rôle clé dans la réépithélialisation de 

l’épithélium respiratoire. Au cours de la migration, les cellules épithéliales adhèrent de façon 
transitoire à une matrice provisoire qui va subir des modifications dynamiques. La 
fibronectine et les principaux composants de la membrane basale, comme la laminine et le 
collagène de type IV, vont alors être utilisés comme support matriciel par l’intermédiaire de 
récepteurs cellulaires tels que les intégrines. La polymérisation active de la fibronectine, 
déposée à l’interface matrice/cellule au cours de la réparation, favorise la migration 
cellulaire ; parallèlement, l’intégrine α5, l’un de ses récepteurs, est hyperexprimée (Herard et 
al., 1996a). L’utilisation d’anticorps a montré que si les intégrines β1 sont nécessaires à la 
migration rapide des cellules épithéliales respiratoires sur le collagène IV et sur les laminines 
1 et 2, les intégrines α2, α3 et α6 sont directement impliquées dans la migration cellulaire sur 
le collagène IV (White et al., 1999). Les intégrines ayant fixé leur ligand sont capables 
d’activer la protéine tyrosine kinase FAK (Focal Adhesion Kinase) qui, par l’intermédiaire 
d’un complexe formé avec les kinases de la famille Src, les protéines Grb2 et CCrk, va 
déclencher une réorganisation du cytosquelette d’actine et l’activation de la voie Ras-MAP 
kinase. De plus, il a été récemment démontré que la cellubrévine, récepteur vésiculaire 
endosomal d’attachement appartenant à la famille des SNAREs, intervient dans la migration 
cellulaire en modulant l’adhérence cellulaire médiée par les intégrines (Proux-Gillardeaux et 
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al., 2005). Il est à noter que, hormis les protéines de la MEC, le cartilage peut influencer la 
régénération des cellules épithéliales respiratoires en modulant leur prolifération et leur 
différenciation. Hicks et al. ont mis en évidence qu’en présence de cartilage, les cellules 
épithéliales ne s’étalaient pas et exprimaient des taux réduits de TGF-α et TGF-β, molécules 
régulatrices de la migration et de la prolifération épithéliale (Hicks, Jr. et al., 1999). 
 

B.1.3.2.2.2. Rôle des métalloprotéinases matricielles 

• Les métalloprotéinases et leur inhibiteurs tissulaires : Généralités 
 

Les MMPs sont des protéases dépendantes du zinc qui interviennent dans le 
remodelage de la matrice extracellulaire (Nelson et al., 2000). Classiquement, elles sont 
classées en 5 groupes en fonction de leur spécificité de substrats et de leur structure. On 
distingue les collagénases qui regroupent la MMP-1, -8 et -13, les stomélysines qui 
regroupent la MMP-7 (ou matrilysine), -3, -10, -11 et -26, les gélatinases qui regroupent la 
MMP-2, -9 (ou gélatinase B), -12, -19, -20 et -23, et les MMPs de type membranaire (MT-
MMPs) qui regroupent la MMP-14, -15, -16, -17, -24 et -25. 

La MMP-7 est la plus petite des MMPs. Elle est capable de dégrader les 
protéoglycanes, la laminine, la fibronectine, la vitronectine, la gélatine, le collagène IV, 
l’élastine, l’entactine et la ténascine. Elle est exprimée dans les épithéliums de l’endomètre, 
les adénocarcinomes du colon et de l’estomac, et les carcinomes du foie. Elle est également 
exprimée par les cellules basales en migration dans la réparation de l’épithélium de cornée 
(Lu et al., 1999). Dans les souris déficientes en MMP-7, la tumorigénicité de l’intestin est 
supprimée (Wilson et al., 1997). Finalement, la MMP-7 augmente la prolifération cellulaire 
de la lignée MDCK, effet qui est inhibé par l’inhibiteur de MMPs BB94 (Harrell et al., 2005). 

La MMP-9 est capable de dégrader les mêmes substrats que la MMP-7, et en plus les 
collagènes V et XIV, et le BP180. Elle régule aussi l’activité de cytokines et d’hormones 
puisqu’elle clive l’IL-1β et la substance P (Backstrom et al., 1995 ; Ito et al., 1996). Un grand 
nombre de facteurs de croissance et de cytokines modifie l’expression de la MMP-9 dans 
beaucoup de types cellulaires, comme le TGF-β, l’EGF, l’IL-1β, l’IL-2, le TNF-α… (Vu et 
al., 1998). Elle joue également un rôle important dans divers processus comme la nidation, le 
développement osseux, l’inflammation, la réparation épithéliale, l’arthrite, la maladie 
d’Alzheimer et l’invasion tumorale. Les souris déficientes en MMP-9 sont résistantes aux 
pemphigoïdes bulleuses expérimentales (Liu et al., 1998). 

L’activité des MMPs est étroitement régulée par leurs inhibiteurs tissulaires, les 
TIMPs (Tissue Inhibitor of MMPs). Les TIMPs sont identifiées sous 4 formes, TIMP-1, -2, -
3, et -4 (Visse et al., 2003). TIMP-1 est une glycoprotéine de 28,5 KDa qui est capable de 
former des complexes non-covalents avec les pro-MMP-7 et -9 pour inhiber leurs activités 
(Ravanti et al., 2000 ; Li et al., 2000). Le TIMP-1 joue un rôle dans le développement osseux, 
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dans l’inhibition de l’angiogénèse, il influence l’activité des facteurs de croissance et 
intervient dans les changements de morphologie cellulaire. Certains facteurs de croissance 
sont capables de stimuler l’expression de TIMP-1 comme l’IL-1β, le TGF-β et les rétinoïdes 
(Gomez et al., 1997). TIMP-1 est exprimé dans l’os où il y a une activité érythropoïétique 
(Gudmundsson et al., 1996), ainsi que dans le cœur et les ovaires. Il peut stimuler ou inhiber 
la prolifération de nombreuses lignées cellulaires (Hayakawa et al., 1992). 
 

• Les métalloprotéinases dans la régénération épithéliale 
 

Au cours des phénomènes d’étalement et de migration qui surviennent immédiatement 
après une lésion de l’épithélium respiratoire, les cellules épithéliales entrent en contact avec 
les molécules de la MEC au travers de points focaux et de contacts primordiaux transitoires 
qui permettent leur ancrage et leur traction à partir de la MEC. A ce stade, interviennent les 
MMPs qui vont éliminer les molécules partiellement dénaturées et remodeler la matrice 
néosynthétisée. Au cours de la réépithélialisation de l’épithélium respiratoire lésé, il a été 
montré que la MMP-9 est surexprimée et s’accumule dans les cellules migratoires tandis que 
son blocage inhibe leur migration (Buisson et al., 1996b ; Legrand et al., 1999). Les MMP-3 
et -11 sont exprimées par ces mêmes cellules caractérisées par un phénotype épithélio-
mésenchymateux. La MMP-3 étant essentiellement produite in vivo par les cellules 
mésenchymateuses, sa présence avec la vimentine dans les cellules épithéliales respiratoires 
migratoires réparant une lésion peut être considérée comme le reflet d’une transition 
épithélio-mésenchymateuse, indispensable à la réépithélialisation de la barrière épithéliale 
(Buisson et al., 1996a). Une dérégulation de cette transition, dans le cas de cellules 
cancéreuses par exemple, peut entraîner l’invasion des tissus par les cellules pathologiques et 
la formation de tumeurs secondaires (Polette et al., 1998). La MMP-7 peut également 
influencer la réépithélialisation respiratoire. Des observations in vivo et in vitro ont montré 
que la matrilysine, exprimée constitutivement par les cellules de l’épithélium respiratoire des 
voies aériennes, est surexprimée par les cellules migratoires et que la réépithélialisation de 
l’épithélium trachéal est bloquée chez des souris déficientes en matrilysine (Dunsmore et al., 
1998). C’est en clivant l’ectodomaine de la cadhérine E que la MMP-7 induirait la réparation 
des lésions épithéliales (McGuire et al., 2003). La MMP-7 pourrait donc intervenir à la fois 
dans la réparation et la défense de l’épithélium respiratoire (Parks et al., 2001), ainsi que dans 
son remodelage (Atkinson et al., 2003). Quelques rares données suggèrent que les MMPs 
pourraient influencer la régénération de l’épithélium respiratoire, en dehors de la phase de 
migration cellulaire. En effet, il a été rapporté que les MMP-9 et -2 sécrétées par les cellules 
du cartilage trachéal pourraient inhiber l’attachement et la prolifération des cellules 
épithéliales, entraînant des anomalies de réépithélialisation (Sigurdson et al., 2003). Les 
MMPs pourraient également faciliter le relargage de facteurs de croissance comme le VEGF 
(vascular endothelial growth factor), TGF-β ou bFGF (basic fibroblast growth factor) 
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accumulés au niveau des protéoglycanes ou intervenir en clivant des récepteurs de facteurs de 
croissance. Enfin, nous avons récemment démontré que les MMP-7 et -9 modulent la 
différenciation des cellules épithéliales au cours de la régénération de l’épithélium respiratoire 
des voies aériennes dans le modèle de xénogreffe humanisée dans la souris nude. 
L’expression et la sécrétion de ces MMPs augmentent au cours des différentes étapes de la 
régénération, ces MMPs étant localisées à la surface de l’épithélium parfaitement différencié. 
L’incubation, au cours de la régénération, des cellules épithéliales avec des inhibiteurs de ces 
MMPs entraîne des remaniements de l’épithélium se traduisant par un défaut de 
différenciation mucociliaire dans un épithélium présentant une métaplasie malpighienne avec 
des zones de métaplasie des cellules basales (Coraux et al., 2005b). 
 

B.1.3.2.2.3. Rôle des facteurs de croissance 

 
De nombreux facteurs de croissance ont été décrits dans la littérature comme étant 

capables d’accélérer la réparation des lésions de l’épithélium bronchique, principalement en 
modulant la migration et la prolifération cellulaire. Ces facteurs de croissance sont 
principalement sécrétés par les cellules présentes dans le mésenchyme mais peuvent 
également être produits par les cellules de l’épithélium respiratoire.  

L’activation du récepteur EGFR par différents ligands joue un rôle majeur. En effet, 
l’EGF accélère la réparation des lésions épithéliales en modulant la migration cellulaire, un 
inhibiteur de la voie EGFR tyrosine kinase entraînant un blocage de la réépithélialisation 
(White et al., 1999 ; Puddicombe et al., 2000). De plus, Barrow et al. ont suggéré que l’EGF 
et le PDGF favorisent la régénération de l’épithélium respiratoire en stimulant la prolifération 
et la différenciation des cellules épithéliales respiratoires (Barrow et al., 1993). Le HGF 
(hepatocyte growth factor), le KGF (keratinocyte growth factor) et les IL-1α et β régulent la 
migration cellulaire mais peuvent également avoir une action mitogénique (Waters et al., 
1999 ; Zahm et al., 2000 ; Hicks, Jr. et al., 2003). 

Il a été démontré que la lésion induit la production de la protéine MCP-1 par les 
cellules épithéliales respiratoires, qui en se liant à son récepteur CCR2B, va favoriser la 
réparation de la lésion (Lundien et al., 2002). Des peptides trifoliés (TFF), en particulier 
TFF2, peuvent également, via la voie d’activation de la protéine kinase C et de ERK1/2 
(extracellular signal-regulated protein kinase), agir en synergie avec l’EGF dans la réparation 
de l’épithélium respiratoire (Chwieralski et al., 2004). Enfin, l’héréguline-α, en raison de sa 
liaison avec les récepteurs erbB2-4, favorise la réépithélialisation de lésion de l’épithélium 
respiratoire (Vermeer et al., 2003).  

Les facteurs de croissance, comme l’insuline ou l’HGF, interviennent en activant la 
synthèse de la matrice extracellulaire, comme l’IL-8 en stimulant l’expression des MMPs ou 
comme l’IL-13 en favorisant la sécrétion d’autres facteurs de croissance motogènes et 
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mitogènes. L’augmentation de l’expression de ces facteurs de croissance par les cellules 
épithéliales respiratoires lésées faciliterait la réépithélialisation par un mécanisme de 
réparation autocrine.  

Le rôle spécifique des facteurs de croissance dans la différenciation des cellules 
épithéliales respiratoires et la régénération complète de l’épithélium des voies aériennes est 
encore mal connu. Les travaux de Shen et al. suggèrent que l’HGF pourrait, non seulement 
moduler la migration et la prolifération des cellules épithéliales respiratoires, mais également 
favoriser la différenciation ciliée et la fonction de sécrétion de chlore, probablement via 
l’activation de son récepteur c-met (Shen et al., 1997). Par ailleurs, l’EGF, la toxine 
cholérique et l’IL-13 seraient des inhibiteurs de la différenciation ciliée alors que l’EGF, 
comme l’IL-4, l’IL-9, l’IL-13 et l’élastase du neutrophile seraient de puissants inducteurs de 
la différenciation des cellules mucosécrétrices (Clark et al., 1995 ; Laoukili et al., 2001 ; 
Burgel et al., 2004). On sait également que les défensines du neutrophile comme l’HNP1-3, 
peuvent moduler la régénération de l’épithélium respiratoire lésé, non seulement en modulant 
la migration et la prolifération cellulaire par la voie d’activation MAP kinase / ERK1/2, mais 
aussi en induisant la différenciation des cellules à mucus (Aarbiou et al., 2004). Il est 
maintenant clairement admis que l’acide rétinoïque est essentiel pour la différenciation 
mucociliaire (Gray et al., 1996), qui est optimale en conditions de culture à l’interface air-
liquide, la culture en immersion des cellules épithéliales respiratoires induisant une réduction 
drastique du pourcentage de cellules différenciées. 

La différenciation des cellules ciliées et le maintien de cet état de différenciation sont 
particulièrement régulés par le facteur de transcription Foxj1, encore nommé HFH-4, membre 
de la famille winged-helix/forkhead. Foxj1 est détecté dans les cellules épithéliales avant 
l’apparition des premiers cils puis est localisé dans les cellules exprimant la tubuline β4 (Blatt 
et al., 1999), la délétion du gène codant Foxj1 entraînant une absence de cils dans 
l’épithélium respiratoire. Le gène KPL2 semble également jouer un rôle majeur dans la 
différenciation des cellules ciliées (Ostrowski et al., 1999). A l’inverse, les facteurs de 
transcription HNF-3α et HNF-3β (hepatocyte nuclear factor) semblent être impliqués dans la 
différenciation des cellules sécrétrices, en régulant l’expression de gènes codant les protéines 
exprimées par les cellules de Clara (Bingle et al., 1993), de même que le facteur de 
transcription Foxa2 dont la délétion entraîne une hyperplasie des cellules mucosécrétrices et 
une hypersécrétion de mucines. 
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B.2. La Mucoviscidose 

B.2.1. Historique 

 
La mucoviscidose a été reconnue en 1938 par Dr. Dorothy Andersen quand des 

autopsies sur des enfants mal nourris ont révélé des obstructions des canaux glandulaires 
pancréatiques par le mucus. Le terme « mucoviscidosis » a été employé en 1944 pour 
permettre de différencier cette maladie, caractérisée par des sécrétions de mucus abondant et 
anormalement épais, des différents désordres pancréatiques connus et englobés dans la 
définition de la fibrose kistique. Elle a donc été appelée « fibrose kystique du pancréas » qui 
signifie « cystic fibrosis » (CF) en anglais. En 1946, on a identifié que la CF se transmet selon 
le mode autosomique récessif. En 1949 à New York, le pédiatre Paul di Sant’ Agnese a 
remarqué que la majorité des enfants CF étaient prostrés pendant la période de canicule, ce 
qui a fait l’objet d’une remarquable attention. Il a ensuite suggéré que leur sueur était 
anormale, et a démontré plus tard que le taux de sodium et de chlorure y était 5 fois plus élevé 
et persistait même après la canicule (Davis et al., 2006). En 1983, le test de sueur a été validé 
par Paul Quinton pour dépister la maladie de la CF (Quinton et al., 1983). En même temps, 
l’équipe de Richard Boucher a montré que l’hyperabsorption de sodium constituait le défaut 
principal de CF au niveau des voies aériennes (Knowles et al., 1983). En 1985, la 
comparaison des génomes de familles de malades suivant la méthode RFLP (restriction 
fragment length polymorphism) a permis d’identifier une zone de 30 Mb contenant le gène 
impliqué dans la mucoviscidose (Tsui et al., 1985). Puis, en 1989, le gène cftr, qui code pour 
un canal chlorure AMPc-dependant (Bear et al., 1992) de faible conductance et dont la 
mutation entraîne la maladie, a été découvert (Rommens et al., 1989 ; Riordan et al., 1989 ; 
Kerem et al., 1989) et son identité a été vérifiée en utilisant des cellules qui dérivent des 
canaux sudoripares. Actuellement, l’espérance de vie des patients atteints de la mucoviscidose 
dépasse les 30 ans, alors qu’elle était de l’ordre de 6 mois en 1938. Cependant, on ne dispose 
pas à l’heure actuelle de traitements efficaces pour ralentir la destruction des tissus 
pulmonaires et pancréatiques. 
 

B.2.2. La protéine CFTR 

 
Le gène cftr est localisé sur le bras long du chromosome 7 (7q31-3) (Tsui et al., 1985). 

Son clonage a été décrit en 1989. Il est composé de 27 exons pour 230 Kb qui sont transcrits 
en un ARNm de 6,5 Kb (4,5 Kb codant). Ce dernier code une protéine de 1480 acides aminés, 
la protéine CFTR. 
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B.2.2.1. Structure, localisation et fonctions de CFTR 

 
La protéine CFTR, qui présente de fortes homologies avec les membres de la famille 

ABC (ATP-binding cassette) (Dean et al., 1995), est constituée de cinq domaines : 2 
segments peptidiques composés chacun de 6 domaines transmembranaires, un domaine R 
contenant des sites de phosphorylation pour les PKA et PKC, et 2 domaines NBD (nucleotide 
binging domain) de liaison à l’ATP (Rosenberg et al., 2004) (figure 20, d’après (Ackerman et 
al., 1997)). La localisation de CFTR dans les cellules épithéliales requiert la glycosylation de 
la protéine. 

 
La protéine CFTR est détectée à la membrane apicale des épithéliums exocrines 

(Crawford et al., 1991). En l’absence de jonctions serrées, les cellules perdent leur polarité ; 
CFTR est alors retenue au niveau du réseau trans-golgien (Morris et al., 1994). En effet, sa 
localisation dans la membrane apicale des cellules épithéliales dépend directement de la 
polarité cellulaire. Au niveau des voies aériennes, CFTR est déjà présent à 7 semaines de 
gestation au niveau cytoplasmique (Gaillard et al., 1994). Cette expression s’intensifie durant 
les stades ultérieurs du développement fœtal, atteignant vers le milieu de la gestation un 
niveau supérieur à celui détecté dans le poumon adulte (Trezise et al., 1993). En fin de 
gestation, la protéine adopte une localisation apicale au niveau des cellules ciliées de 
l’épithélium respiratoire (Puchelle et al., 1992). D’autre part, CFTR a été localisé et testé 
fonctionnellement à la surface des LT (Yoshimura et al., 1991 ; Krauss et al., 1992). 

 
Depuis le clonage du gène codant la protéine CFTR, plusieurs fonctions lui ont été 

attribuées, la principale étant son activité de canal chlorure. En effet, sa structure montre 
qu’elle peut avoir une fonction de canal ionique et/ou de transporteur actif. Par reconstitution 
de la protéine CFTR dans une bicouche lipidique, Bear et al. ont montré qu’elle présente une 
activité canal chlorure de faible conductance (Bear et al., 1992), pouvant être stimulée par 
l’AMPc et régulée par la PKA. A l’état basal, CFTR est inactif (Sheppard et al., 1994). Son 
activation et son maintien à l’état actif s’effectuent via  la phosphorylation de résidus situés 
dans le domaine R par la PKA, et par la fixation et l’hydrolyse d’ATP au niveau des domaines 
NBD (Akabas et al., 2000). Dans ce cas, CFTR devient perméable laissant passer les ions Cl-. 
Après sa phosphorylation, CFTR est désactivé par des phosphatases (Gadsby et al., 1999) et 
devient imperméable. 
La protéine CFTR régule également l’activité d’autres canaux ioniques de la cellule 
épithéliale (figure 21). Elle stimule via l’ATP le canal chlorure de forte conductance ORCC 
(pour outwardly rectifying chloride channel) (Schwiebert et al., 1995), inhibe le canal ENaC 
(pour epithelial sodium channel) sensible à l’amiloride (Stutts et al., 1995 ; Ismailov et al., 
1996) qui a une plus grande probabilité d’ouverture chez les patients CF par rapport à des 
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sujets normaux, et module les canaux potassium (Loussouarn et al., 1996). CFTR régulerait 
aussi le pH intravésiculaire (Barasch et al., 1991) et pourrait jouer un rôle dans les processus 
de recyclage des membranes cellulaires et l’exocytose (Bradbury et al., 1992). Ces deux 
dernières hypothèses sont toutefois remises en cause par les travaux de Gibson et al. (Gibson 
et al., 2000). Cependant, Song et al. viennent récemment de démontrer que les sécrétions des 
glandes sous-muqueuses sont acides à un stade précoce de la CF (Song et al., 2006). En effet, 
CFTR sert également de canal à ions bicarbonates (HCO3

-) qui vont tamponner les ions H+ 
sécrétés à la partie apicale dans le liquide de surface, ce qui est défectueux dans la CF 
(Coakley et al., 2001 ; Coakley et al., 2003 ; Perez-Vilar et al., 2004), d’où la diminution du 
pH. 
Enfin, des expériences menées sur des lignées humaines et murines et dans un modèle de 
souris nouveau-née ont suggéré la capacité du premier domaine extracellulaire de CFTR à 
servir de récepteur à Salmonella typhi (Pier et al., 1998) et à P. aeruginosa (Pier et al., 1997). 
De manière contradictoire, une autre étude a montré que l’adhérence de P. aeruginosa à des 
cellules épithéliales isolées de patients CF diminue après expression de CFTR normal dans 
ces cellules (Davies et al., 1997). D’autres travaux ont montré que le LPS de P. aeruginosa 
était reconnu par CFTR et permettait d’activer les défenses cellulaires altérées chez les 
patients CF (Schroeder et al., 2002). 
 

B.2.2.2. Mutations du gène cftr 

 
Depuis la découverte du gène codant CFTR, à la date du 28/09/2006, 1523 mutations 

du gène cftr ont été recensées (http://www3.genet.sickkids.on.ca/cftr/StatisticsPage.html). La 
plupart sont des mutations ponctuelles qui impliquent seulement quelques nucléotides. Dans 
l’ensemble, 40% sont des mutations faux-sens, 18% des mutations non-sens, 18% des 
mutations qui altèrent des codons essentiels pour l’épissage, 22% des mutations modifient le 
cadre de lecture, les 2% restant correspondent à des mutations localisées dans le promoteur ou 
à des délétions dans le cadre de lecture. Les mutations sont classées en 6 groupes 
correspondant aux dysfonctionnements moléculaires observés (figure 22) : 

• Les mutations de classe 1 sont de type codon stop, non-sens ou entraînant un décalage 
du cadre de lecture aboutissant à un messager tronqué, la plupart du temps sans 
synthèse de protéine. Environ 50% des mutations du canal CFTR affectent la synthèse 
de l’ARNm. 

• Les mutations de classe 2 touchent l’étape de biosynthèse. La protéine reste localisée 
dans le cytoplasme et est dégradée. Très peu de protéines fonctionnelles arrivent à la 
membrane apicale des épithéliums. La mutation ∆F508 est incluse dans cette classe. 
C’est la mutation la plus répandue au monde (70% des cas) et correspond à la délétion 
de 3 nucléotides (CTT) entraînant la perte d’une phénylalanine en position 508. 
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• Les mutations de classe 3 touchent l’activation et la régulation de CFTR membranaire. 
Il s’agit d’un défaut d’activation du canal qui conduit à une conductance très réduite 
des ions Cl-. 

• Les mutations de classe 4 touchent également la fonction du canal CFTR. Elles 
affectent la conductance et les mécanismes d’ouverture et de fermeture du canal. Le 
flux ionique ou la probabilité d’ouverture du canal sont cependant diminués. 

• Les mutations de classe 5 incluent des mutations dans le promoteur et des mutations 
qui modifient l’épissage alternatif ou provoquent une synthèse de la protéine 
inefficace. 

• Les mutations de classe 6 correspondent à des mutations qui affectent la régulation des 
autres canaux par CFTR. 

 

B.2.3. Physiopathologie de la mucoviscidose 

B.2.3.1. Généralités 

 
La CF est la maladie génétique la plus fréquente dans les populations d’origine 

Caucasienne (Bobadilla et al., 2002). La fréquence de la maladie varie entre 1/2000 et 1/3000 
(Zielenski et al., 1995), et environ 1 personne sur 50 est porteuse du gène muté. En France, on 
estime le nombre de patients atteints à 5000-6000 dont 18% ont plus de 18 ans. 

La CF atteint essentiellement les tissus épithéliaux exocrines tels que le tissu 
respiratoire, le pancréas, le foie, l’intestin, les vas déférents et les glandes sudoripares. Bien 
que l’expression de CFTR soit diminuée, l’affection pulmonaire n’apparaît qu’après la 
naissance, alors que d’autres organes tels que le pancréas ou le foie peuvent être déjà atteints 
au stade fœtal. L’atteinte respiratoire semble dépendre de plusieurs facteurs qui se surajoutent 
au défaut de CFTR dans les cellules épithéliales (Soferman et al., 2006). Le génotype des 
patients ne paraît pas directement corrélé à l’importance de l’atteinte pulmonaire (Parad et al., 
1999). Celle-ci constitue pourtant la principale cause de morbidité et de mortalité des patients 
CF. A un stade précoce de la maladie, chez les fœtus CF, l’histologie de l’épithélium de 
surface CF ainsi que le nombre de cellules caliciformes sont identiques aux contrôles non-CF 
(Hubeau et al., 2001b). A un stade avancé de la maladie, la CF se caractérise par une 
obstruction bronchique due à l’accumulation du mucus (Simel et al., 1984), ainsi que par un 
défaut de clairance mucociliaire (Yeates et al., 1976 ; Mortensen et al., 1993 ; Bennett et al., 
1996 ; Matsui et al., 2005) et une déplétion du liquide périciliaire (Matsui et al., 1998) causée 
par une hyperabsorption de sodium (Boucher et al., 1988a). Une susceptibilité accrue à 
l’infection par différents pathogènes comme P. aeruginosa (Zar et al., 1995), une 
inflammation et une infection (Heijerman et al., 2005) chronique au niveau de la muqueuse 
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respiratoire constituent également les manifestations majeures qui caractérisent l’atteinte 
pulmonaire. 
 

B.2.3.2. Modifications du liquide de surface 

 
Des études réalisées chez l’animal et chez l’homme ont montré que le transport du 

mucus, au niveau des voies aériennes de conduction, était susceptible d’être diminué dans les 
pathologies d’hypersécrétion bronchique rencontrée dans la CF (Puchelle et al., 1985 ; Shak 
et al., 1990). De plus, une étude récente vient de montrer que les propriétés antibactériennes 
du liquide du surface sont également diminuées dans la CF (Moraes et al., 2006). Plusieurs 
questions peuvent être posées à ce sujet : les échanges ioniques, ainsi que la composition du 
mucus, sont-ils à l’origine de ces altérations ? 
 

B.2.3.2.1. Transports ioniques transépithéliaux 

 
Le transport ionique à travers l’épithélium de surface engendre des gradients 

osmotiques locaux qui modulent les transferts de liquide entre la muqueuse et la lumière 
bronchique. Ces transports d’ions et d’eau déterminent le volume et la composition du liquide 
de surface des voies aériennes suivant 2 principes possibles : le modèle hypotonique et le 
modèle isotonique ou classique (figure 23, d’après (Wine et al., 1999)). Dans la CF, le débat 
concerne la réduction du volume du liquide périciliaire ou une modification de sa composition 
électrolytique, en NaCl notamment (Wine et al., 1999). 
 

B.2.3.2.1.1. Modèle isotonique 

 
Dans le modèle isotonique (figure 23b), on considère que l’épithélium des voies 

aériennes est perméable à l’eau. Dans un épithélium normal, l’absorption active de sodium 
(absorption de sel et d’eau) et la sécrétion active de chlore par le canal CFTR (opposée à 
l’absorption de sel et d’eau) s’équilibrent mutuellement (Boucher et al., 1994a ; Boucher et 
al., 1994b). Dans la CF, une dérégulation de ces échanges, à la fois directement (sécrétion de 
chlore), mais aussi en influençant les autres canaux aqueux (comme l’aquaporine 3) 
(Schreiber et al., 1999) et ioniques. Les canaux ENaC sensibles à l’amiloride ne seraient en 
l’occurrence plus inhibés. Dans ce modèle, on assiste donc à une hyperabsorption de sodium 
et d’eau au niveau de l’épithélium CF, entraînant une déshydratation du liquide de surface 
bronchique et un défaut de clairance mucociliaire favorisant l’obstruction et l’infection de 
voies aériennes (Zahm et al., 1997a). 

 49



Introduction : La Mucoviscidose 

B.2.3.2.1.2. Modèle hypotonique 

 
Dans le modèle hypotonique (figure 23a), on considère que l’épithélium des voies 

aériennes est imperméable à l’eau. Dans un épithélium normal, l’absorption active de sodium 
suit le même principe décrit précédemment. Par contre, l’absorption passive de chlore se ferait 
uniquement par l’intermédiaire des canaux chlore CFTR et des canaux chlore ORCC dont la 
régulation dépend de CFTR. Cette absorption de NaCl non accompagnée d’une absorption 
proportionnelle d’eau rendrait donc le liquide de surface hypotonique. Dans la CF, 
l’épithélium serait imperméable au chlore du fait de l’absence de canaux CFTR et d’activation 
des canaux ORCC, d’où une augmentation de la concentration de sels dans le liquide de 
surface (Guggino et al., 1999). Ce dernier contenant plusieurs types de molécules à activité 
antimicrobienne, une hypersalinité diminue leur efficacité et favorise le phénomène 
d’infection (Smith et al., 1996). De plus, comme il a été suggéré que le transport des ions 
HCO3

- s’effectue également via le canal CFTR (Kozlova et al., 2006a), la mutation de ce 
dernier dans la CF pourrait aboutir à la dérégulation du pH du liquide de surface (Coakley et 
al., 2003) et donc à la diminution de son activité antibactérienne (Ballard et al., 1999). 
 

B.2.3.2.1.3. Conclusions 

 
Les deux modèles s’opposent donc quant à la perméabilité à l’eau et ses conséquences 

sur les échanges ioniques. Différents travaux basés sur l’analyse de la composition ionique du 
liquide de surface normal et CF sont contradictoires. Certains ne mettent pas en évidence une 
différence de composition ionique du liquide de surface entre CF et non-CF et sont en faveur 
du modèle isotonique (Knowles et al., 1997 ; Baconnais et al., 1999 ; Verkman et al., 2001 ; 
Zahm et al., 2001 ; Tarran et al., 2001). Selon certains auteurs, la diminution de l’hydratation 
du liquide de surface ainsi que celle de la clairance mucociliaire sont responsable de 
l’inflammation et de l’infection qui caractérisent la maladie. L’hypothèse du liquide de 
surface isotonique va également de pair avec les observations de Zahm et al. dans les souris 
CF (Zahm et al., 1997a). D’autres études montrent que la concentration de sels est plus élevée 
dans le liquide de surface CF, et sont en faveur du modèle hypotonique (Smith et al., 1996 ; 
Goldman et al., 1997 ; Vanthanouvong et al., 2006 ; Kozlova et al., 2006a ; Kozlova et al., 
2006b). De plus, Baconnais et al. ont récemment montré que les granules sécrétoires sont 
déshydratés dans les cellules CF et qu’ils ont un contenu ionique supérieur à ceux des cellules 
normales suggérant une hyposécrétion d’eau et une augmentation de la viscosité du liquide de 
surface CF (Baconnais et al., 2005). Le modèle hypotonique, bien que séduisant, repose sur 
un nombre limité d’arguments expérimentaux ; l’hypothèse d’une imperméabilité à l’eau de 
l’épithélium bronchique est difficile à admettre (Knowles et al., 1997 ; Matsui et al., 1998 ; 
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Matsui et al., 2000). Enfin, les échanges ioniques joueraient un rôle prépondérant dans la 
qualité du mucus. L’inhibition des transports de chlore et de bicarbonate induit la formation 
d’un mucus « CF-like » dans le poumon de porc non-CF (Trout et al., 2003). De plus, la 
diminution de la concentration de sodium favorise la liaison du calcium aux mucines au 
niveau du tube digestif (Kuver et al., 2004). 
 

B.2.3.2.2. Le mucus 

B.2.3.2.2.1. Altération du contenu en lipides et en ADN 

 
Les lipides constituent 3 à 5% des sécrétions bronchiques et contribuent au transport 

mucociliaire ainsi qu’aux fonctions de défenses contre les bactéries. Girod et al. ont rapporté 
une augmentation des phospholipides totaux dans les sécrétions CF par rapport aux sécrétions 
des sujets normaux (Girod et al., 1992). Ils ont également montré que les phospholipides 
sécrétés dans la CF sont plutôt ceux qui contribuent à la rigidité du mucus. Généralement, une 
hyperviscosité du mucus est associée à une concentration élevée en lipides neutres et en 
glycosphingolipides (Galabert et al., 1987). L’origine de l’altération des phospholipides dans 
la CF pourrait être due à l’acidification intracellulaire défectueuse qui agirait négativement 
sur leur synthèse. De plus, les enzymes bactériennes telles que les phospholipases de P. 
aeruginosa pourraient induire la diminution de la concentration des phospholipides actifs de 
la surface cellulaire des cellules épithéliales (Puchelle et al., 2002). 

Outre les phospholipides, l’ADN présent dans le mucus CF infecté et qui est produit 
par les bactéries et les cellules inflammatoires présentes sur le site pourrait adhérer aux 
protéines, mucines et lipides et induire une augmentation de la viscosité du mucus entraînant 
des défauts de transport mucociliaire (partie B.1.2.3.). Zahm et al. ont montré que le clivage 
de l’ADN par la dornase α induit la libération de phospholipides dans la phase sol (Zahm et 
al., 1998). La DNase recombinante améliore les propriétés du mucus séquestré, ainsi que le 
transport mucociliaire et la clairance par la toux. 
 

B.2.3.2.2.2. Les mucines 

 
Comme décrit dans la partie B.1.2.2.2., les mucines sécrétées qui sont responsables de 

propriétés visco-élastique du mucus sont MUC5AC et MUC5B sécrétées en majorité, et 
MUC2 sécrétée minoritairement. MUC5AC est principalement sécrétée par les cellules 
caliciformes (Davies et al., 2002) alors que MUC5B est principalement sécrétée par les 
glandes sous-muqueuses (Groneberg et al., 2002). Cependant, plusieurs études ont montré 
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que MUC5B est également sécrétée par les cellules caliciformes (Wickstrom et al., 1998 ; 
Jackson et al., 2001 ; Groneberg et al., 2003). 

Dans la CF, MUC5AC et MUC5B ont également été décrites comme étant les 2 
mucines sécrétées en majorité (Davies et al., 1999 ; Kirkham et al., 2002). L’expression de 
MUC5AC est augmentée dans les glandes sous-muqueuses de patients CF (Dohrman et al., 
1998), alors que l’expression de cette mucine est normalement absente au niveau glandulaire 
(Audie et al., 1993 ; Reid et al., 1997). Par contre, la localisation et la distribution de 
MUC5AC et MUC5B n’est pas différente entre les épithéliums CF et non-CF (Groneberg et 
al., 2002). 

Une hyperplasie (hyperprolifération) des cellules sécrétoires a été décrite dans la CF, 
cependant, rares sont les études quantitatives qui le prouvent. Une seule étude a procédé à la 
quantification du pourcentage des cellules positives au MUC5AC in situ (Martinez-Anton et 
al., 2006), le MUC5AC étant un marqueur de toutes les cellules caliciformes (Groneberg et 
al., 2002), mais aucune étude n’a quantifié à l’heure actuelle le nombre de cellules MUC5AC-
positives à un stade précoce de la maladie, c’est-à-dire lorsque l’infection n’est pas encore 
installée. Quant à la quantification des mucines dans les liquides de surface CF et non-CF, les 
résultats restent toujours contradictoires (Rose et al., 2006). 

 
Plusieurs études rapportent une altération de la glycosylation des mucines dans la CF. 

Glick et al. ont montré des changements dans les profils de fucosylation des glycoprotéines de 
cellules CF, corrélés à une modification de fucosyltransférases (Glick et al., 2001). Une 
augmentation de la glycosylation des protéines de la lumière intestinale des souris cftr-/- 
(Mailleau et al., 2001) ainsi qu’une augmentation de la fucosylation des mucines dans 
l’intestin de souris cftr-/-, avec une augmentation de la transcription d’une fucosyltransférase 
(Thomsson et al., 2002) ont été décrites. Xia et al. ont signalé une altération de l’O-
glycosylation et de la sulfatation des mucines de voies aériennes CF (Xia et al., 2005). 
D’autre part, plusieurs études n’ont mis en évidence aucun changement de la structure des 
mucines dans la CF. Les profils de migration de MUC5AC et MUC5B sont semblables pour 
les expectorations de patients CF et non-CF (Kirkham et al., 2002). De plus, la glycosylation 
de MUC5AC et MUC5B n’est pas modifiée dans les sécrétions des glandes de la sous-
muqueuse chez les patients CF (Schulz et al., 2005), et la composition en carbohydrates est 
similaire chez les sujets CF et non-CF (Holmen et al., 2004). L’altération de la glycosylation 
des mucines CF et non-CF n’est donc toujours pas clairement définie. 
Les modifications physico-chimiques des mucines favoriseraient donc des infections 
bactériennes puisqu’il a été montré que les mucines constituent également des récepteurs 
bactériens servant à les neutraliser. 
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B.2.3.3. Infection et inflammation dans la mucoviscidose 

 
L’affection pulmonaire, caractérisée par une infection et une inflammation est la 

principale cause de mortalité et de morbidité chez les patients CF (Heijerman et al., 2005). 
Cependant, le fait que l’infection soit la cause ou la conséquence de l’inflammation reste 
encore mal défini (Dakin et al., 2002). Bien qu’il existe une controverse (Armstrong et al., 
1995 ; Rosenfeld et al., 2001 ; Armstrong et al., 2005), il apparaîtrait que l’inflammation 
précède l’infection (Khan et al., 1995 ; Konstan et al., 1997 ; Tabary et al., 1998 ; 
Tirouvanziam et al., 2000 ; Hubeau et al., 2001a ; Hubeau et al., 2001b) (figure 24). Une 
étude récente effectuée chez la souris a montré que la surexpression des canaux ENaC 
entraîne une réabsorption du liquide de surface aboutissant à un phénotype CF-like. Cette 
surexpression est accompagnée d’un recrutement de neutrophiles et d’une augmentation des 
sécrétions des protéines inflammatoires (MIP-2 et analogues murins de l’IL-8) en dehors de 
toute infection, supportant l’hypothèse que l’inflammation pourrait être due à un défaut de 
régulation du transport ionique avant toute infection (Mall et al., 2004). 
Néanmoins, une conclusion tranchante reste toujours difficile à proposer sur ce sujet, puisque 
des études récentes viennent de montrer l’existence dans des expectorations CF de plusieurs 
nouvelles espèces bactériennes actives, jamais décrites dans cette maladie, qui n’ont été 
détectables que par des techniques poussées de la biologie moléculaire (Rogers et al., 2004 ; 
Rogers et al., 2005), et qui pourraient ainsi révéler de sérieux artéfacts expérimentaux dans 
les études réalisées auparavant (Machen et al., 2006). Cependant, ces études ont été effectuées 
sur des expectorations CF uniquement sans contrôles non-CF, ce qui n’exclut pas une 
éventuelle contamination des échantillons recueillis par la flore oropharyngée. 
 

B.2.3.4. Déséquilibre de certains médiateurs protéiques  

 
Dans la CF, nombreuses sont les modifications qui ont été décrites, tant sur le plan 

physiologique que sur le plan cellulaire et moléculaire. Un travail récent vient de mettre en 
évidence une dégradation de plusieurs protéines ainsi qu’une dérégulation d’autres protéines 
(Sloane et al., 2005). Nous nous intéresserons dans ce travail à l’IL-8 et à quelques MMPs, 
particulièrement les MMP-7 et -9 qui sont exprimées et sécrétées par les cellules épithéliales 
de surface, et leur inhibiteur tissulaire TIMP-1 (Coraux et al., 2005b). 
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B.2.3.4.1. L’IL-8 

B.2.3.4.1.1. L’IL-8 est surexprimée dans la mucoviscidose 

 
L’IL-8, découverte en 1987 est un membre de la famille des chimiokines, ensemble de 

cytokines impliquées dans le recrutement des cellules immunes sur le site inflammatoire par 
chimiotactisme. C’est la cytokine la plus chimioattractive des PMN dans les poumons. 
La CF est caractérisée par un déséquilibre cytokinique (Hubeau et al., 2004). L’IL-8 est la 
cytokine pro-inflammatoire la plus étudiée dans la CF, et est aussi utilisée comme un 
marqueur d’inflammation. L’augmentation de l’IL-8 dans le lavage bronchoalvéolaire de 
patients CF a été observée pour la première fois en 1992 (McElvaney et al., 1992). Ensuite, 
une série d’études (Machen et al., 2006) a montré un taux élevé de cette cytokine dans la CF 
(Dean et al., 1993 ; Richman-Eisenstat et al., 1993 ; Francoeur et al., 1995 ; Salva et al., 1996 
; Noah et al., 1997 ; Kammouni et al., 1997 ; Tabary et al., 1998 ; Muhlebach et al., 1999 ; 
Bonfield et al., 1999 ; Tirouvanziam et al., 2000 ; Escotte et al., 2002 ; Bergoin et al., 2002 ; 
Augarten et al., 2004 ; Ordonez et al., 2004 ; Muhlebach et al., 2004 ; Zaman et al., 2004 ; 
Schmitt-Grohe et al., 2005 ; Xiao et al., 2005 ; Bodini et al., 2005 ; Sloane et al., 2005 ; 
Claeys et al., 2005 ; Carrabino et al., 2006 ; Chan et al., 2006 ; Mrugacz et al., 2006). 
Quelques études contradictoires ne montrent pas de différence significative du taux de l’IL-8 
entre CF et non-CF (Scheid et al., 2001 ; Becker et al., 2004 ; Reiniger et al., 2005 ; 
Wiszniewski et al., 2006), ou même un taux sécrété par les cellules CF inférieur à celui des 
cellules non-CF (Massengale et al., 1999). Cependant, le nombre de ces études reste 
largement inférieur à celui des études qui montrent une augmentation de l’IL-8 dans la CF, in 
vitro et in vivo. Nous avons récemment montré que l’expression et la sécrétion de l’IL-8 sont 
élevées quand la régénération de l’épithélium respiratoire non-CF est à ses premiers stades, en 
dehors de toute infection, et baissent ensuite au cours de la régénération épithéliale (Coraux et 
al., 2005b). Aucune étude ne met en évidence à l’heure actuelle le profil d’expression et de 
sécrétion de cette cytokine au cours de la régénération de l’épithélium respiratoire CF. 
 

B.2.3.4.1.2. Action de l’IL-8 sur les métalloprotéinases 

 
Outre son rôle pro-inflammatoire, l’IL-8 est impliquée dans la régulation des MMPs. Il 

a été démontré que l’IL-8 augmente l’activité de la MMP-9 et le potentiel invasif des cellules 
stromales endométriales en culture (Mulayim et al., 2004), que l’incubation des cellules 
endothéliales avec l’IL-8 entraîne la sur-expression de la MMP–9 régulant l’angiogénèse (Li 
et al., 2003), et que l’addition d’IL-8 à une culture de cellules de carcinome des voies orales 
augmente l’expression de la MMP-7 favorisant leur potentiel invasive (Watanabe et al., 
2002). De plus, le blocage de l’IL-8 par un anticorps bloquant dans des lignées cellulaires de 
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carcinome de haute/faible tumorigénicité et métastatique ou pas, inhibe l’activité, l’expression 
et même la transcription des MMP-2 et -9, ainsi que le potentiel invasif de ces lignées dans un 
modèle de xénogreffe (Mian et al., 2003). Chez les singes, l’injection d’IL-8 par voie 
systémique entraîne l’augmentation de la MMP-9 dans la circulation sanguine (Fibbe et al., 
1999). Nous avons proposé en 2005 que l’IL-8 régule l’expression et la sécrétion des MMP-7 
et -9 qui augmentent au cours de la régénération non-CF (Coraux et al., 2005b). Dans la 
rhinosinusite chronique, il a été suggéré que l’IL-8 et la MMP-8 sont associées dans leur 
mode d’action in vivo (Kostamo et al., 2005). L’action de l’IL-8 sur la régénération de 
l’épithélium CF et sur les MMPs reste inconnue au niveau des voies aériennes. 
 

B.2.3.4.2. Les métalloprotéinases et leurs inhibiteurs tissulaires 

 
Comme nous l’avons déjà décrit dans la partie B.1.3.2.2.2., les MMPs jouent un rôle 

très important dans la réparation et la régénération de l’épithélium respiratoire, comme le 
confirme les expériences d’inhibitions de quelques MMPs au cours de la régénération de 
l’épithélium non-CF (Coraux et al., 2005b). MMP-7 et MMP-9 sont exprimées par les 
cellules cylindriques épithéliales (Dunsmore et al., 1998 ; Coraux et al., 2005b) et aux 
environs ce ces cellules (figure 25). La balance entre les MMPs et leur inhibiteur TIMP-1 
semble être essentielle pour assurer une homéostasie parfaite. 

Le taux de MMP-9 et de TIMP-1 a été trouvé élevé dans certaines maladies 
inflammatoires comme l’asthme et la BPCO (Cataldo et al., 2000 ; Demedts et al., 2005), 
ainsi que dans la fibrose idiopathique pulmonaire (Beeh et al., 2003), alors que les enfants qui 
manifestaient la maladie chronique du poumon (CLD) avaient moins de TIMP-1 que les 
enfants non-CLD (Ekekezie et al., 2004). La quantité de MMP-9, inversement à TIMP-1, 
augmente pendant l’aggravation de la maladie chez les patients souffrants de la BPCO 
(Mercer et al., 2005). De plus, il a été montré que le taux de MMP-9 est élevé chez les 
patients emphysémateux (Finlay et al., 1997). Dans la CF, les études relatives aux MMPs et 
TIMPs sont très rares. Delacourt et al. ont montré que la MMP-9 est élevée dans les 
expectorations des patients CF par rapport aux sujets normaux non-CF, avec un déséquilibre 
marqué entre cette MMP et TIMP-1 (Delacourt et al., 1995). Ratjen et al. ont mis en évidence 
les mêmes observations que Delacourt et al. montrant également, en plus de l’augmentation 
de la MMP-9 dans les expectorations des patients CF, une augmentation de la quantité de 
TIMP-1 (Ratjen et al., 2002). Sagel et al. confirment plus tard les travaux de Ratjen et al. 
montrant une augmentation de ces 2 protéines chez les sujets CF (Sagel et al., 2005). La 
MMP-7, cependant, n’a été recherchée que dans une seule étude décrivant que son expression 
ainsi que sa production sont plus marquées sur les sections de tissus CF par rapport aux 
contrôles non-CF (Dunsmore et al., 1998). Toutes ces études comparent les quantités 
exprimées ou sécrétées de MMP-9 et TIMP-1 entre les sécrétions bronchiques de patients CF 
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et non-CF, mais n’évoquent pas la sécrétion de MMP-7 dans la CF. A l’heure actuelle, le 
profil d’expression et de sécrétion de ces MMPs, ainsi que du TIMP-1 au cours de la 
régénération de l’épithélium respiratoire CF de surface n’a pas été étudié. 
 

B.2.4. Remodelage de l’épithélium mucoviscidosique 

 
En plus des manifestations décrites dans le paragraphe B.2.3.1, et à un stade avancé de 

la maladie, la CF est caractérisée par des lésions épithéliales (Chmiel et al., 2003) et un 
remaniement (figure 26) qui se traduit par une métaplasie malpighienne (Konradova et al., 
1982), une hyperprolifération cellulaire (Leigh et al., 1995), une hyperplasie des cellules 
basales et sécrétoires (Voynow et al., 2005), ainsi que par une augmentation de la hauteur de 
l’épithélium (Voynow et al., 2005) et par une hypersécrétion de mucus (Hauber et al., 2004). 
Cependant, l’association de ces remaniements à l’infection et/ou à l’inflammation ou à un 
processus anormal de régénération après lésion épithéliale reste encore mal définie. De plus, 
aucune donnée bibliographique ne compare la vitesse de régénération et de différenciation des 
épithéliums de surface CF et non-CF, ou tout simplement le processus de régénération CF à 
celui non-CF. 

Dans les conditions normales, chez les sujets sains, la protéine CFTR est exprimée au 
pôle apical des cellules ciliées de l’épithélium bronchique (Puchelle et al., 1992 ; Dupuit et 
al., 1995a ; Dupuit et al., 2000). Au cours des remaniements de l’épithélium non-CF, une 
expression variable de CFTR est observée : son expression est plus faible au niveau apical des 
cellules ciliées ou se limite uniquement au niveau cytoplasmique des cellules superficielles 
remaniées (Brezillon et al., 1995). Dans la CF, il a également été montré que l’expression de 
CFTR est variable, et qu’elle est fonction du degré d’inflammation de l’épithélium. Les 
anomalies de l’expression et de la distribution de CFTR dans les voies aériennes sont non 
seulement liées à la mutation du gène, mais aussi à l’inflammation importante dans la CF 
(Dupuit et al., 1995b). Dans la souris transgénique cftr-/-, Zham et al. ont observé qu’il existe, 
avant toute infection, une diminution de la clairance mucociliaire associée à une 
hypersécrétion de mucus et une augmentation du nombre de cellules inflammatoires dans le 
chorion. L’observation en microscopie électronique à transmission de coupes réalisées au 
niveau de la trachée de souris normale montre la présence de cellules de Clara, d’aspect 
cuboïdal et contenant des granules sécrétoires. Au niveau des trachées de souris cftr-/-, les 
auteurs montrent la présence de cellules de Clara, plus riches en granules sécrétoires, ainsi 
qu’un film de mucus plus épais au niveau de la surface de l’épithélium respiratoire (Zahm et 
al., 1997a), mettant en évidence un remaniement cellulaire avant toute infection. 
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B.3. Les Cellules Souches 

B.3.1. Concept 

B.3.1.1. Définitions 

 
Une cellule souche est par définition une cellule indifférenciée qui est capable de se 

diviser indéfiniment pour s’autorenouveler (Smith et al., 2006) afin de maintenir son pool. 
Les cellules souches sont également capables de maintenir le pool de leur descendance et 
d’assurer l’homéostasie tissulaire. Elles produisent des cellules spécialisées qui acquièrent 
une morphologie et une fonction spécifique du tissu. Ce processus dit de différenciation est en 
théorie irréversible. La cellule souche n’exprime aucune spécialisation et c’est pour cette 
raison qu’on l’appelle « indifférenciée » (Lajtha et al., 1979 ; Fuchs et al., 2000 ; Slack et al., 
2000 ; Li et al., 2001 ; Loeffler et al., 2002).  

Une cellule souche se divise symétriquement pour donner 2 cellules souches filles 
identiques, ou asymétriquement pour donner naissance à une cellule souche et une autre 
cellule appelée cellule progénitrice. Cette dernière sera engagée dans une ou plusieurs voies 
de différenciation. Elle donnera naissance à d’autres cellules progénitrices qui à leur tour vont 
se différencier et se spécialiser dans un tissu donné. Les cellules progénitrices ou « cellules 
d’amplification transitoire » sont normalement très actives physiologiquement. Elles 
prolifèrent activement mais de façon limitée (soumises à la limite de Hayflick (Shay et al., 
2000), c’est-à-dire 50 à 70 doublements de population) et participent à la réparation tissulaire 
après lésion. Ces cellules pourraient être utilisées à des fins thérapeutiques pour pallier un 
déficit transitoire d’un organe ou d’un tissu (comme la production de cellules sanguines par 
exemple). En temps normal, une cellule progénitrice est engagée définitivement et ne peut pas 
s’autorenouveler (Smith et al., 2006). Cependant, cette notion n’est toujours pas clairement 
définie. Pour cette raison, nous définirons une cellule progénitrice dans notre travail comme 
étant une cellule engagée qui peut s’autorenouveler de façon limité, et qui perd cette capacité 
au cours de sa progression dans la différenciation (Neuringer et al., 2004). 

Selon son type, une cellule souche a la possibilité de produire ou pas différents tissus 
de l’organisme. On les classe en « totipotentes », c’est-à-dire capables de produire un individu 
entier ; « pluripotentes », capables de produire tous les tissus de l’organisme mais pas un 
individu entier ; « multipotentes » capables de produire plusieurs types cellulaires. 
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B.3.1.2. Les cellules souches embryonnaires (CSE) 

 
Après la fécondation de l’ovocyte par le spermatozoïde, le zygote formé commence 

ses quelques premières divisions pour donner les premières cellules souches totipotentes 
(stade morula). La division cellulaire se poursuit jusqu’au stade blastula (40 cellules environ) 
où on assiste à la formation d’un blastocyste formé d’un trophectoderme (enveloppe de la 
sphère cellulaire formée) et d’une masse cellulaire interne qui constitue le pool de CSE ou 
pluripotentes. Ce sont ces cellules qui ont la capacité de générer tous les tissus de l’organisme 
c’est-à-dire les trois feuillets embryonnaires (endoderme, mésoderme et ectoderme), mais pas 
un individu entier.  

Les CSE ont été pour la première fois isolées de blastocystes de souris en 1981. Les 
auteurs les ont cultivés in vitro suivant des conditions de cultures particulières (Evans et al., 
1981). Ensuite, ces cellules ont été injectées chez la souris et ont induit la formation de 
tératocarcinomes (Martin et al., 1981). En 1995 et 1996, des CSE ont été isolées de la masse 
interne du blastocyste de singe (Thomson et al., 1995) et de ouistiti (Thomson et al., 1996) et 
maintenues en culture. Les CSE humaines ont été isolées en 1998. Elles ont maintenu leur 
caractère diploïde au cours des passages et ont également conservé une considérable activité 
de télomérase (Thomson et al., 1998). 

Les CSE sont capables de se diviser sur de très longues périodes, plus de deux ans en 
culture avec plus de 300 doublements de population (Odorico et al., 2001), et symétriquement 
sans se différencier in vitro, tout en conservant un caryotype normal (Amit et al., 2000 ; 
Shamblott et al., 2001). De plus, in vitro, ces cellules ont montré leur capacité à former une 
multitude de types cellulaires, prouvant ainsi leur pluripotence (Reubinoff et al., 2000 ; Amit 
et al., 2000 ; Itskovitz-Eldor et al., 2000) (http://stemcells.nih.gov/info/scireport/ 
chapter3.asp). Une des caractéristiques très importante des CSE, surtout humaines, est le 
critère immunogénique de ces cellules. En effet, les CSE humaines sont très peu 
immunogènes, comme le montre une étude récente (Drukker et al., 2006). Les auteurs 
montrent que la réponse immunitaire des souris greffées avec ces cellules souches 
indifférenciées ou bien différenciées, est négligeable. 

Comme d’autres types de cellules souches, les CSE possèdent leurs propres 
marqueurs, intracellulaires ou de surface. Le tableau 3 présente quelques marqueurs exprimés 
par ces cellules. 
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B.3.1.3. Les cellules souches adultes (CSA) 

B.3.1.3.1. Généralités 

 
Une cellule souche tissulaire somatique assure l’homéostasie, c’est-à-dire le maintien 

physiologique d’un organe ou d’un tissu, en remplaçant les cellules mortes, naturellement ou 
après une lésion, assurant ainsi la pérennité de la fonction de l’organe pendant la vie de 
l’individu. Elle remplit cette fonction, d’une part en se multipliant à l’identique, d’autre part 
en se différenciant, acquérant ainsi les caractéristiques du tissu à réparer 

Les CSA sont rares (0,1 à 0,15 pour mille dans la moelle osseuse (Weissman et al., 
2000)) et n’expriment aucun marqueur de surface spécifique, c’est-à-dire un marqueur qui se 
trouve seulement sur la cellule souche et non pas sur sa descendance ou sur un autre type de 
cellule souche qui dérive d’un autre organe. Une des caractéristiques des CSA est leur 
capacité à retenir le marquage BrdU ou bromodésoxyuridine (Whikehart et al., 2005), 
puisqu’en théorie, elles se divisent lentement. Elles partagent aussi certains antigènes (qui ne 
leur sont pas spécifiques) comme le montre le tableau 4 pour les cellules souches 
hématopoïétiques (CSH) qui sont, de loin, les plus étudiées. Cependant, les études concernant 
ces marqueurs ne sont pas toutes homogènes. L’expression du CD34 par exemple pourrait en 
fait changer avec le temps, et son expression pourrait être liée à un phénomène de cycle 
cellulaire au sein des CSH (Mercer et al., 2005). 
Les marqueurs de cellules souches adultes identifiées dans les différents organes sont listés 
sur le site suivant : http://stemcells.nih.gov/info/scireport/appendixE.asp. 
 

D’autres méthodes d’isolement et d’identification des cellules souches consistent à 
incuber les cellules avec le Hoechst 33342. En effet, une population de cellules souches est 
capable d’exclure ce colorant vital ; on les appelle les « side population » (SP) (Goodell et al., 
1996). Ces cellules expulsent le colorant grâce à l’expression de transporteurs de la famille 
ABC, notamment le produit du gène Bcrp1, ou ABCG2 chez l’homme, qui pourrait 
représenter un marqueur commun de cellules souches (Zhou et al., 2001). Cependant, des 
observations récentes indiquent que les SP ne seraient pas forcément enrichies en cellules 
souches (Alison et al., 2006b). 
Un certain nombre de marqueurs est également connu au niveau des lignages endodermique, 
mésodermique et ectodermique (Young et al., 2004). 

Les CSA ont été identifiées dans différents organes, telles que les CSH (Robin et al., 
1999), les cellules souches neurales (Gage et al., 2000 ; Pagano et al., 2000), épidermiques 
(Rochat et al., 1994), intestinales (Booth et al., 2000), osseuses (Bianco et al., 2000 ; Jiang et 
al., 2002), pancréatiques (Ramiya et al., 2000 ; Wang et al., 2001), hépato-biliaires (Yang et 
al., 2002), musculaires lisses, musculaires squelettiques (Renault et al., 2000), cardiaques 
(Leri et al., 2005), de la cornée (cellules limbiques) (Meller et al., 2002), des glandes 
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mammaires (Dontu et al., 2003), des glandes salivaires (Okumura et al., 2003), des tendons 
(Salingcarnboriboon et al., 2003), de la membrane synoviale (De Bari et al., 2001), du 
cartilage (Robinson et al., 2001), du thymus (Bennett et al., 2002), de la pulpe dentaire 
(Gronthos et al., 2000), du tissu adipeux (Zuk et al., 2001) et amniotiques (Okawa et al., 2001 
; Prusa et al., 2003). Soulignons que les cellules souches du sang, de la peau et de l’intestin 
fonctionnent en permanence pour renouveler régulièrement l’ensemble des cellules. Hormis 
celles de l’intestin, elles sont déjà, pour beaucoup, utilisées avec succès en thérapeutique. 

 

B.3.1.3.2. Plasticité des cellules souches adultes 

 
En 1999, une publication remettait en cause les certitudes des scientifiques sur les 

cellules souches : des cellules d’une neurosphère produisaient des cellules sanguines 
fonctionnelles lorsqu’elles étaient injectées par voie intra-veineuse dans une souris irradiée 
(Bjornson et al., 1999). C’était le « brain to blood » mettant au grand jour une possible 
transgression des dogmes selon lesquels une cellule souche nichée dans un tissu donné 
n’engendre que les cellules souches spécialisées de ce tissu, et ne peut pas adopter dans sa 
descendance le destin de 2 feuillets embryonnaires différents. Depuis 17 ans, on sait que les 
cellules souches mésenchymateuses (CSM) côtoient les CSH dans la moelle osseuse et, 
depuis 1997, on suggère la participation de cellules de la moelle osseuse à de nombreux 
tissus, cellules gliales dans le cerveau (Eglitis et al., 1997 ; Azizi et al., 1998), mais aussi 
cellules musculaires (Ferrari et al., 1998 ; Gussoni et al., 1999). Mais il semble que l’article 
de Bjornson et al. ait joué le rôle de catalyseur entre 1999 et 2002, inaugurant une série de 
descriptions inattendues : marrow to liver (Petersen et al., 1999 ; Lagasse et al., 2000 ; 
LaBarge et al., 2002), marrow to muscle (Theise et al., 2000), muscle to blood (Jackson et al., 
1999 ; Seale et al., 2000), et blood to brain (Mezey et al., 2000 ; Brazelton et al., 2000). Un 
nouveau concept, celui de la « plasticité » ou de la « transdifférenciation » (figure 27), était 
alors avancé qui ouvrait de fantastiques perspectives thérapeutiques : des tissus d’accès facile 
pourraient être en fait des réservoirs de cellules souches réparatrices de plusieurs tissus, 
d’utilisation physiologique aisée. 
Quelques années après, il convient d’être très prudent, voire circonspect, car toutes ces 
données proviennent de travaux réalisés chez l’animal, et peu d’entre eux ont été reproduits 
chez l’homme. De plus, dans les expériences rapportées ci-dessus, on ignore encore si 
plusieurs cellules souches distinctes co-existent, ou si une seule cellule souche pourrait se 
« différencier » pour produire diverses cellules spécialisées. On peut même considérer que la 
transdifférenciation ou la plasticité est difficile à appliquer à la notion des populations 
cellulaires hétérogènes ; en effet, tout tissu contient de multiples types cellulaires ; ainsi la 
moelle osseuse contient au moins 3 types connus de cellules souches : hématopoïétiques, 
mésenchymateuses et MAPC (multipotent adult progenitor cells) (Jiang et al., 2002). De plus, 
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puisqu’elle est très vascularisée, on peut y trouver des cellules qui y circulent transitoirement 
bien que n’y résidant pas, comme par exemple les cellules ovales hépatiques dont la présence 
est décrite dans la moelle (Ying et al., 2002). 

La plasticité des cellules souches est un sujet très émergeant. Nombreux sont les 
travaux à l’heure actuelle qui mettent en évidence ce phénomène (même s’il existe des études 
qui le contredisent (Wagers et al., 2002 ; Aliotta et al., 2005)) concernant les cellules souches 
provenant de la moelle osseuse, par différentes méthodes, notamment par le marquage du 
chromosome Y du donneur dans le receveur qui est souvent dans ce cas du sexe opposé 
(Herzog et al., 2003 ; Spyridonidis et al., 2004), ou par d’autres méthodes de biologie 
moléculaire et immunocytochimiques (Anjos-Afonso et al., 2004 ; Schoeberlein et al., 2005 ; 
Francois et al., 2006). De plus, des cellules souches qui proviennent d’autres organes, tels que 
le cerveau, ont montré leur plasticité pour donner des cellules d’origine hématopoïétiques 
(Wagers et al., 2004). 
Cependant, un autre phénomène a été rapporté : la « fusion cellulaire ». En effet, la cellule 
souche greffée va fusionner chez le receveur avec une autre cellule somatique formant une 
seule entité, alors que la transdifférenciation décrite ci-dessus consiste en la transformation de 
la cellule souche greffée en une autre cellule d’un autre type. Dans la littérature, la fusion 
cellulaire est de plus en plus mise en évidence dans différents organes quand des cellules 
souches qui proviennent de la moelle osseuse sont injectées chez le receveur (Wagers et al., 
2004 ; Rizvi et al., 2006 ; Alison et al., 2006a). Cependant, les études restent prudentes sur ce 
sujet ; certains suggèrent que ce phénomène est responsable de la transdifférenciation 
cellulaire, alors que d’autres montrent le contraire (Alison et al., 2004). Néanmoins, ce 
phénomène est bénéfique dans certains cas et n’abouti pas à la formation de tumeurs, comme 
c’est le cas avec les CSE (Quesenberry et al., 2005). 
 

B.3.1.3.3. Implication des cellules souches adultes au niveau pulmonaire 

 
Au cours de ces dernières années, les CSA ont fait l’objet d’un large spectre d’essais, 

tant sur le plan expérimental fondamental que sur le plan clinique. Diverses études ont montré 
que des cellules extérieures aux poumons, comme les cellules souches de la moelle osseuse, 
sont capables de migrer vers les poumons et de se transformer en cellules épithéliales 
pulmonaires. Ce concept a évolué à partir de quelques études qui ont pu reconstituer la lignée 
hématopoïétique chez des souris ayant subi l’ablation de la moelle osseuse (Krause et al., 
2001), ou bien des études qui ont introduit des préparations de CSM dans la circulation 
veineuse des animaux (Kotton et al., 2001). Ces derniers travaux qui ont mis en évidence la 
reconstitution d’un certain pourcentage de l’épithélium pulmonaire à partir des cellules 
greffées n’ont pu être reproduits de façon efficace (Neuringer et al., 2004 ; Aliotta et al., 2005 
; Kannan S. et al., 2006 ; Neuringer et al., 2006). Pour certains auteurs, ce processus est 
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inefficace (Loi et al., 2006), et d’autres suggèrent que c’est un artéfact expérimental (Chang et 
al., 2005 ; Kotton et al., 2005). Il a même été suggéré récemment que le recrutement des 
cellules souches circulantes de la moelle osseuse est directement proportionnel au degré de 
lésion de l’épithélium respiratoire, sans montrer, cependant, un pourcentage de chimérisme 
supérieur à 0,2% au niveau alvéolaire (Herzog et al., 2006). Malgré cela, il existe quelques 
preuves dans la littérature que les cellules souches de la moelle osseuse contribuent au 
compartiment mésenchymateux des poumons, mais les conséquences pourraient être soit 
bénéfiques (Ortiz et al., 2003 ; Yamada et al., 2004), soit nuisibles (Hashimoto et al., 2004 ; 
Phillips et al., 2004), selon le type et le nombre des cellules greffées chez le receveur. 

L’application de cellules souches en thérapie cellulaire de la réparation des 
épithéliums respiratoires est une technique potentiellement très intéressante dans de 
nombreuses pathologies comme la mucoviscidose, le syndrome de détresse respiratoire, 
l’emphysème pulmonaire, etc.  
Le poumon représente pour cette technique l’avantage d’un accès direct par les voies 
respiratoires permettant l’instillation de cellules souches au niveau des voies aériennes. 
Cependant, cette voie d’administration se heurte à d’autres problèmes techniques comme les 
complications de la ventilation mécanique parfois utilisée. De plus, si l’administration des 
cellules souches est techniquement possible au niveau pulmonaire, les cellules souches 
tendent à se greffer localement uniquement dans le cadre d’une agression pulmonaire. Ainsi, 
après instillation dans le poumon sain, les cellules souches quittent rapidement le poumon dès 
le 3ème jour pour migrer dans la rate et le foie (Serikov VB. et al., 2006). Enfin, les 
mécanismes potentiels d’action sont multiples et incomplètement établis : action directe par 
greffe locale et différenciation cellulaire en cellules pulmonaires résidentes, indirecte par 
sécrétion de facteurs (cytokines, chimiokines…) ou encore par augmentation du recrutement 
de cellules souches endogènes circulantes. 

De nombreuses recherches sont encore nécessaires pour pallier à ce problème de 
thérapie cellulaire au niveau respiratoire : comment les cellules souches sont-elles maintenues 
dans leur niche et quels sont les facteurs susceptibles de réguler leur différenciation ? Qu’elle 
est l’impact d’un changement de l’équilibre cytokinique et en facteurs de croissances, dans un 
poumon pathologique, sur les cellules souches et leurs progéniteurs ? Quelles sont les 
opportunités qui existent pour la génération et l’expansion de cellules autologues pour la 
transplantation ? Il est nécessaire de développer et d’optimiser des méthodes pour l’isolement, 
la purification, l’expansion in vitro et la validation in vivo des cellules souches/progénitrices 
pulmonaires. 
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B.3.2. Les cellules souches/progénitrices de l’épithélium respiratoire 

B.3.2.1. Historique 

 
L’existence de cellules en division au sein de l’épithélium respiratoire a été suggérée 

dès la fin du 19ème siècle par Drasch et Bonckendahl (1880). Les auteurs rapportent que la 
production des cellules ciliées et caliciformes se fait à partir des cellules basales via un type 
de cellules intermédiaires (Otto et al., 1997). Dès 1959, Rhodin suggère le renouvellement 
régulier de la bordure épithéliale proximale et propose ensuite la couche basale comme source 
de progéniteurs pour les cellules ciliées et sécrétoires (Rhodin et al., 1966). Ensuite, 
Blenkinsopp (Blenkinsopp et al., 1967) et Bindreiter (Bindreiter et al., 1968) proposent un 
modèle de différenciation linéaire dans lequel la cellule basale se divise asymétriquement 
pour donner une cellule fille basale et une autre cylindrique, capable alors de se re-diviser en 
2 cellules différenciées cylindriques, l’une étant ensuite exfoliée dans la lumière des voies 
aériennes. Le premier concept de cellule souche au niveau pulmonaire est apparu en 1978. Il a 
été suggéré, chez le hamster, un modèle de renouvellement cellulaire à 3 compartiments : le 
1er comprend les cellules basales conservant à long terme le marquage par la thymidine tritiée. 
Ces cellules « de réserve » seraient capables de s’autorenouveler et de proliférer afin de 
générer le 2nd compartiment. Celui-ci se compose de cellules sécrétoires, ayant en partie 
conservé une capacité de division limitée mais aussi acquis un phénotype différencié. Enfin, 
le 3ème compartiment regroupe les cellules totalement différenciées. Depuis, le renouvellement 
de l’épithélium respiratoire proximal a été clairement établi (Bowden et al., 1983). 

 
L’épithélium respiratoire, en temps normal, est agressé en permanence par les facteurs 

de l’environnement, tels que la pollution, les poussières, les bactéries… Il est donc lésé et doit 
régénérer. De plus, dans de nombreuses pathologies respiratoires comme l’asthme, la 
bronchiolite oblitérante, la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) et la CF, 
l’épithélium respiratoire de surface est sévèrement lésé et doit donc régénérer pour restaurer 
ses fonctions de défense. Ce processus de régénération implique les cellules souches et/ou 
progénitrices. 
Malgré le faible taux de renouvellement de l’épithélium respiratoire (la plupart des cellules 
sont en phase G0 du cycle cellulaire et le nombre de cellules en division est très faible, 
inférieur à 1% (Boers et al., 1998)), un certain nombre de données suggère la présence des 
cellules souches/progénitrices au sein de cet épithélium qui sont activées après sa lésion. En 
effet, quand des cellules épithéliales respiratoires de rat (Terzaghi et al., 1980), de lapin 
(Hook et al., 1987 ; Brody et al., 1987), humaines fœtales matures ou immatures (Delplanque 
et al., 2000) et humaines adultes provenant de la dissociation enzymatique de polypes nasaux 
ou de bronches (Klein-Szanto et al., 1982 ; Engelhardt et al., 1992 ; Engelhardt et al., 1995 ; 
Dupuit et al., 2000), sont ensemencées dans une trachée de rat qui a été dénudée de son 
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propre épithélium et greffée dans la souris nude ou SCID, un épithélium pseudostratifié 
mucociliaire mature est régénéré avec des structures glandulaires. De plus, le suivi du lignage 
cellulaire (les cellules épithéliales respiratoires sont transduites par des virus exprimant le 
gène marqueur LacZ, et puis ensemencées dans les trachées de rats qui sont par la suite 
greffées dans la souris nude) dans ce modèle de xénogreffe a permis la mise en évidence de 
clones composés des différents types cellulaires épithéliaux exprimant le LacZ (Engelhardt et 
al., 1991 ; Engelhardt et al., 1995 ; Zepeda et al., 1995). La composition cellulaire des clones 
exprimant les gènes marqueurs dans l’épithélium reconstitué a suggéré l’hétérogénéité du 
compartiment progéniteur et proposé une hiérarchie dans cette sous-population. De plus, cette 
analyse a mis en évidence la participation de plusieurs progéniteurs localisés dans 
l’épithélium de surface à la formation des structures glandulaires (Engelhardt et al., 1995). 

Ces diverses données suggèrent la présence, au sein de l’épithélium respiratoire de 
surface, d’une population cellulaire candidate au statut souche ou progéniteur, responsable de 
son maintien tout le long de la vie, et répondant aux agressions par une division cellulaire 
permettant de reconstituer un épithélium différencié fonctionnel. 
 

B.3.2.2. Cellules candidates au statut souche/progéniteur 

 
A l’heure actuelle, les données de la littérature concernant l’identité des cellules 

souches/progénitrices de l’épithélium respiratoire restent floues. Le poumon reste parmi les 
quelques organes pour lequel les souches/progénitrices restent non-identifiées. 

 

B.3.2.2.1. L’épithélium trachéo-bronchique 

B.3.2.2.1.1. Cellules épithéliales fœtales candidates 

 
Au cours du développement, la différenciation de l’épithélium de surface va 

commencer à partir de la 11ème semaine d’aménorrhée (SA) où les cellules ciliées vont 
commencer à apparaître et vont représenter 50 à 60% des cellules cylindriques à la fin de cette 
phase (Gaillard et al., 1989). Les cellules sécrétoires vont également apparaître une semaine 
après les cellules ciliées (BUCHER et al., 1961). Quant aux cellules basales, elles sont les 
dernières cellules différenciées mises en évidence au niveau des voies aériennes proximales 
(Plopper et al., 1986). Au fur et à mesure du développement, le nombre des cellules ciliées va 
augmenter, alors que celui des cellules sécrétoires diminue. Après la 36ème SA, l’épithélium 
est complètement différencié et ressemble à celui de l’adulte. 
Pendant le développement, chez le hamster, il a été montré que la prolifération des cellules 
basales était précédée par une intense division des cellules sécrétoires (McDowell et al., 1985 
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; Otani et al., 1986). Selon ces auteurs, la prolifération des cellules sécrétoires serait à 
l’origine de la production d’autres cellules sécrétoires et des cellules ciliées, alors que les 
cellules basales ne se diviseraient que pour assurer le maintien de leur sous-population. 
Récemment en 2005, les cellules fœtales basales humaines positives à l’aquaporine 3 (AQP3) 
ont été triées pour les séparer des cellules cylindriques (ciliées et sécrétoires) AQP3-. Ces 
cellules triées ont été ensemencées dans des trachées de rats dénudées de leur propre 
épithélium et greffées dans la souris SCID. Après 4 semaines de greffe, il a été constaté que 
les 2 populations triées ont permis la reconstitution d’un épithélium différencié, et conclu que 
des progéniteurs existent parmi les cellules basales et les cellules cylindriques (Avril-
Delplanque et al., 2005). C’était la première étude décrivant une régénération épithéliale 
respiratoire à partir de cellules humaines, mais fœtales. 
 

B.3.2.2.1.2. Capacité de prolifération des cellules épithéliales adultes 

 
Parmi les 3 types cellulaires décrits au niveau de l’épithélium respiratoire adulte, les 

cellules basales et sécrétoires sont connues comme étant des cellules capables de proliférer in 
vitro et in vivo (Otto et al., 1997 ; Otto et al., 2002), alors que les cellules ciliées sont 
considérées complètement différenciées, c’est-à-dire incapables de se diviser (Mason et al., 
1997). Cependant, les cellules ciliées ont révélé une capacité de division totalement 
inattendue dans des conditions expérimentales très particulières (Rutten et al., 1988). De plus, 
elles ont récemment montré leur capacité de transdifférenciation dans un modèle de lésion 
épithéliale chez la souris (Park et al., 2006). 
Les 1ères études chez le rat ont montré une incorporation de thymidine tritiée par la majorité 
des cellules basales et quelques cellules sécrétoires (Blenkinsopp et al., 1967 ; Bishop et al., 
2004). Les auteurs mettent en évidence une diminution de la fréquence de marquage des 
cellules basales et une augmentation de celle des autres types cellulaires est observée. Lane et 
al. ont ensuite montré que les cellules basales accumulent la thymidine tritiée aux sites de 
lésions mécaniques (Lane et al., 1974), puis Gordon et al. ont mis en évidence que seules les 
cellules basales qui restent intactes, après la lésion de l’épithélium et l’exfoliation des cellules 
ciliées et sécrétoires, prolifèrent pour assurer la restauration de l’épithélium respiratoire 
(Gordon et al., 1977). Peu après, l’équipe de Trump a décrit dans l’épithélium respiratoire 
proximal humain l’existence d’un type cellulaire « indifférencié ». Ces cellules appelées 
« small mucous granule cells » sont rares, de type sécrétoire, et il est proposé qu’elles 
représentent un type cellulaire transitoire capable de générer l’ensemble des lignages 
cellulaires (Emura et al., 1997). Cependant, cette théorie n’a pas été suivie avec attention par 
la communauté scientifique. 

Depuis 1980, une série de publication a eu lieu sur le fait que les cellules basales et/ou 
sécrétoires sont capables de se diviser. Donnelly et al. ont proposé que la division d’une 
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cellule basale, suivie de celle d’une cellule intermédiaire entraîne la production des cellules 
ciliées et sécrétoires (Donnelly et al., 1982). Les études de cinétique cellulaire ont montré un 
indice de prolifération 2 fois plus important dans les cellules sécrétoires que dans les cellules 
basales (Keenan et al., 1982a ; Keenan et al., 1982b ; Keenan et al., 1982c). Chang et al. ont 
mis en évidence que les cellules basales et sécrétoires participent à l’établissement de la 
culture primaire de cellules épithéliales trachéales de rat (Chang et al., 1985). Après blessure 
par le NO2 de l’épithélium bronchique de rat, la thymidine tritiée est incorporée par les 
cellules basales et les cellules sécrétoires. Cependant, seules les cellules sécrétoires 
prolifèrent, et les auteurs leur attribuent le rôle de progéniteurs (Evans et al., 1986). Chez le 
hamster, il est suggéré que la production des cellules ciliées et sécrétoires passerait par la 
prolifération des cellules basales, celles-ci jouant le rôle de cellules progénitrices, et les 
cellules sécrétoires ne seraient capables de proliférer que de façon transitoire (Breuer et al., 
1990). Une étude complémentaire a montré l’hétérogénéité de la population des cellules 
sécrétoires et a établi la relation entre le contenu en granules sécrétoires et l’intensité de 
prolifération de ces cellules. En effet, les cellules contenant le plus grand nombre de granules 
possèderaient un très faible potentiel de prolifération (Breuer et al., 1993). La dénudation de 
l’épithélium respiratoire chez le cochon d’inde et chez l’homme à l’aide d’une glue, 
permettant d’éliminer spécifiquement les cellules cylindriques, a montré que les cellules 
basales intactes ont pu réparer la barrière épithéliale (Erjefalt et al., 1997). Chez l’homme, 
une étude immunohistochimique par l’antigène Ki-67, associé à la prolifération cellulaire, a 
révélé que la majorité des cellules proliférantes appartenait à la population des cellules basales 
et intermédiaires, renforçant la possibilité du rôle progéniteur des cellules basales (Boers et 
al., 1998). 

Plus récemment, Hong et al. ont étudié le potentiel clonogénique et réparateur des 
cellules basales intactes en procédant au traitement de souris bitransgéniques, exprimant la 
gène LacZ sous le contrôle du promoteur de la CK14 (marqueur des cellules basales), par du 
naphtalène qui détruit les cellules de Clara trachéales et bronchiques in vivo. Pendant la phase 
de réparation, ils ont constaté que ce sont les cellules basales, exprimant la CK14, qui 
prolifèrent et se différencient pour reconstituer l’épithélium respiratoire lésé. Les auteurs ont 
donc attribué un rôle progéniteur aux cellules basales de l’épithélium respiratoire de souris 
(Hong et al., 2004a ; Hong et al., 2004b). Enfin, une étude publiée en 2005, comparant la 
prolifération cellulaire entre l’épithélium CF et non-CF humain avec le Ki-67, a mis en 
évidence que cette prolifération s’effectue au niveau de la couche basale de l’épithélium 
respiratoire. Les auteurs ont donc attribué un rôle proliférateur des cellules basales dans la CF 
(Voynow et al., 2005). Ceci met encore une fois en valeur la capacité des cellules basales à 
proliférer au sein de l’épithélium respiratoire de surface. 
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B.3.2.2.1.3. Potentialités des cellules épithéliales adultes purifiées 

 
Plusieurs techniques ont été développées pour isoler et séparer les cellules qui 

constituent l’épithélium respiratoire adulte. Les potentiels de prolifération et de régénération 
ont alors pu être testés in vitro et in vivo dans le modèle de xénogreffe. 

L’élutriation est la 1ère méthode employée pour séparer les différentes populations 
épithéliales, permettant l’enrichissement en cellules basales, sécrétoires et ciliées, chez le 
lapin par exemple (Chilton et al., 1981). Elle a permis également l’isolement et 
l’enrichissement en cellules de Clara de lapin (Devereux et al., 1980). Elle consiste à 
centrifuger les cellules selon un gradient de densité ; ainsi les cellules les plus lourdes se 
trouvent en dessous des plus légères. Suivant cette méthode, des cellules de lapin ont été 
isolées et enrichies en cellules basales et sécrétoires (Inayama et al., 1988 ; Inayama et al., 
1989 ; Nettesheim et al., 1990). Quand les cellules séparées sont ensemencées dans des 
trachées dénudées et greffées dans les souris, elles sont capables de reconstituer un épithélium 
différencié mucociliaire après 4 semaines de greffe. Les auteurs ont donc suggéré que les 
cellules basales possèdent le potentiel souche. Cependant, quand les cellules séparées, basales 
et ciliées, ont été ensemencées in vitro, leurs potentiels clonogéniques étaient équivalents, de 
0,8 à 6%. 

La 2ème méthode utilisée est le tri magnétique grâce à des résidus glycosylés présents à 
la surface des cellules basales et sécrétoires, reconnus par la lectine Griffonia simplicifolia 
isolectine B4 (GSI-B4) qui marque les cellules basales, et par la lectine Ulex europeus qui 
marque les cellules sécrétoires (Ford et al., 1992b). Les auteurs ont ensemencé les cellules 
triées de lapin sur une membrane intestinale retournée et ont montré que les cellules 
sécrétoires étaient incapables de régénérer un épithélium, inversement aux cellules basales. 
Ces dernières étaient donc favorites pour le statut cellules souches de l’épithélium 
respiratoire. 

La 3ème méthode la plus fréquemment utilisée est la cytométrie en flux qui consiste à 
séparer les différentes populations cellulaires d’un échantillon donné suivant le critère de la 
taille et de la granularité. Elle permet également de séparer des cellules marquées par un 
fluorochrome particulier des cellules non marquées. 
La cytométrie en flux a été utilisée en premier lieu par Aitken et al. pour séparer les cellules 
basales, sécrétoires et ciliées de lapin selon leur critère morphologique de taille et de 
granularité (Aitken et al., 1991). Les auteurs ont obtenu un pourcentage de 97% de cellules 
basales, 94% de cellules sécrétoires et 90% de cellules ciliées, avec une viabilité de 90% pour 
ces différentes cellules. De la même façon, chez le rat, des suspensions cellulaires de cellules 
basales et sécrétoires ont été purifiées, et les auteurs ont montré que les cellules sécrétoires 
ont un potentiel de prolifération plus élevé que les cellules basales in vitro (Johnson et al., 
1990b). Toujours chez le rat, dans le modèle de xénogreffe, des populations purifiées de 
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cellules basales et sécrétoires ont été ensemencées dans des trachées de rats dénudées. Les 
cellules sécrétoires ont permis la régénération d’un épithélium formé de cellules basales, 
ciliées et sécrétoires, alors que la population de cellules basales a entraîné la reconstitution 
d’un épithélium formé uniquement de cellules basales et ciliées (Johnson et al., 1990a). Les 
auteurs concluent donc au statut progéniteur des cellules sécrétoires qui montrent un potentiel 
de différenciation supérieur à celui des cellules basales. En 1991, la séparation des 
populations cellulaires GSI-B4+ et GSI-B4- (cellules ciliées et sécrétoires) de rat et leur 
ensemencement dans des xénogreffes a montré que ces populations positives et négatives 
étaient capables de reconstituer un épithélium mucociliaire in vivo, avec un degré 
clonogénique plus faible observé pour les cellules GSI-B4- (Randell et al., 1991). Un an plus 
tard, en utilisant la même méthode de séparation cellulaire chez le rat, Ford et al. ont constaté 
que les cellules basales étaient les progéniteurs des autres types cellulaires in vitro (Ford et 
al., 1992a). Ensuite, en 1994, Liu et al. ont procédé de la même façon et ont trouvé que les 2 
populations de cellules basales et sécrétoires de rat sont capables de reconstituer un 
épithélium mature dans le modèle de xénogreffe (Liu et al., 1994), ce qui rend les 3 derniers 
résultats obtenus par les différentes équipes difficiles à expliquer. Halbert et al. ont plus tard 
trié les cellules basales et sécrétoires de lapin et transduit ces dernières in vitro par un vecteur 
viral portant le gène codant pour le LacZ. L’efficacité de la transduction a été identique pour 
les 2 populations cellulaires. Ils ont ensuite effectué des cultures organotypiques avec ces 2 
populations cellulaires et constaté que les cellules basales et sécrétoires transduites régénèrent 
un épithélium pseudostratifié mucociliaire, contenant des clones de cellules exprimant le 
transgène. Les 2 populations contiennent donc des progéniteurs de l’épithélium respiratoire de 
surface pouvant être transduits (Halbert et al., 1996). 
Le tri de cellules humaines, provenant de polypes nasaux, a été effectué en 1997 (Hicks, Jr. et 
al., 1997). Les auteurs ont utilisé la GSI-B4 pour effectuer la séparation des cellules basales 
des cellules cylindriques par cytométrie en flux. Ils ont pu obtenir une pureté de 80% de 
cellules basales, qui est relativement faible. Ils ont ensuite ensemencé les cellules basales 
triées sur des membranes recouvertes de collagène I et ont observé que les cellules ont 
proliféré et sont devenues confluentes au bout de 7 jours. Cependant, aucune évaluation in 
vivo de leurs potentialités n’a été effectuée. Même in vitro, il n’y a pas d’indication sur la 
capacité de ces cellules à reconstituer un épithélium respiratoire mature à l’interface air-
liquide. 
Plus récemment, en 2004, Schoch et al. ont créé une souris transgénique dans laquelle les 
cellules basales expriment la GFP, puisque l’expression de cette dernière a été guidée par le 
promoteur de la CK5, un marqueur spécifique des cellules basales. Les auteurs ont ensuite 
isolé les cellules épithéliales respiratoires de la souris par digestion enzymatique pour 
procéder à la séparation des cellules GFP+ et GFP- par cytométrie en flux. Une fois les deux 
populations ensemencées in vitro, les cellules GFP+ ont formé 4,5 fois plus de colonies que 
les cellules GFP-, et ont 12 fois plus la capacité de générer de larges colonies. Ces résultats 
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ont amené les auteurs à conclure que le pouvoir progéniteur des cellules épithéliales 
respiratoires de souris réside dans les cellules basales (Schoch et al., 2004). 
 

B.3.2.2.2. L’épithélium bronchiolaire 

 
A l’homéostasie, la prolifération cellulaire de l’épithélium bronchiolaire est très faible 

(<1%) et est observée au niveau des cellules de Clara (Boers et al., 1999). Lors d’une blessure 
chimique au NO2, les cellules de Clara entrent en prolifération et reconstituent l’épithélium 
bronchiolaire formé de cellules ciliées et de cellules de Clara (Evans et al., 1976 ; Evans et 
al., 1978). Les cellules de Clara isolées du lapin par élutriation, et ensemencées en 
xénogreffes, entraînent la reconstitution d’un épithélium bronchiolaire mature (Hook et al., 
1987 ; Brody et al., 1987). De plus, suite à un traitement au naphtalène, une variété de cellules 
de Clara résistantes à ce composé est capable de proliférer pour réparer l’épithélium 
bronchiolaire (Reynolds et al., 2000a ; Hong et al., 2001). Les auteurs attribuent donc à ces 
cellules de Clara résistantes au naphtalène un rôle de cellules souches, et indiquent également 
que ces cellules se trouvent localisées parmi les corps neuroépithéliaux riches en CGRP. Ces 
dernières cellules ont été proposées comme étant des cellules progénitrices de l’épithélium 
bronchiolaire (Reynolds et al., 2000b), mais d’autres travaux ont montré qu’elles prolifèrent 
pour former une hyperplasie (Peake et al., 2000) sans pouvoir reconstituer un épithélium 
mature (Hong et al., 2001). 
Aucune preuve à l’heure actuelle ne supporte le fait que les cellules neuroendocrines se 
comportent comme des cellules souches. Borthwick et al. ont également exclu la possibilité 
que les cellules neuroendocrines soient des cellules souches puisque les cellules épithéliales 
respiratoires de souris qui retiennent le BrdU sont négatives au CGRP (voir la partie B.3.2.4. 
ci-dessous) (Borthwick et al., 2001). 
Enfin, une étude menée en 2004 par l’équipe de Barry Stripp montre que l’ablation des 
cellules de Clara avec le naphtalène entraîne une augmentation significative du nombre des 
cellules inflammatoires dans les lavages broncho-alvéolaires, et un dysfonctionnement 
alvéolaire, soulignant l’importance des cellules de Clara dans le maintien de l’intégrité et du 
fonctionnement de l’épithélium respiratoire distal (Reynolds et al., 2004). 
 

B.3.2.2.3. L’épithélium de la jonction broncho-alvéolaire 

 
Chez l’adulte, la protéine SP-A est sécrétée à la fois par les cellules de Clara et les 

PNII (Phelps et al., 1991). De plus, Il semblerait que les PNII soient proches des cellules de 
Clara tant sur le plan immunocytochimique (Balis et al., 1985 ; Walker et al., 1986 ; Williams 
et al., 1988) qu’enzymatique (Devereux et al., 1981). Chez la souris, l’existence aux 
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bifurcations des bronchioles de cellules précurseurs immatures exprimant à la fois les 
protéines CC10 et SP-B et en prolifération a été montrée (Giudice et al., 1992 ; Reynolds et 
al., 2000a), ces cellules étant localisées chez le hamster et le lapin a proximité des cellules 
neuroendocrines (Hoyt, Jr. et al., 1993 ; McDowell et al., 1994a ; McDowell et al., 1994b). 
En 2002, Giangrego et al. ont pu identifier une population de cellules résistantes au 
naphtalène, positives au CC10 et négatives aux marqueurs de cellules neuroendocrines, 
capables de proliférer et de retenir la thymidine tritiée au niveau de l’épithélium lésé de la 
jonction broncho-alvéolaire (Giangreco et al., 2002). Plus récemment, en 2005, Kim et al. ont 
montré par leur travaux réalisés chez la souris qu’il existe des cellules doublement positives 
au CC10 et au SP-C, de phénotype CD34+ Sca1+ CD45- CD31-, qui sont capables de 
proliférer in vitro, de former des colonies à partir d’une seule cellule et peuvent subir 
plusieurs passages. Ces cellules avaient aussi le potentiel souche in vitro, c’est-à-dire capables 
de générer d’autres types cellulaires, notamment cellules de Clara et alvéolaires. Les auteurs 
ont suggéré également que ces cellules seraient à l’origine des carcinomes pulmonaires suite 
aux expériences d’initiation de tumeurs effectuées in vivo chez la souris (Kim et al., 2005). 
Ainsi, les cellules souches de l’épithélium broncho-alvéolaire, qui seraient peut être 
également impliquées dans la régénération bronchiolaire et alvéolaire, sont plus clairement 
identifiées. 
 

B.3.2.2.4. L’épithélium alvéolaire 

 
La première indication que les PNII sont les cellules souches de l’épithélium 

alvéolaire a été proposée il a 50 ans environ quand ces cellules ont montré leur capacité de 
prolifération après une lésion (MACKLIN et al., 1954). Kapanci et al. étaient les 1ers à décrire 
que les PNII sont les cellules souches de l’épithélium alvéolaire, et ce en détruisant les PNI 
avec l’O2 montrant qu’elles dérivent des PNII (Kapanci et al., 1969). A partir de 1970, les 
travaux montrant une prolifération des PNII après des lésions induites par différents agents 
étaient de plus en plus nombreuses, suggérant que ces cellules sont impliquées dans le 
processus de réparation alvéolaire (Uhal et al., 1997). A titre d’exemple, Evans et al. ont 
montré la transformation des PNII en PNI dans le poumon traité au NO2 par un marquage à la 
thymidine tritiée (Evans et al., 1973 ; Evans et al., 1975). Un travail similaire a également 
renforcé cette suggestion (Adamson et al., 1974). Quand les PNII sont cultivés in vitro, ils 
perdent leur forme cuboïde, deviennent aplatis et expriment des marqueurs spécifiques des 
PNI. Cependant, bien que les PNI apparaissent différenciés in vivo, ils sont capables de 
réexprimer des marqueurs de PNII quand ces derniers sont différenciés en PNI in vitro 
(Bishop et al., 2004). Shannon et al. ont également montré ce processus de réversibilité du 
phénotype des PNI en PNII in vitro (Shannon et al., 1992), ainsi que Danto et al. (Danto et 
al., 1995). Plus récemment, en 2003, une étude a montré qu’il existe une sous population de 
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PNII qui est capable de proliférer et qui exprime une haute activité de la télomérase 
(marqueur de cellules progénitrices, voir résultats dans la partie D, ainsi que la discussion qui 
leurs correspond) (Reddy et al., 2004). En 2004, une autre étude a mis en évidence des 
cellules qui retiennent le BrdU au niveau de l’épithélium alvéolaire sans cependant préciser la 
nature de ces cellules (Cegielski et al., 2004). L’existence des cellules souches/progénitrices 
au niveau alvéolaire était toujours orientée vers les PNII qui ont montré leur différentes 
capacités de prolifération ainsi que de transdifférenciation. 
 

B.3.2.2.5. Conclusion sur les cellules souches épithéliales respiratoires 

 
Comme nous pouvons le constater, plusieurs travaux ont été effectués pour essayer de 

comprendre et d’identifier les cellules souches/progénitrices épithéliales qui sont capables de 
se diviser pour donner naissance aux autres types cellulaires respiratoires. Au niveau distal de 
l’épithélium respiratoire, les résultats de recherches sur les cellules souches/progénitrices sont 
bien avancés. En effet, l’existence des cellules souches/progénitrices à ce niveau est 
désormais acquise. Quant à l’épithélium respiratoire proximal adulte, les résultats restent 
toujours contradictoires, malgré le fait que la majorité des travaux pointes du doigt les cellules 
basales comme étant les cellules progénitrices épithéliales. De plus, tous les travaux ont été 
effectués à ce niveau chez l’animal (hamster, lapin, rat, souris…), surtout chez la souris qui 
possède un épithélium différent de celui de l’homme (présence de cellules de Clara au niveau 
proximal à la place des cellules sécrétoires). L’extrapolation à l’espèce humaine des études 
réalisées chez les animaux apparaît limitée et peu fiable. Une seule étude effectuée chez 
l’humain concerne les cellules épithéliales fœtales (Avril-Delplanque et al., 2005). Ainsi, 
l’identité des cellules souches/progénitrices au niveau proximal reste toujours mal définie, 
surtout chez l’homme. 
 

B.3.2.3. Notion de niche 

 
Basés sur les preuves qui indiquent la présence de niches de cellules souches, qui 

retiennent le BrdU (les LRC pour label retaining cells), au niveau d’autres organes comme 
l’intestin, la moelle osseuse et le follicule pileux, Borthwick et al. (Borthwick et al., 2001) ont 
procédé à l’endommagement de l’épithélium respiratoire de souris avec le SO2 pendant une 
durée de 4 semaines. En même temps, les auteurs injectaient le BrdU toutes les 48 heures 
pendant la période de lésion-réparation. Ils ont ensuite effectué une immunohistochimie sur 
les trachées de ces souris, récupérées après 3, 6, 21 et 95 jours, contre le BrdU, la CK14, la 
CK18 (marqueur des cellules cylindriques), la GSI-B4 et le CGRP (marqueur des cellules 
neuroendocrines). Les auteurs ont constaté que 60% des LRC se trouvent au niveau des 
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canaux glandulaires, alors qu’au niveau de l’épithélium de surface, 20% des LRC se trouvent 
dans la population des cellules basales et 14% dans la population des cellules cylindriques. Ils 
ont également constaté que les LRC, au niveau de l’épithélium distal où les glandes sont 
absentes, sont surtout localisées à la jonction cartilage-intercartilage, et que ces cellules sont 
négatives au CGRP, donc ne sont pas des cellules neuroendocrines. A ce niveau, 70 à 80% 
des LRC sont des cellules basales, alors que 20% environ sont des cellules cylindriques. 
Les auteurs ont ensuite procédé à la dénudation de l’épithélium de surface par digestion 
enzymatique tout en préservant les cellules canalaires et glandulaires, ceci en se basant sur le 
fait que les LRC qui se trouvent au niveau des canaux glandulaires pourraient reconstituer un 
nouvel épithélium de surface. Ils ont constaté, après 28 jours, que les glandes ont augmenté de 
taille, ainsi que la présence d’espaces mésenchymateux recouverts d’un épithélium qui 
ressemble à l’épithélium de surface. 

En vu de ces résultats, Borthwick et al. ont émis l’hypothèse que les cellules souches 
de l’épithélium respiratoire sont localisées dans des niches spécifiques, telles que les canaux 
glandulaires, où elles forment une réserve qui pourrait servir à la réparation de l’épithélium de 
surface en cas de lésion importante. Cette hypothèse a été ensuite reprise par John Engelhardt 
qui s’appuie sur le fait que les cellules souches de l’épithélium respiratoire résident dans une 
niche située au niveau des canaux glandulaires, ainsi qu’au niveau cartilage-intercartilage, 
chez la souris (figure 28) (Engelhardt et al., 2001). Il faut bien noter que le travail de 
Borthwick et al. n’a jamais été reproduit ultérieurement. Dans leur publication, les auteurs ne 
montrent pas que les cellules canalaires peuvent migrer pour reconstituer un épithélium de 
surface mature. C’est à l’intérieur du chorion, près des glandes sous-muqueuses, qu’ils ont 
observé la formation d’un épithélium « ressemblant » à l’épithélium de surface de souris. Des 
expériences de ce genre restent à reproduire avec plus de précisions et de détails permettant de 
mettre en évidence une éventuelle niche au niveau des canaux glandulaires. 
 

B.3.2.4. Marqueurs potentiels de cellules souches épithéliales 

 
Les cellules épithéliales respiratoires de surface expriment plusieurs marqueurs 

cytoplasmiques ou de surface qui sont, soit spécifiques à plusieurs populations cellulaires 
épithéliales, soit à un seul type cellulaire. 

L’identification de marqueurs de surface spécifiques à une population cellulaire 
donnée permettrait la séparation entre cette population et les autres qui constituent 
l’épithélium de surface, et ce par cytométrie en flux. Ceci pourrait être d’un intérêt majeur 
pour étudier la capacité des cellules séparées à régénérer et à reconstituer un épithélium 
mucociliaire mature identique à celui qu’on retrouve in vivo. Cependant, il n’existe pas pour 
le moment des marqueurs fiables utilisables pour séparer les différentes populations 
épithéliales au niveau proximal. Il existe des marqueurs qui sont spécifiques à chaque 
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population cellulaire, mais qui sont cytoplasmiques, ou bien utilisables chez la souris et non 
pas chez l’homme, ou même qui disparaissent de la surface cellulaire lors de l’isolement des 
cellules épithéliales à partir de tissus respiratoires par digestion enzymatique. Le tableau 5 
regroupe ces marqueurs de cellules basales ou sécrétoires de l’épithélium respiratoire adulte, 
qui ne sont pas utilisables à l’heure actuelle pour séparer les différentes populations 
cellulaires, d’où la nécessité d’une mise au point d’autres marqueurs de surface résistants aux 
enzymes de dissociation cellulaire, et qui marquent uniquement une des population de 
l’épithélium bronchique. Des marqueurs éventuels au niveau de l’épithélium distal sont 
également cités dans de tableau 5. 
 

B.3.2.5. La « side population » pulmonaire (SP) 

 
Comme les cellules souches adultes décrites dans la partie B.3.1.3.1., il existe au 

niveau pulmonaire des cellules (à partir d’une préparation de cellules de poumon total) 
capables d’exclure le Hoechst via des transporteurs de type Bcrp1 pour constituer la SP 
pulmonaire. La SP a été définie dans plusieurs organes : la moelle osseuse, le muscle 
squelettique, les glandes mammaires, les testicules, la rétine, la peau, le cœur, le cerveau et le 
foie, et leurs potentialités ont également été décrites (Challen et al., 2006). 

La SP pulmonaire est un sujet très récent. Quelques publications seulement décrivent 
cette population et la caractérisent avec des marqueurs de surface, ainsi que par sa capacité de 
participer à la formation d’autres tissus, comme son potentiel à former des colonies lympho-
hématopoïétiques par exemple (Asakura et al., 2002 ; Abe et al., 2004 ; Majka et al., 2005). 
Deux populations phénotypiquement différentes ont été isolées à partir de la SP pulmonaire : 
la 1ère qui est à 70% CD45+ a le phénotype Sca-1+ CD31+ CD34+ Lin- GATA2, PU.1 ; la 2ème 
qui est à 30% CD45- a le phénotype Sca-1+ Lin- CD34- CK18+ CK23+, les parties proximales 
et distales pulmonaires exprimant ces marqueurs de façon similaire (Summer et al., 2003 ; 
Summer et al., 2004). Une autre étude a décrit que la population CD45- de la SP avait le 
phénotype Sca-1+ CCSP+ Vimentine+ (Giangreco et al., 2004). 

La SP de poumon fœtal a également été caractérisée et a montré que la capacité de 
cellules souches hématopoïétiques de cette population réside dans la sous-population CD45+, 
alors que l’autre sous-population CD45- se composait de précurseurs de cellules musculaires 
lisses et endothéliales (Summer et al., 2005). Une autre étude récente vient de publier le profil 
des gènes les plus exprimés dans les populations CD45+ et CD45- dans le poumon fœtal au 
cours du développement (Liang et al., 2005). 

Malgré ces avancées dans la caractérisation de la SP pulmonaire, la nature des cellules 
isolées n’est pas identifiée et reste encore discutable. Il reste à déterminer si les cellules 
isolées par cette technique sont d’origine épithéliale, mésenchymateuse, sanguine ou autre. De 
plus, il n’y a à l’heure actuelle aucune étude effectuée sur des poumons humains, la souris 
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étant le seul animal étudié dans ce domaine, d’où la nécessité d’avoir dans un 1er temps des 
résultats provenant de l’homme puisque les marqueurs entre les 2 espèces pourraient être 
différents, comme est le cas pour les cellules souches hématopoïétiques. 
 

B.3.3. Thérapie cellulaire de la mucoviscidose 

B.3.3.1. Généralités 

 
Plusieurs approches de thérapie génique ont été abordées et tentées dans différents 

modèles in vitro et in vivo (Lee et al., 2005b) pour traiter diverses maladies comme la CF. 
Cependant, beaucoup de difficultés et de barrières (tel que le choix du vecteur de transduction 
par exemple) empêchent à l’heure actuelle le succès de ces méthodes. Pour cette raison, la 
possibilité de remplacer, par thérapie cellulaire, la cellule CF par une cellule saine, non-CF, 
apparaît une idée très attirante. L’un des principaux exemples d’application de la thérapie 
cellulaire est la transplantation allogénique de moelle osseuse. Cette technique a en effet 
depuis longtemps été utilisée comme traitement pour des patients atteints de leucémie ou 
autres maladies du système hématopoïétique. 

Par leurs capacités d’autorenouvellement et de régénération, les cellules souches  
constitueraient un outil prometteur pour l’approche de la thérapie cellulaire (Schwartz et al., 
2003 ; Chiu et al., 2003 ; Kassem et al., 2006). Mais qu’en est il de l’utilisation des cellules 
souches dans la thérapie de la mucoviscidose ? Actuellement, la nature des cellules souches 
pulmonaires est toujours un mystère. Il est donc impossible pour le moment d’envisager une 
thérapie cellulaire de l’épithélium respiratoire à base de cellules souches qui proviennent des 
poumons. D’un autre côté, les cellules souches de la moelle osseuse, en particulier les cellules 
souches hématopoïétiques (CSH), servent déjà à la thérapie de certaines maladies comme les 
leucémies et les lymphomes, les anémies héréditaires et le cancer 
(http://stemcells.nih.gov/info/scireport/chapter5.asp). De plus, les cellules souches de la 
moelle osseuse ont montré un certain degré de plasticité, c’est-à-dire qu’elles ont la capacité 
de se différencier en d’autres types cellulaires et se trouver dans différents organes comme le 
cerveau, le foie, le cœur et les poumons après leur injection intra-veineuse ou intra-
médullaire. Cependant, des études contradictoires remettent en question le potentiel de ces 
cellules à repeupler les organes cités avec un pourcentage significativement acceptable et un 
ciblage adéquat. De plus, les données cliniques disponibles à l’heure actuelle sur ce sujet sont 
très rares, la majorité des travaux étant effectuée chez les animaux (Behfar et al., 2005 ; 
Davies et al., 2006). 
 

 74



Introduction : Les Cellules Souches 

B.3.3.2. Traitement par les cellules souches de la moelle osseuse ? 

 
Les essais expérimentaux d’utilisation des cellules souches dans des modèles animaux 

CF sont contradictoires (Conese et al., 2006). En 2006, Loi et al. ont procédé à l’injection de 
cellules souches mésenchymateuses (CSM), provenant de souris mâles, dans des femelles 
cftr-/- traitées au naphtalène (pour la destruction de leur épithélium respiratoire), par voie 
intra-veineuse. Ils ont observé que les CSM ont migré vers l’épithélium respiratoire de la 
souris receveuse induisant l’expression de la protéine CFTR. Cependant, le nombre de 
cellules recrutées vers les poumons, participant à la réparation de l’épithélium respiratoire, est 
infime (0,025%), et parmi ce nombre, le pourcentage des cellules qui expriment CFTR est de 
l’ordre de 0.01%. Les auteurs ont conclu que le nombre de cellules chimériques observées est 
très faible, d’où la limitation de la reconstitution de l’épithélium CF par les cellules souches 
d’origine médullaires (Loi et al., 2006). Les travaux de Wang et al. se sont avérés 
encourageant. Des CSM humaines ont été isolées de volontaires sains, transfectées par la GFP 
et puis mixées et cultivées avec des cellules épithéliales respiratoires à l’interface air-liquide. 
Ils ont observé que 10% des CSM ont été induites in vitro à se différencier et à acquérir un 
phénotype épithélial, comme le prouve l’expression de l’occludine marqueur de la 
jonctionalité épithéliale. De plus, les auteurs ont procédé à l’isolement et à la correction, par 
transfection virale, de CSM provenant de patients CF. Ils ont mélangé les CSM CF corrigées 
avec des cellules épithéliales respiratoires CF et cultivé le tout à l’interface air-liquide. Ils ont 
observé que le courant chlore a été partiellement rétabli (Wang et al., 2005a). Très 
récemment, deux études viennent de montrer que la transplantation de CSM, provenant de 
souris normales cftr+/+, dans des souris cftr-/- adultes (Bruscia et al., 2006) ou des souris cftr-
/- juste après leur naissance (âgées de 1 jour) (Conese et al., 2006) qui ont été totalement 
irradiées, entraîne le rétablissement partiel de l’activité du canal CFTR au niveau pulmonaire 
et intestinal. Cependant, le pourcentage de CSM identifiées au niveau pulmonaire et gastro-
intestinal était très bas dans ces 2 études (0,0001% et 0,02%). Toutes les études qui montrent 
un chimérisme cellulaire au niveau pulmonaire montrent également un pourcentage très faible 
(<1%) de cellules qui ont migré de la moelle osseuse ou du sang vers les poumons pour 
participer à la reconstitution de l’épithélium respiratoire CF. 

 

B.3.3.3. Questions qui restent posées 

 
Plusieurs questions se posent avant que la thérapie cellulaire soit envisagée pour le 

traitement de la CF : quelle cellule souche faut-il utiliser, les CSMO ou les cellules souches 
pulmonaires ? Comment les cellules souches migrent vers les poumons ? Comment les 
cellules souches peuvent être administrées, par voie intra-veineuse ou localement ? Quel est 
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l’effet de l’âge du patient ? Quel est l’effet à long terme en ce qui concerne la tumorigénicité 
et le vieillissement de cellules souches modifiées génétiquement ? Est-ce un traitement sûr ? 
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CC..  RREEGGEENNEERRAATTIIOONN  DDEE  LL’’EEPPIITTHHEELLIIUUMM  RREESSPPIIRRAATTOOIIRREE  DDEE  
SSUURRFFAACCEE  NNOORRMMAALL  EETT  MMUUCCOOVVIISSCCIIDDOOSSIIQQUUEE  HHUUMMAAIINN  

AADDUULLTTEE  
 
 

Comme nous l’avons évoqué dans l’introduction, la CF se caractérise à un stade 
avancé de la maladie par une infection et une inflammation qui se traduisent par des lésions et 
par un remodelage de l’épithélium respiratoire de surface. Cependant, les causes de ce 
remodelage et leur éventuelle association avec l’infection et/ou l’inflammation, ou avec un 
processus anormal de régénération épithéliale dû à l’anomalie génique de CFTR restent à 
déterminer. 

Dans cette partie, nous avons comparé la régénération de l’épithélium CF à celle de 
l’épithélium non-CF pour déterminer s’il existe des anomalies phénotypiques cellulaires et 
moléculaires au cours de cette régénération. Dans ce but, nous avons utilisé le modèle de 
xénogreffe trachéale humanisée dans la souris nude, qui mime la dynamique de la 
régénération d’un épithélium normal lésé, en dehors de tout contexte infectieux. 
 

C.1. Matériels et Méthodes 

C.1.1. Tissus respiratoires humains 

 
L’utilisation d’échantillons biologiques humains est autorisée par l’article L1245-2 de 

la loi de bioéthique 94-654. 
Les tissus respiratoires (polypes nasaux) ont été obtenus par polypectomie nasale de 7 

patients CF, de génotypes ∆F508/∆F508 (n=3), ∆F508/G542X (n=2), ∆F508/E92K (n=1), 
∆F508/547delA (n=1), et 7 sujets non-CF. Les patients ne manifestaient aucun autre signe 
clinique à l’heure de l’intervention. Les prélèvements ont été immédiatement transférés au 
laboratoire dans du milieu RPMI 1640 (Gibco BRL, Paisley, Royaume Uni) tamponné par 25 
mM d’HEPES (Gibco BRL) et supplémenté en antibiotiques (pénicilline 200 U/mL et 
streptomycine 200 µg/mL; Gibco BRL), puis lavés plusieurs fois au RPMI préalablement 
refroidi à 4°C. 
 

C.1.2. Analyses bactériologiques 

 
Les analyses bactériologiques ont été réalisées dans notre laboratoire. Après avoir reçu 

les tissus respiratoires CF et non-CF, les milieux de transport des polypes ont été analysés par 
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ensemencement de 200 µL sur des géloses au tripticase de soja (bioMérieux, Paris, France) 
qui ont été incubées à 37°C pendant 24-48 h. Quand une contamination bactérienne a été 
constatée, les expériences sur les polypes contaminés ont été suspendues. 
 

C.1.3. Dissociation et culture cellulaire 

 
Les cellules épithéliales respiratoires ont été dissociées des polypes CF et non-CF en 

incubant ces derniers pendant 1 nuit à 4°C dans du milieu RPMI 1640 supplémenté en 
antibiotiques (pénicilline 200 U/mL et streptomycine 200 µg/mL) et contenant 0,1% de 
collagénase de type XIV de Streptomyces griseus (ou Pronase E) (Sigma Aldrich, Saint 
Quentin Falavier, France). Les cellules épithéliales ont été récupérées après agitation des 
morceaux de tissus dans du milieu RPMI froid et propre, centrifugation à 200 g pendant 5 
min, et lavage 2 fois au RPMI. Après centrifugation, les cellules ont été comptées à l’aide 
d’une cellule de Malassez. 
Les cellules épithéliales respiratoires CF et non-CF ont été ensemencées dans des flacons de 
cultures de 75 cm² (Nunclone, Nunc, Danemark) à la densité de 2x104 cellules/cm², et 
cultivées jusqu’à confluence dans le milieu de prolifération Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium (DMEM) / Ham F-12 (Gibco BRL) (3/1; vol/vol) supplémenté en 0,87 µM 
d’insuline bovine, 65 nM de transferrine humaine, 1,6 nM d’EGF recombinant humain, 1,38 
µM d’hydrocortisone, 30 nM d’acétate de rétinyl, 9,7 µM de 3,3’,5-triiodo-L-thyronine, 2,7 
µM d’épinéphrine, 35 µg/mL d’extrait pituitaire bovin, 5 µM d’éthanolamine, 5 µM d’O-
phosphoryléthanolamine, 30 nM de sélénite de sodium, 1 nM de chlorure de manganèse 
tetrahydraté, 0,5 µM de métasilicate de sodium déshydraté, 1 nM de molybdate d’ammonium 
tetrahydraté, 5 nM de vanadate d’ammonium, 1 nM de sulfate de nickel hexahydraté, 0,5 nM 
de chlorure d’étain dihydraté (Sigma Aldrich), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de 
streptomycine. Pour améliorer l’adhérence cellulaire, 10% du sérum de veau fœtal (SVF ; 
Gibco BRL) ont été ajoutés pendant les premières 24 h. Les cellules ont été cultivées à 37°C 
en atmosphère humide, et en présence de 5% de CO2. Quand les cellules sont devenues 
confluentes, elles ont été rincées au PBS stérile (Gibco BRL) puis incubées avec une solution 
de trypsin/EDTA (Gibco BRL) à 37°C pendant 5-10 min pour détacher les cellules. L’action 
de la trypsine a été ensuite stoppée par ajout de milieu de prolifération contenant 10% de 
SVF. Les cellules ont été lavées en PBS, centrifugées et comptées. 
 

C.1.4. Xénogreffes humanisées dans la souris nude 

 
L’usage des animaux de laboratoire est autorisé par la direction des services 

vétérinaires (Agrément N° A 51-454-5). 
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C.1.4.1. Préparation des trachées de rats et des cathéters 

 
Des trachées de rats Wistar adultes (pesant entre 220 et 250g) (Charles Rivers, Saint-

Aubin-Lès-Elbeuf, France) ont été prélevées stérilement par dissection sous une hotte à flux 
laminaire. Après lavage et nettoyage des trachées avec du sérum physiologique (Centravet, 
Gondreville, France), elles ont été dénudées de leur propre épithélium par 2 cycles de 
congélations à -80 C et de décongélations. Les trachées ont été ensuite montées stérilement 
sur un système de cathéters qui a été préparé selon le schéma ci-dessous :  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1

Procéder suivant le schéma
suivant  (plier le tube
souple et le faire passer à
travers l’anneau). 

Tubes souples élastiques
de 11-13 cm. 

Tube rigide de diamètre
inférieur à celui du tube
souple et de 1cm de
longueur environ.

Tube de diamètre supérieur à
celui des 2 autres (et de
quelques mm de longueur)
servant pour former des
anneaux qui maintiennent les
tubes souples bien liés. 

2

3

4
5

 

Même tube 
souple de 4-5cm

67

Bouchons des cathéters
pour éviter toute fuite
possible lors de la
greffe. 

8
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La trachée de rat dénudée, montée avec des fils de sutures aux cathéters (bout de flèche), sert 
de matrice extracellulaire pour les cellules épithéliales respiratoires humaines CF et non-CF. 
 

C.1.4.2. Inoculation des cellules épithéliales et xénogreffes trachéales 

 
Au moment de l’utilisation, du PBS stérile a été injecté dans les trachées pour éliminer 

toutes les cellules épithéliales respiratoires du rat. Les cellules épithéliales CF et non-CF, 
suspendues à la densité de 1x106 cellules/80 µL dans le milieu de prolifération (supplémenté 
avec 10% de SVF), ont été inoculées dans les trachées de rats dénudées avec une seringue 
équipée d’une aiguille 21G insérée dans le cathéter. Pour les trachées contrôles, du milieu seul 
ne contenant pas de cellules épithéliales a été inoculé dans les trachées. L’ensemble cathéters-
trachées a été ensuite greffé sous la peau du flanc de souris nude âgées de 7 semaines, après 
avoir anesthésié ces dernières par une injection intrapéritonéale de pentobarbital de sodium 
(40 mg/Kg) (Centravet) (figure 29). Les souris ont été hébergées dans des conditions stériles. 
L’intérieur des xénogreffes a été lavé 2 fois par semaine avec du DMEM / Ham F-12 sans 
sérum supplémenté en 200 U/mL de pénicilline, 200 µg/mL de streptomycine, 50 µg/mL 
gentamicine, 2,5 µg/mL d’amphotéricine et 420 U/mL de colimycine pour éliminer les débris 
cellulaires accumulés dans leur lumière. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 29. Schéma de greffe dans la souris nude. 

Les cellules sont ensemencées dans les trachées de rats qui ont été dénudées de leur épithélium et 
greffées dans la souris nude. 

Cellules épithéliales 
respiratoires 

humaines isolées 

Trachée de rat 
dénudée (matrice 

hôte) 

Ensemencement des 
cellules épithéliales

Greffe dans la souris 
nude 
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C.1.4.3. Récupération des greffons et cryofixation 

 
Les animaux ont été sacrifiés après 4, 13, 25 et 35 jours de greffe par injection 

intrapéritonéale d’une overdose de pentobarbital de sodium, et les greffons ont été prélevés. 
La moitié de chaque greffon a été immergée dans un cryoprotecteur, l’O.C.T (optimum 
cutting temperature) (Tissue-Tek, Zoeterwoude, Pays Bas), et cryofixée dans les vapeurs 
d’azote liquide. Les blocs sont conservés à -80°C jusqu’à leur utilisation pour une étude 
histologique et immunohistochimique des tissus. L’autre moitié de chaque greffon récupéré a 
été conservée à -80°C pour l’extraction des ARN totaux. 
 

C.1.5. Recueil des produits de sécrétion épithéliaux dans les xénogreffes 

 
Après 4, 13, 25 et 35 jours de greffe, les xénogreffes ont été lavées avec du DMEM / 

Ham F-12 sans sérum et sans antibiotiques. 80 µL de ce même milieu ont été inoculés dans la 
lumière de chaque trachée. Après une incubation de 4 h, chaque milieu inoculé a été 
séparément récupéré et conservé à -80°C pour les analyses ultérieures par ELISA et 
zymographie. Les milieux récupérés ont été classés en fonction du stade histologique de 
l’épithélium de chaque greffon (voir ci-dessous). 
 

C.1.6. Histologie 

C.1.6.1. Coupes des greffons cryofixés 

 
Les greffons cryofixés sont entièrement coupés à l’aide d’un cryostat (Leica 

Microsystems, Nussloch, Allemagne), afin de préparer des coupes tissulaires pour l’étude 
histologique et immunohistochimique des épithéliums. Des coupes de 5 µm sont réalisées et 
recueillies sur des lames tannées par une solution aqueuse de gélatine à 0,5% (p/v) (Prolabo, 
Paris, France) contenant 0,4% (p/v) d’alun de chrome (KCr(SO4)2; Fluka, Buchs, Allemagne). 
Les lames sont conservées à -20°C jusqu’à leur utilisation. 
 

C.1.6.2. Coloration histologique des coupes 

 
Afin d’observer l’histologie des tissus régénérés, les cryocoupes sont décongelées à 

température ambiante et colorées grâce au Rapid-Chrome Frozen Sections Staining Kit 
(Shandon, Cergy Pontoise, France) permettant d’effectuer une coloration rapide et stable à 
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l’hématoxyline-éosine. Les lames sont montées dans de l’Eukitt (O. Kindler, Freiburg, 
Allemagne) et séchées à température ambiante. 

Afin d’observer les cellules sécrétoires épithéliales, une coloration bleu alcian / PAS a 
été réalisée. Les cryocoupes décongelées sont incubées dans une solution de bleu alcian. Les 
coupes sont lavées à l’eau et traitées à l’acide périodique et au réactif de Schiff. Enfin, les 
coupes sont lavées à l’eau, colorées avec l’hématoxyline, incubées dans un bain de xylène et 
montées en Eukitt pour leur observation. 
 

C.1.6.3. Observation des coupes réalisées 

 
L’histologie des épithéliums CF et non-CF a été analysée au cours de leur régénération 

aux jours 4, 13, 25 et 35 dans le but de classer les coupes en fonction du stade histologique 
observé. Chaque stade histologique correspond à un phénotype bien déterminé de l’épithélium 
respiratoire, qui a été préalablement décrit par notre équipe (Dupuit et al., 2000) (voir figure 
19 dans l’introduction). Le stade I se caractérise par une adhérence et une migration de 
cellules épithéliales aplaties ; le stade II se caractérise par une prolifération de cellules 
cuboïdes qui sont recouvertes par une couche superficielle de cellules aplaties ; le stade III se 
caractérise par une étape de pseudostratification dans laquelle l’épithélium est constitué d’une 
couche de cellules basales, au-dessus desquelles se trouvent les cellules cylindriques qui n’ont 
pas encore acquis de cils ou de granules sécrétoires, les deux couches étant en contact avec la 
lame basale ; le stade IV se caractérise par une différenciation cellulaire et l’apparition de 
cellules basales, ciliées et sécrétoires. Toutes les analyses immunohistochimiques et 
moléculaires ont été effectuées à ces différents stades. 

La différenciation de l’épithélium respiratoire non-CF commençant généralement 
après 25 jours de greffe, ce point a été choisi pour analyser la différence éventuelle de la 
vitesse de différenciation entre les épithéliums CF et non-CF. 

Un minimum de 40 coupes a été analysé par greffon sous un microscope optique 
(Axiophot ; Zeiss, Oberkochen, Allemagne). La hauteur de l’épithélium a été déterminée au 
stade IV, en réalisant 6 mesures par coupe, à l’aide du logiciel Visilog 5 (Noesis, 
Courtaboeuf, France). 
 

C.1.7. Immunohistochimie et quantifications cellulaires 

C.1.7.1. Principe 

 
L’identification de différents marqueurs cellulaires a été réalisée par une technique 

d’immunofluorescence indirecte utilisant le système amplificateur biotine-streptavidine. Tout 
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d’abord, nous utilisons un anticorps primaire spécifique de la protéine recherchée, et qui va se 
fixer spécifiquement sur son antigène. Cet anticorps primaire va être à son tour reconnu par 
un anticorps secondaire associé à la biotine qui va reconnaître spécifiquement les 
immunoglobulines de l’espèce animale ayant fourni les anticorps primaires, formant ainsi un 
complexe anticorps primaire-anticorps secondaire biotinylé. Ce complexe sera révélé grâce à 
la streptavidine associée à un fluorochrome. L’émission de fluorescence est détectée à l’aide 
d’un microscope à fluorescence (Axiophot ; Zeiss), en utilisant des longueurs d’ondes bleues 
(488 nm) ou verte (594 nm) pour l’excitation du fluorochrome. 
 

C.1.7.2. Anticorps utilisés 

 
Les anticorps utilisés ont été : l’anti-CK13 monoclonal de souris (1/1000; clone KS-

1A3; Sigma Aldrich) pour la détection des cellules basales, l’anti-β-tubuline monoclonal de 
souris (1/50; Amersham, Buckinghamshire, Royaume Uni) pour la détection des cellules 
ciliées, l’anti-MUC5AC (1/100; clone CLH2; Novocastra, Newcastle, Royaume Uni) et 
l’anti-MUC5B (1/100; fourni par Dr M-C. Copin, INSERM U560, Lille, France) 
monoclonaux de souris pour la détection des cellules sécrétoires. La prolifération cellulaire a 
été analysée avec l’anti- Ki-67 monoclonal de souris (1/10; clone MIB-1; DakoCytomation, 
Carpentaria, Etats-Unis). 
L’intégrité de l’épithélium respiratoire a été mise en évidence par l’anti-ZO-1 monoclonal de 
souris (1/20 ; clone ZO1-1A12 ; Zymed Laboratories, San Francisco, Etats-Unis). 
La protéine CFTR a été mise en évidence par l’anti-CFTR monoclonal de souris (1/20 ; clone 
24-1 ; R&D Systems, Minneapolis, Etats-Unis). 
L’anticorps secondaire biotinylé utilisé a été un anti-IgG de souris fabriqué chez la chèvre 
(1/50, Amersham). La révélation de la biotine a été faite grâce au complexe streptavidine-
Alexa Fluor 488 ou 594 (1/100 ; Molecular Probes; Eugene, Etat Unis). 
 

C.1.7.3. Mode opératoire 

 
Les lames ont été décongelées et séchées à température ambiante. Les étapes du 

marquage cellulaire par immunofluorescence, réalisées à température ambiante, ont été les 
suivantes : 
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Etape Solution Durée 
Fixation et perméabilisation à -20°C Acétone 10 min 
Rinçage PBS 10 min 
Blocage des sites non spécifiques de 
reconnaissance des anticorps 

PBS-BSA (albumine bovine 
sérique) 3%  15-30 min 

Anticorps primaire PBS-BSA 1% 60 min 
Rinçage PBS 30 min 
Anticorps secondaire biotinylé PBS-BSA 1% 60 min 
Rinçage PBS 30 min 
Streptavidine-Alexa 488 ou 594 PBS-BSA 1% 30 min 
Rinçage PBS 30 min 
Contre-coloration des noyaux Hématoxyline de Harris 10 s 
Rinçage Eau déionisée quelques s 
Rinçage PBS 15 min 
Montage des lamelles Aquapolymount - 
 
 
Le contrôle négatif des expériences est réalisé en omettant l’anticorps primaire, remplacé par 
du PBS/BSA 1%, et en utilisant des IgG non-immuns de souris (Sigma Aldrich). 
Les lames ont ensuite été montées sous lamelle grâce au liquide de montage anti-fading 
Aquapolymount (Polysciences, Warrington, Etats Unis). 
 
Les lames marquées ont été conservées à 4°C à l’abri de la lumière, et l’acquisition des 
images a été par la suite réalisée à l’aide d’une caméra montée sur un microscope Axiophot et 
du logiciel CoolSNAP (Roper Scientific, Evry, France). 
 

Pour la co-détection de MUC5AC et MUC5B, exprimées par les cellules sécrétoires, 
les coupes ont été tout d’abord marquées avec l’anti-MUC5B suivant la procédure décrite ci-
dessus en révélant cet anticorps avec l’Alexa 488, puis, après une étape de lavage avec le 
PBS, les coupes ont été incubées avec des fragments Fab (H+L) d’un anticorps anti-souris 
(1/50; Jackson Immunoresearch, Pennsylvania, Etats Unis) pendant 30 min pour bloquer les 
sites libres des anticorps primaires de souris. Les coupes ont ensuite été lavées au PBS 
pendant 15 min et exposées à de la streptavidine (1/100; DakoCytomation) pendant 30 min 
pour bloquer les sites libres des biotines du premier marquage réalisé. Enfin, les coupes ont 
été marquées avec l’anti-MUC5AC suivant la procédure décrite précédemment, avec une 
révélation à l’Alexa 594. 
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C.1.7.4. Quantifications cellulaires 

 
Les marquages de la CK13, de MUC5AC et 5B, de la β-tubuline, de ZO1 et de CFTR 

ont été réalisés au stade IV de différenciation terminale de la régénération CF et non-CF. la 
prolifération cellulaire par détection immunohistochimique de Ki-67 a été réalisée tout au 
long de la régénération des épithéliums CF et non-CF, c’est-à-dire aux stades I, II, III et IV. 

 
La quantification des cellules positives, pour la CK13, le MUC5AC et 5B et la β-

tubuline, a été effectuée sur un minimum de 40 coupes étudiées sur des lames sélectionnées 
au hasard. Les résultats sont exprimés en nombre de cellules positives par millimètre de lame 
basale (mmLB). 
 

C.1.8. Analyse de l’expression génique 

 
L’analyse de l’expression des gènes codant pour l’IL-8, la MMP-7, la MMP-9 et le 

TIMP-1 dans les greffons CF et non-CF a été effectuée par RT-PCR. La GAPDH a servi de 
gène contrôle. 
 

C.1.8.1. Extraction des ARN 

 
Les ARN ont été extraits avec le kit High Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics, 

Indianapolis, Etats Unis) selon le protocole du fabriquant. Les greffons ont été broyés et 
homogénéisés à l’aide d’un pilon en présence d’un tampon de lyse cellulaire dénaturant. Les 
ARN sont ensuite isolés sur colonne de filtre de fibres de verre en présence de sels 
chaotropiques. Après lavages, les ARN sont élués et recueillis dans de l’eau dépourvue de 
RNAse. 
 

C.1.8.2. Dosage des ARN extraits 

 
Le dosage des ARN a été effectué par fluorimétrie utilisant le kit RiboGreen RNA 

Quantitation (Molecular Probes). La fluorescence est mesurée à 535 nm sur un 
spectrofluorimètre lecteur de microplaques Xénius (Safas, MC, Monaco). La concentration en 
ARN de chaque échantillon est déterminée grâce à une gamme étalon. La gamme ainsi que les 
échantillons sont dosés en duplicats. 
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Les ARN ont ensuite été dilués à la concentration de 4 ng/µL dans de l’eau désionisée 
autoclavée, puis aliquotés par 10 ng et congelés à -80°C jusqu’à leur utilisation. 

 

C.1.8.3. RT-PCR 

 
La RT-PCR a été réalisée en utilisant le kit GeneAmp Thermostable RNA PCR kit 

(Applied Biosystems, Foster City, Etats Unis), dans lequel l’enzyme thermostable joue le rôle 
de transcriptase inverse et de Taq polymérase.  
5 paires d’amorces (Eurogentec, Seraing, Belgique), spécifiques des ARN messagers humains 
recherchés dans notre étude, ont été utilisées : 
 

Gène Amplicon Primers 

GAPDH 193 pb sens       5’-CCAGGGCTGCTTTTAACTCTGGTA-3’ 
antisens 5’-GAGGGATCTCGCTCCTGGAAGAT-3’ 

IL-8 222 pb sens       5’- GCCAAGGAGTGCTAAAGAACTTAG -3’ 
antisens 5’- GAATTCTCAGCCCTCTTCAAAAAC -3’ 

MMP-7 102 pb sens       5’- CCCCCTGCATTTCAGGAA -3 
antisens 5’- TCCTGGCCCATCAAATGG -3’ 

MMP-9 248 pb sens       5’- CGAGACCTGAGAACCAATCTCA -3’ 
antisens 5’- CTTGAGGTCGCCCTCAAAGGT -3’ 

TIMP-1 143 pb sens       5’-CATCCTGTTGTTGCTGTGGCTGAT-3’ 
antisens 5’-GTCATCTTGATCTCATAACGCTGG-3’ 

 

C.1.8.3.1. Transcription inverse (RT) 

 
La RT est réalisée à partir de 10 ng d’ARN, en présence de l’amorce antisens de 

chaque gène et à 70°C pendant 15 min dans le thermocycleur GeneAmp PCR System 9700 
(Applied Biosystems). A l’issue, le thermocycleur fait descendre la température à 4°C afin de 
conserver les ADNc néosynthétisés. 
 

C.1.8.3.2. Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

 
La PCR est réalisée sur l’ensemble des ADNc néosynthétisés, en présence de l’amorce 

sens de chaque gène. Chaque tube va alors subir des cycles de PCR selon le schéma suivant 
(où Tm représente la température d’hybridation des amorces) : 
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C.1.9. Analyse de la sécrétion d’IL-8 

C.1.9.1. Dosage de la concentration en protéines totales 

 
Les échantillons de liquides recueillis des lumières des xénogreffes, à J4, J13, J25 et 

J35, ont été décongelés sur la glace et centrifugés à 12000 g. Les surnageants sont recueillis et 
la concentration en protéines totales a été dosée avec le kit BC Uptima Assay kit (Interchim, 
Montluçon, France) qui repose sur la méthode du Biuret. La DO est mesurée à 562 nm sur le 
lecteur de microplaque Xenius (Safas). La concentration en protéines totales des surnageants 
de xénogreffe est déterminée grâce à la gamme étalon. Les valeurs sont exprimées en ng de 
protéines totales / µL. La gamme, ainsi que les échantillons, ont été dosés en duplicats. 
 

C.1.9.2. ELISA 

 
La technique ELISA est une méthode immunoenzymatique quantitative qui permet de 

doser des protéines dans des liquides biologiques. Les protéines sont capturées grâce à des 
anticorps spécifiques immobilisés au fond des plaques 96 puits et vont être reconnues par un 
second anticorps spécifique couplé à la biotine. Ce complexe va lier un ligand constitué de 
streptavidine couplée à une enzyme, la peroxydase, qui va être révélée par addition d’un 
chromogène pour donner un produit coloré qui sera dosé. 

Le dosage de l’IL-8 dans les surnageants CF et non-CF a été effectué avec le kit 
Quantikine de l’IL-8 humaine (R&D Systems). La DO est mesurée à 450 nm sur le lecteur de 
microplaque Xenius et la quantité de protéines est déterminée à partir de la mesure de la DO 
rapportée à la gamme étalon. Les résultats du dosage sont exprimés en pg d’IL-8 / mg de 
protéines totales. 
 

C.1.10. Analyses des sécrétions de MMP-7 et MMP-9 

 
Les échantillons de liquides recueillis des lumières des xénogreffes à J4, J13, J25 et 

J35 ont également été utilisés pour doser la MMP-7 et la MMP-9 par zymographie pendant la 
régénération des épithéliums CF et non-CF. 
La zymographie est une technique d’électrophorèse sur gel de polyacrylamide permettant de 
mettre en évidence une activité protéolytique dans les échantillons étudiés, grâce à la présence 
de substrats spécifiques présents dans le gel. Cette technique permet ici une étude qualitative 
et semi-quantitative des formes latentes et actives de MMPs présentes dans nos surnageants 
de xénogreffes. Le substrat de la MMP-7 est la caséine et celui le MMP-9 est la gélatine. 
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1,2 µg et 20 µg de protéines totales, dans du tampon Laemmli 5X (BioRad), pour la 
détection de la MMP-9 et MMP-7 respectivement, sont séparées par électrophorèse à 4°C à 
40 mA. Les gels sont lavés deux fois 30 min dans un bain de triton X-100 à 2% à température 
ambiante. Les gels sont ensuite incubés une nuit à 37°C dans une solution de Tris 50 mM pH 
7,6, CaCl2 5 mM et triton X-100 0,1% afin d’activer les MMPs présentes dans nos 
échantillons. Les gels sont alors colorés 30 min dans un bain de bleu de Coomassie R250 
(Sigma Aldrich) contenant 10% d’acide acétique et 20% de méthanol avant d’être décolorés 
dans un bain d’acide acétique (10%) et de méthanol (40%). Enfin, les gels sont incubés dans 
le tampon de conservation contenant 5% de glycérol et 10% d’acide acétique. La présence de 
MMP-7 et MMP-9 est visualisée par l’apparition de bandes claires sur fond bleu indiquant la 
protéolyse du substrat utilisé. 
Les bandes protéolytiques observées sont acquises sur le LAS-1000 puis quantifiées par 
densitométrie (en valeurs arbitraires) sur le logiciel Aïda. 
 

C.1.11. Inhibition des MMPs au cours de la régénération 

 
L’inhibition des MMP-7 et -9 pendant la régénération des épithéliums CF et non-CF a 

été réalisée grâce à des inhibiteurs chimiques (MMP Inhibitor III pour la MMP-7 et MMP 
Inhibitor II pour la MMP-9 ; Calbiochem, La Jolla, Etats Unis). Pour inhiber ces MMPs, les 
inhibiteurs ont été utilisés à la concentration recommandée par le fournisseur, c’est-à-dire à 
100 nM et 2.7 nM respectivement. 
Les inhibiteurs ont été ajoutés à 3 suspensions cellulaires CF (∆F508/∆F508 n=2; 
M152V/3120 + 1G>A n=1) et 3 suspensions non-CF (1x106 cellules / 80 µL de milieu de 
prolifération). Les cellules ont été ensuite ensemencées dans les trachées de rats dénudées qui 
ont été greffées dans les souris nude. Les xénogreffes ont été lavées 2 fois par semaine avec 
du milieu DMEM / F-12 sans sérum contenant les inhibiteurs. Les xénogreffes contrôles ont 
été réalisées en ensemençant des suspensions cellulaires CF et non-CF sans inhibiteurs. 
Les greffons ont été récupérés après 35 jours de greffe et cryofixés. Après coloration à 
l’hématoxyline-éosine, l’histologie des tissus a été observée au microscope afin d’analyser 
l’effet de l’inhibition des MMP-7 et MMP-9 au cours de la régénération. 
 

C.1.12. Analyses statistiques 

 
Les valeurs sont exprimées en moyenne ± écart type. Le test non-paramétrique de 

Mann et Whitney a été utilisé pour les analyses statistiques. Le test de χ² a été utilisé pour 
comparer le degré de différenciation des épithéliums CF et non-CF. Une différence 
significative a été définie pour p ≤ 0,05. 
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C.2. Résultats 

 
Nos analyses ont montré que les cellules épithéliales CF ont régénéré de la même 

manière dans les xénogreffes, quelque soit leur génotype. De plus, toutes les quantifications 
cellulaires effectuées, ainsi que les profils d’expression des messagers étudiés et de l’IL-8 
étaient similaires quelque soit la mutation CF. 
 

C.2.1. Etude histologique des épithéliums non-CF et CF 

C.2.1.1. Dynamique de la régénération épithéliale CF et non-CF 

 
Dans un premier temps, nous avons comparé la dynamique de régénération de 

l’épithélium CF à celle de l’épithélium non-CF (figure 30). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 30. Dynamique de régénération épithéliale respiratoire non-CF et CF. 

Lu = lumière ; m = mésenchyme ; Barres = 50 µm. 

 
La régénération CF s’est déroulée suivant les 4 stades histologiques décrits pour la 

régénération non-CF (Dupuit et al., 2000) : un 1er stade d’adhérence et de migration cellulaire 

 90



Régénération CF : Résultats 

(stade I) ; un 2ème stade de prolifération cellulaire (stade II) ; un 3ème stade de 
pseudostratification (stade III) ; un 4ème stade de différenciation épithéliale (stade IV). 

Dans les greffons non-CF et CF, les cellules épithéliales respiratoires humaines ont 
adhéré et migré après 4 jours de greffe pour former une monocouche de cellules aplaties non-
différenciées qui ont recouvert la trachée de rat dénudée (figure 30A, E) (stade I). A J13, la 
majorité de la trachée de rat était recouverte par des épithéliums non-CF (figure 30B) et CF 
(figure 30F) non-différenciés formés de plusieurs couches de cellules épithéliales recouvertes 
par une couche superficielle de cellules malpighiennes (stade II). Cependant, un épithélium 
non-différencié pseudostratifié a été observé par endroits dans les greffons non-CF (figure 
30B’) (stade III). A J25, l’épithélium non-CF est devenu complètement différencié 
histologiquement (figure 30C), formé de cellules basales, ciliées et sécrétoires (stade IV), 
alors que l’épithélium CF est soit au stade II (figure 30G) soit au stade III (figure 30G’). A 
J35, l’épithélium non-CF est différencié (figure 30D) et ressemble à celui observé à J25, et 
l’épithélium CF (figure 30H) est devenu à son tour complètement différencié (stade IV). 
 

C.2.1.2. Vitesse de différenciation des épithéliums CF et non-CF 

 
Dans le but de déterminer s’il existe une différence au niveau de la vitesse de 

différenciation des épithéliums CF et non-CF, nous avons analysé les greffons CF et non-CF 
après 25 jours de greffe (figure 31). Nous avons mis en évidence que 80% des greffons non-
CF présentent un épithélium pseudostratifié différencié mucociliaire composé de cellules 
basales, ciliées et sécrétoires, alors que seulement 18,7% des greffons CF correspondent à un 
stade histologique de différenciation correspondant au stade IV, le reste des greffons 
correspondant aux stades II et III. L’analyse statistique a montré une différence significative 
(p = 0,03) entre les résultats observés. Ainsi, l’épithélium CF présente un retard de 
régénération par rapport à l’épithélium non-CF qui atteint plus rapidement le stade de 
différenciation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 31. Degré de différenciation des épithéliums non-CF et CF à J25. 

Barres = 50 µm. 

Non-CF CF 

J25
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C.2.1.3. Hauteur des épithéliums régénérés différenciés 

 
Nous avons mesuré la hauteur des épithéliums CF et non-CF au stade IV et nous avons 

observé que la hauteur de l’épithélium différencié CF est significativement (p = 0,03) plus 
importante (46,7 ± 8,9 µm) que celle de l’épithélium différencié non-CF (34,7 ± 4,8 µm) 
(figure 32). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 32. Hauteur des épithéliums non-CF et CF. 

La mesure de la hauteur des épithéliums CF et non-CF après 35 jours de 
greffe a montré que l’épithélium CF est 1,4 fois plus haut que l’épithélium 
non-CF. Barres = 50 µm. 

 

Non-CF CF 

C.2.2. Etudes cellulaires quantitatives 

C.2.2.1. Prolifération cellulaire 

 
A un stade avancé de la maladie, la CF est caractérisée par une hyperprolifération 

cellulaire au sein de l’épithélium respiratoire de surface. Nous avons donc quantifié la 
prolifération cellulaire au cours de la régénération épithéliale CF et non-CF aux stades I, II, III 
et IV, par détection immunohistochimique de l’antigène Ki-67 qui marque le noyau des 
cellules en division (figure 33). Au stade I, aucun marquage de prolifération cellulaire n’est 
observé dans les greffons CF et non-CF. Cependant, au stade II la prolifération est maximale 
dans les greffons CF et non-CF (Stade I/stade II : p = 0,01 et 0,04 respectivement) et le 
nombre de cellules proliférantes est 3,6 fois plus élevé (p = 0,02) dans les épithéliums CF 
(90,7 ± 26,3 cellules/mmLB) par rapport aux épithéliums non-CF (25,2 ± 3,3 cellules/mmLB) 
(figure 33A, A’, C). Au stade III, la prolifération CF et non-CF est significativement moins 
importante qu’au stade II (stade II/stade III : p = 0,01 et 0,04 respectivement). Aucune 
différence significative de prolifération cellulaire n’a été observée entre les épithéliums CF et 
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non-CF (3,2 ± 0,5 vs. 1,9 ± 0,7 cellules/mmLB respectivement) à ce stade. Au stade IV, le 
nombre de cellules CF et non-CF positives au Ki-67 est significativement plus faible que celui 
observé au stade III (stade III/stade IV : p = 0,01 et 0,05 respectivement). A ce stade, aucune 
différence significative de prolifération cellulaire n’a été observée entre les épithéliums CF et 
non-CF (0,7 ± 0,7 vs. 0,5 ± 0,2 cellules/mmLB respectivement) (figure 33B, B’, C). 
L’épithélium CF manifeste donc une hyperprolifération cellulaire observée précocement 
pendant sa régé ération. 
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Figure 33. Prolifération cellulaire au cours de la régénération non-CF et CF. 

A et A’ représentent la détection immunohistochimique de Ki-67 au stade II non-
CF et CF respectivement. B et B’ correspondent au stade IV non-CF et CF 
respectivement. C représente le graphe de l’évolution du nombre de cellules 
positives au Ki-67 au cours de la régénération. Barres = 25 µm. 

 noter que la prolifération cellulaire est observée au stade II au niveau des 
s de la lame basale (figure 33A, A’), qui correspondent au stade IV à des 
 (figure 33B, B’). 
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C.2.2.2. Quantification des différents types cellulaires épithéliaux 

 
Nous avons quantifié, au stade IV, les différents types cellulaires constituant les 

épithéliums CF et non-CF. 
 

C.2.2.2.1. Les cellules basales 

 
Dans la mesure où une hyperplasie des cellules basales est fréquemment décrite dans 

la CF, nous avons quantifié le nombre de ces cellules dans les épithéliums différenciés CF et 
non-CF au stade IV, en utilisant un anticorps dirigé contre la CK13 spécifique de ces cellules 
(figure 34A, B). Le nombre des cellules basales est significativement (p = 0,002) plus 
important (1,7 fois) dans les greffons CF (147,3 ± 23,7 cellules/mmLB) par rapport aux 
greffons non-CF (88,6 ± 5,2 cellules/mmLB) (figure 34C). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 34. Quantification des cellules basales. 

A et B représentent un marquage de cellules basales au stade IV. C montre 
le nombre plus élevé de cellules basales dans les greffons CF. *p < 0,05. 
Barres = 50 µm. 
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C.2.2.2.2. Les cellules sécrétoires 

 
La littérature décrit généralement une hyperplasie des cellules sécrétoires comme 

caractéristique de la CF. Dans notre étude, nous avons utilisé l’anticorps anti-MUC5AC pour 
quantifier le nombre des cellules sécrétoires dans les épithéliums CF et non-CF. En effet, 
MUC5AC a été décrit comme étant exprimé par toutes les cellules sécrétoires (Groneberg et 
al., 2002). Pour confirmer ceci, nous avons réalisé un marquage Bleu Alcian/PAS (BA/PAS), 
spécifique de toutes les cellules sécrétoires, et un marquage MUC5AC sur les coupes sériées 
de xénogreffes CF et non-CF. Nous avons pu observer que le marquage MUC5AC correspond 
à toutes les cellules sécrétoires dans les greffons CF et non-CF (figure 35). 
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Figure 35. Marquage BA/PAS et MUC5AC sur des épithéliums non-CF et CF 
différenciés. 

A, B : coloration AB/PAS. C, D : immunodétection de MUC5AC. Barre = 50 µm. 

près quantification des cellules MUC5AC et MUC5B-positives (figure 36A, B), 
ons observé que le nombre de cellules sécrétoires n’est pas différent dans les greffons 
n-CF (31 ± 5,7 vs. 21,7 ± 12,4 cellules/mmLB respectivement) (figure 36C). Aucune 

asie des cellules sécrétoires n’est donc mise en évidence. 
ui concerne les cellules positives au MUC5B, seule une sous-population des cellules 
res exprime cette mucine dans les greffons CF et non-CF (figure 36A, B). De plus, 
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après quantification, il apparaît que le nombre des cellules MUC5B-positives est 3,2 fois 
moins important (p = 0,009) dans les épithéliums CF que dans les épithéliums non-CF (4,7 ± 
2,1 vs.15,1 ± 3,4 cellules/mmLB respectivement) (figure 36D). 
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igure 36. Quantification des cellules qui expriment le MUC5AC et le MUC5B. 

 et B représentent un double marquage des cellules MUC5AC-positives en jaune et 
UC5B-positives en rouge (co-localisation en orange). Quantification des cellules 
UC5AC-positives (C) et MUC5B-positives (D). *p < 0,05. Barre = 50 µm. 

C.2.2.2.3. Les cellules ciliées 

us avons quantifié le nombre de cellules ciliées grâce à un marquage de la β-
igure 37A, B) et observé que leur nombre n’est pas différent dans les épithéliums 
différenciés CF et non-CF (104,7 ± 6,2 vs. 120,8 ± 20,1 cellules/mmLB 
ent) (figure 37C). Il faut également noter la forme allongée des cellules ciliées CF 

 aux cellules non-CF. 
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Figure 37. Nombre des cellules ciliées dans les épithéliums non-CF et CF. 

A (non-CF) et B (CF) représentent l’immunodétection de la β-tubuline. C : 
quantification des cellules β-tubuline-positives. Barre = 50 µm. 

 

C.2.3. Marqueurs de différenciation fonctionnelle : ZO-1 et CFTR 

 
Pour confirmer la différenciation histologique des greffons observés après 35 jours de 

greffe, nous avons étudié 2 marqueurs de différenciation fonctionnelle épithéliale : ZO-1 et 
CFTR. 
ZO-1 est une protéine associée aux jonctions serrées qui se trouve uniquement au niveau des 
épithéliums différenciés (Dupuit et al., 2000). La présence des jonctions serrées est en outre 
un indicateur de l’intégrité de la barrière épithéliale qui joue un rôle très important dans la 
défense de l’épithélium. ZO-1 est présent au niveau du pôle apical des épithéliums non-CF et 
CF (figure 38A, A’). 
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La protéine CFTR est généralement exprimée sur la membrane apicale des cellules ciliées 
non-CF. Son expression à ce niveau est théoriquement absente dans les épithéliums CF du fait 
des mutations qui empêchent sa présence sur la membrane plasmique. Cependant, nos 
analyses de sa localisation, par immunohistochimie, ont montré qu’elle est exprimée au pôle 
apical de tous les épithéliums régénérés différenciés non-CF et CF au stade IV (figure 38B, 
B’), quelque soit le génotype dépisté. 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 38. Différenciation des épithéliums non-CF et CF mise en évidence par ZO-1 et CFTR. 

A (non-CF) et A’ (CF) montrent le marquage ZO-1 qui forme une ceinture autour des cellules 
épithéliales au niveau apical. Toutes les cellules ciliées non-CF (B) et CF (B’) sont marquées par le 
CFTR. Barre = 25 µm. 
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C.2.4. Expression des gènes codant pour l’IL-8, les MMP-7 et -9 et pour le 

TIMP-1 au cours de la régénération 

 
Nous avons analysé l’expression de l’IL-8, des MMP-7 et -9 ainsi que l’expression de 

leur inhibiteur tissulaire TIMP-1 afin de comparer leur profil d’expression au cours de la 
régénération des épithéliums CF et non-CF. L’IL-8 est une cytokine pro-inflammatoire 
généralement décrite comme surexprimée dans les épithéliums différenciés CF (Escotte et al., 
2003). Les MMPs ont montré leur implication dans la régénération de l’épithélium non-CF 
(Coraux et al., 2005b), mais n’ont jamais été étudié pendant la régénération de l’épithélium 
respiratoire CF. 
L’analyse de l’expression de ces gènes au cours de la régénération CF et non-CF, aux stades I, 
II, III et IV, a été effectuée par RT-PCR en utilisant des amorces spécifiques des ARNm 
humains. Les valeurs densitométriques des bandes de transcrits d’IL-8, MMP-7, -9 et TIMP-1 
obtenues ont été normalisées à celles du gène de ménage GAPDH. Dans tous les résultats qui 
suivent, aucune expression de ces transcrits n’a été observée dans les trachées inoculées avec 
le milieu de culture seul, sans cellules épithéliales. 
 

C.2.4.1. Expression de l’IL-8 

 
Les transcrits d’IL-8 ont été détectés à la taille attendue de 222 pb (figure 39A). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 

 

39. Expression de l’IL-8 au cours de la régénération non-CF et CF. 
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La figure 39B montre l’expression relative de l’IL-8 au cours de la régénération CF et 
non-CF. Le niveau d’ARNm d’IL-8 est significativement plus élevé dans les épithéliums CF 
que dans les épithéliums non-CF : 10,5 fois au stade I (p = 0,01), 22,5 fois au stade II (p = 
0,004), 48,5 fois au stade III (p = 0,005) et 10,8 fois au stade IV (p = 0,005). 
Pendant la régénération non-CF et CF, l’expression d’IL-8 a progressivement diminué. Dans 
les greffons non-CF, l’IL-8 a diminué 7,5 fois (p = 0,04) au stade III par rapport au stade I, 
puis, son expression a augmenté au stade IV par comparaison au stade III (p = 0,04), sans 
toutefois une différence significative entre les stades I et IV. Dans les greffons CF, son 
expression a diminué progressivement jusqu’à 2,8 fois au stade IV par rapport au stade I (p = 
0,001) (stade I/stade II : p = 0,002 ; stade III/stade IV : p = 0,004). 
Ainsi, l’expression de l’IL-8 est accrue dans les épithéliums CF et est dérégulée pendant la 
régénération de l’épithélium respiratoire CF. 
 

C.2.4.2. Expression de la MMP-7 

 
Les transcrits de MMP-7 ont été détectés à la taille attendue de 102 pb (figure 40A). 
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re 40. Expression de la MMP-7 au cours de la régénération non-CF et CF. 

40B montre l’expression relative de la MMP-7 au cours de la régénération 
 niveau d’ARNm de la MMP-7 est 3,1 fois et 2,6 fois plus élevé aux stades I 
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(p = 0,03) et II (p = 0,005), respectivement, pendant la régénération CF par rapport à la 
régénération non-CF. 
Au cours de la régénération épithéliale non-CF, l’expression de la MMP-7 a significativement 
augmenté de 4 fois au stade IV par rapport au stade I (p = 0,03), alors que son expression n’a 
pas significativement changé pendant la régénération de l’épithélium CF. 
Ainsi, l’expression de MMP-7 est précocement dérégulée pendant la régénération CF. 
 

C.2.4.3. Expression de la MMP-9 

 
Les transcrits de MMP-9 ont été détectés à la taille attendue de 248 pb (figure 41A). 
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 41. Expression de la MMP-9 au cours de la régénération non-CF et CF. 

41B montre l’expression relative de la MMP-9 au cours de la régénération 
 niveau d’ARNm de la MMP-9 est 1,7 fois plus élevé au stade I (p = 0,05), 2 
 stade II (p = 0,006), 4,7 fois plus élevé au stade III (p = 0,005), mais 4 fois 
 IV (p = 0,0001) dans l’épithélium CF que dans l’épithélium non-CF au 
ration. 
ration non-CF, l’expression de la MMP-9 n’a pas changé au cours des trois 

mais a significativement augmenté de 3 fois (p = 0,03) et de 6,2 fois (p = 
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0,02) au stade IV par rapport au stade I et au stade III respectivement. A l’inverse, au cours de 
la régénération CF, son expression a augmenté de 1,7 fois au stade II par rapport au stade I (p 
= 0,0009), puis a diminué progressivement de 3,6 fois au stade IV par rapport au stade II (p = 
0,0001) (stade II/stade III : p = 0,01 ; stade III/stade IV : p = 0,002). 
Ainsi, l’expression de la MMP-9 est complètement dérégulée à tous les stades de la 
régénération CF. 
 

C.2.4.4. Expression de TIMP-1 

 
Les transcrits de TIMP-1 ont été détectés à la taille attendue de 222 pb (figure 42A). 
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re 42. Expression de TIMP-1 au cours de la régénération non-CF et CF. 

42B montre l’expression relative du TIMP-1 au cours de la régénération CF 
e l’IL-8, le niveau d’ARNm de TIMP-1 est significativement plus élevé au 
ration CF que la régénération non-CF : 5 fois au stade I (p = 0,01), 20,5 fois 
002), 19,5 fois au stade III (p = 0,005) et 7,6 fois au stade IV (p = 0,005). 
ération non-CF, l’expression de TIMP-1 est constante, alors que pendant la 
 son expression a significativement augmenté de 2,8 fois au stade II (p = 
iminué progressivement jusqu’à 2 fois au stade IV par rapport au stade II (p 
I/stade III : p = 0,002 ; stade III/stade IV : p = 0,009). 
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Ainsi, l’expression de TIMP-1 est également dérégulée au cours de la régénération CF avec 
une surexpression à tous les stades. 
 

C.2.5. Sécrétion d’IL-8 et des MMP-7 et -9 au cours de la régénération 

 
Après avoir analysé l’expression des ARNm correspondants à l’IL-8, la MMP-7 et la 

MMP-9, nous avons analysé le profil de sécrétion protéique de ces facteurs dans les 
surnageants recueillis aux stades I, II, III et IV de la régénération CF et non-CF. 
 

C.2.5.1. Sécrétion d’IL-8 

 
Les sécrétions d’IL-8 humaine au cours de la régénération CF et non-CF ont été 

quantifiées par dosage ELISA (figure 43). 
Le niveau de sécrétion d’IL-8 est 2,6 fois plus élevé au stade I (p = 0,05) et 6,6 fois 

plus élevé au stade III (p = 0,02) dans les surnageants CF que dans les surnageants non-CF. 
Pendant la régénération non-CF, la quantité d’IL-8 a significativement diminué de 2,2 fois au 
stade II (p = 0,04), pour rester ensuite constante à un bas niveau pendant les 3 derniers stades. 
Au cours de la régénération CF, la sécrétion d’IL-8 n’a pas changé durant les trois premiers 
stades, mais a diminué de 3,6 fois (p = 0,02) et 3,7 fois (p = 0,03) au stade IV par rapport aux 
stades III et I respectivement. Ainsi, les sécrétions d’IL-8 sont dérégulées au cours de la 
régénération CF où elles sont accrues, surtout pendant les trois premiers stades. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 43. Profil de sécrétion de l’IL-8 au cours de la régénération non-CF et CF. 
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C.2.5.2. Sécrétion de MMP-7 

 
La sécrétion de MMP-7 au cours de la régénération CF et non-CF a été analysée par 

zymographie sur gel de caséine. Deux bandes apparaissent sur le gel, l’une à 28 KDa qui 
correspond à la forme latente, et l’autre à 19 KDa qui correspond à la forme active de la 
MMP-7 (figure 44A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 44. Sécrétion de la MMP-7 au cours de la régénération non-CF et CF. 

 
Le graphe de la figure 44B montre la sécrétion relative de la MMP-7 au cours de la 

régénération CF et non-CF. Le niveau de sécrétion de la MMP-7 est 2,9 fois moins élevé au 
stade I (p = 0,04), mais 6,2 fois plus élevé au stade II (p = 0,04) dans les surnageants CF que 
dans les surnageants non-CF. 
Pendant la régénération non-CF, après une baisse non significative entre le stade I et le stade 
II, la sécrétion de MMP-7 a significativement augmenté de 3,1 fois au stade III par rapport au 
stade I (p = 0,04), pour rester par la suite constante. Au cours de la régénération CF, la 
quantité de MMP-7 a augmenté de façon significative : 11,4 fois au stade III par rapport au 
stade I (p = 0,04) (stade I/stade II : p = 0,03 ; stade II/stade III : p = 0,03). La MMP-7 sécrétée 
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est restée ensuite constante entre le stade III et le stade IV de la régénération CF. Ainsi, le 
profil de sécrétion de la MMP-7 est lui aussi dérégulé au cours de la régénération CF. 
 

C.2.5.3. Sécrétion de MMP-9 

 
La sécrétion de MMP-9 au cours de la régénération CF et non-CF a été analysée par 

zymographie sur gel de gélatine. Deux bandes apparaissent sur le gel, l’une à 92 KDa qui 
correspond à la forme latente, et l’autre à 84 KDa qui correspond à la forme active de la 
MMP-9 (figure 45A). 
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. Sécrétion de la MMP-9 au cours de la régénération non-CF et CF. 

la figure 45B montre la sécrétion relative de la MMP-9 au cours de la 
on-CF. Le niveau de sécrétion de MMP-9, dans les surnageants des 
is plus élevé au stade I (p = 0,03), 3,7 fois plus élevé au stade II (p = 
evé au stade III (p = 0,04), mais 4,8 fois moins élevé au stade IV (p = 
nageants non-CF. 
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Pendant la régénération non-CF, la MMP-9 sécrétée a progressivement augmenté jusqu’à 3,7 
fois au stade IV par rapport au stade I (p = 0,04) (stade II/stade III : p = 0,04 ; stade III/stade 
IV : p = 0,04). Par contre, la sécrétion de MMP-9 dans les greffons CF a significativement 
augmenté de 2,2 fois au stade II par rapport au stade I (p = 0,01), puis a progressivement 
diminué jusqu’à 5,7 fois au stade IV par comparaison au stade II (p = 0,02) (stade III/stade 
IV : p = 0,04). 
Ainsi, la MMP-9 sécrétée est dérégulée au cours de la régénération épithéliale CF. 
 

C.2.6. Inhibition des MMPs au cours de la régénération 

 
L’inhibition des MMPs a été effectuée à l’aide d’inhibiteurs chimiques qui bloquent 

les MMPs sécrétées dans les surnageants des xénogreffes. L’inhibition des MMP-7 et -9 au 
cours de la régénération de l’épithélium respiratoire non-CF a été étudiée au laboratoire 
(Coraux et al., 2005b), et nous avons montré que ces 2 MMPs sont directement impliquées 
dans le processus de régénération de l’épithélium normal. Afin de déterminer leur implication 
au cours de la régénération CF, nous avons procédé à leur inhibition pendant toute la période 
de greffe, c’est-à-dire de J0 jusqu’à J35. 
 

C.2.6.1. Inhibition de la MMP-7 

 
Les greffons CF et non-CF ayant été traités avec l’inhibiteur de la MMP-7, ainsi que 

les greffons contrôles ont été prélevés à J35 et cryofixés pour une analyse histologique de 
l’épithélium après une coloration hématoxyline-éosine. 

Dans les xénogreffes contrôles non-CF et CF, un épithélium pseudostratifié mature a 
été observé, composé de cellules basales, ciliées et sécrétoires (figure 46A, A’). L’inhibition 
de la MMP-7 dans les greffons non-CF a entraîné la génération d’un épithélium hyperplasique 
(des cellules basales) caractérisé par l’absence de la distribution classique des 3 types 
cellulaires de l’épithélium respiratoire (figure 46B). De même, l’inhibition de la MMP-7 au 
cours de la régénération CF a entraîné la génération d’un épithélium hyperplasique (des 
cellules basales), et un défaut de différenciation mucociliaire (figure 46B’). 
Ainsi, comme lors de la régénération non-CF, la MMP-7 semble être impliquée dans la 
régénération de l’épithélium respiratoire CF. 
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Figure 46. Inhibition de la MMP-7 au cours de la régénération non-CF et CF. 

Comme le montrent les images B et B’, l’inhibition de la MMP-7 dans les greffons non-CF et 
CF entraîne une hyperplasie cellulaire et un défaut de différenciation mucociliaire. Barre = 50 
µm. 

C.2.6.2. Inhibition de la MMP-9 

Comme pour la MMP-7, les greffons CF et non-CF ayant été traités avec l’inhibiteur 
a MMP-9, ainsi que les greffons contrôles ont été prélevés à J35 et cryofixés pour une 
yse histologique de l’épithélium après une coloration hématoxyline-éosine. 

Dans les greffons contrôles non-CF et CF, un épithélium pseudostratifié mucociliaire a 
bservé (figure 47A, A’). Dans les greffons non-CF, l’inhibition de la MMP-9 a généré un 
élium hyperplasique présentant un défaut de différenciation mucociliaire (figure 47B). 

endant, l’inhibition de la MMP-9 au cours de la régénération CF a entraîné la 
nstitution d’un épithélium très fin, composé principalement d’une monocouche de 
les de phénotype sécrétoire (figure 47B’). 
i, la MMP-9 est directement impliquée dans la régénération de l’épithélium respiratoire 
omme le montre cette expérience d’inhibition. 
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Figure 47. Inhibition de la MMP-9 au cours de la régénération non-CF et CF. 

Les images B et B’ montrent que l’inhibition de la MMP-9 se manifeste par la régénération d’un 
épithélium remodelé indifférencié présentant une seule assise de cellules sécrétoires (flèches) dans 
les greffons CF. Barre = 50 µm. 
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C.3. Discussion 

 
Dans cette première partie, nous avons comparé le processus de régénération de 

l’épithélium respiratoire CF et non-CF, dans le but de déterminer si le remodelage observé 
dans l’épithélium respiratoire des patients CF est dû à un processus anormal de régénération 
après lésion épithéliale, et ce, indépendamment de toute composante infectieuse. Nous avons 
montré, dans un modèle de xénogreffe humanisée dans la souris nude, en dehors de toute 
infection, que la régénération de l’épithélium respiratoire CF est retardée par rapport à celle 
de l’épithélium non-CF, et est caractérisée par la restauration d’un épithélium CF remanié. 
Nous avons également montré que la régénération épithéliale CF est accompagnée d’une 
altération de l’expression et de la sécrétion de quelques médiateurs, notamment l’IL-8, la 
MMP-7, la MMP-9 et leur inhibiteur tissulaire TIMP-1. 

 
Plusieurs études in vivo ont montré que la régénération de l’épithélium respiratoire de 

surface était caractérisée par une première étape d’adhérence et de migration cellulaire, suivie 
par une étape de prolifération et stratification cellulaire, une pseudostratification de 
l’épithélium, et une étape finale de différenciation épithéliale (McDowell et al., 1979 ; Dupuit 
et al., 2000). Cependant, la dynamique de régénération de l’épithélium respiratoire CF, ainsi 
que sa comparaison à celle de l’épithélium non-CF n’a jamais été établie auparavant. Nos 
données montrent que la régénération et la différenciation complète de l’épithélium CF sont 
retardées. Nous avons également observé une hyperprolifération cellulaire au stade II de la 
régénération CF concomitante avec une surexpression et une sécrétion accrue de l’IL-8, des 
MMPs et du TIMP-1. Outre son activité pro-inflammatoire, l’IL-8 a été impliquée dans la 
stimulation de la prolifération, de la migration, et de la différenciation des cellules épithéliales 
intestinales humaines (Maheshwari et al., 2002), ainsi que dans la prolifération des 
kératinocytes humains et dans la cicatrisation de la peau (Rennekampff et al., 2000). L’IL-8 a 
également montré son effet activateur de la prolifération des cellules endothéliales de la veine 
ombilicale (Li et al., 2002). De plus, il a été montré que le blocage de l’IL-8 inhibe ses effets 
pro-migratoires sur les cellules épithéliales du colon humain (Wilson et al., 1999), et entraîne 
l’inhibition de la prolifération des cellules stromales de l’endomètre humain (Iba et al., 2004). 
De la même façon, la MMP-7 et le TIMP-1 ont montré leur implication dans la stimulation de 
la prolifération des cellules épithéliales de la lignée MDCK et d’autres variétés de cellules 
humaines (lymphoblastes, cellules endothéliales de l’artère pulmonaire, cellules de lymphome 
de Burkitt, cellules de l’hépatome, fibroblastes gingivaux, cellules épidermiques) (Hayakawa 
et al., 1992 ; Harrell et al., 2005). Ces données et nos résultats suggèrent que l’IL-8, les 
MMPs et le TIMP-1 stimulent la prolifération cellulaire au stade II de la régénération de 
l’épithélium CF, entraînant probablement le retard de différenciation observé. Deux 
conséquences pourraient résulter du retard de régénération chez les patients CF : d’une part, 
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l’épithélium CF ne restaurerait pas assez rapidement ses fonctions de défenses comme la 
clairance mucociliaire et la sécrétion de molécules antibactériennes après lésion épithéliale ; 
d’autre part, la susceptibilité de l’épithélium à une infection bactérienne serait accrue. En 
effet, il a été démontré dans notre laboratoire que, durant sa réparation, l’épithélium 
respiratoire expose des récepteurs de type asialo ganglioside M1 et intégrine α5β1 qui seront 
reconnus par certaines bactéries pathogènes comme Pseudomonas aeruginosa et Hœmophilus 
influenzae (Plotkowski et al., 1996 ; de Bentzmann et al., 1996a ; de Bentzmann et al., 1996b 
; Roger et al., 1999). Ces bactéries vont produire également des toxines qui vont augmenter la 
perméabilité de l’épithélium de surface (Azghani et al., 1996 ; Virkola et al., 1996). Ainsi, 
plus la régénération de l’épithélium respiratoire est lente, plus sa susceptibilité à l’infection 
bactérienne est accrue. 

 
Dans notre étude, l’épithélium CF différencié dans le modèle de xénogreffe est plus 

haut que l’épithélium non-CF différencié. Dans la littérature, les données relatives à la 
hauteur de l’épithélium respiratoire de surface humain sont rares. Il a été montré que la 
hauteur de l’épithélium humain n’était pas différente entre les patients asthmatiques et les 
sujets sains (Shebani et al., 2005), alors qu’elle était plus importante après une infection par le 
virus de l’influenza (Soderberg et al., 1990). Nos résultats sont en accord avec ceux de 
Voynow et al. qui ont décrit que, dans les tissus respiratoires inflammatoires et infectés CF 
obtenus après une transplantation pulmonaire, la hauteur de l’épithélium respiratoire CF était 
deux fois supérieure à celle de l’épithélium non-CF (Voynow et al., 2005). De plus, Tiddens 
et al. ont montré une augmentation de la hauteur de l’épithélium CF par rapport à l’épithélium 
des patients atteints de broncho-pneumopathies chroniques obstructives (BPCO) (Tiddens et 
al., 2000). Ces deux derniers résultats suggèrent l’implication de l’infection et/ou 
l’inflammation dans l’augmentation de la hauteur de l’épithélium respiratoire. Dans notre cas, 
le processus de régénération de l’épithélium respiratoire CF s’est déroulé en l’absence de 
toute infection, mettant en valeur le rôle de l’inflammation, et donc la potentielle contribution 
de l’IL-8 dans ce processus. 
Néanmoins, les conséquences de l’augmentation de la hauteur de l’épithélium CF restent 
inconnues. Cette modification morphologique, affecte-t-elle les fonctions de l’épithélium 
telles que la clairance mucociliaire et la sécrétion de peptides antimicrobiens ? 
 

L’hyperprolifération cellulaire et l’hyperplasie des cellules basales sont généralement 
associées à la pathologie de la CF (Leigh et al., 1995 ; Brezillon et al., 1997a ; Voynow et al., 
2005), ainsi qu’à d’autres maladies inflammatoires (Polosukhin et al., 2001 ; Chilosi et al., 
2002). Dans nos expériences, l’hyperprolifération cellulaire des cellules épithéliales dans les 
greffons CF observée au stade II est en accord avec les données de Voynow et al. qui ont 
montré que, à un stade avancé de la maladie, l’index de prolifération cellulaire dans 
l’épithélium CF était cinq fois plus important que celui de l’épithélium non-CF (Voynow et 
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al., 2005). Cependant, nos résultats montrent que l’hyperprolifération cellulaire observée au 
stade II de la régénération CF est devenue non significative dans les épithéliums différenciés 
au stade IV. Ces résultats suggèrent que l’hyperplasie des cellules basales observée au stade 
IV pourrait être une conséquence directe de l’hyperprolifération observée précocement au 
stade II. La différence non-significative de la prolifération cellulaire entre les épithéliums CF 
et non-CF au stade IV serait probablement due à l’environnement non infectieux dans notre 
modèle de xénogreffe. 

 
Outre notre hypothèse de l’implication de la dérégulation de l’IL-8 et des MMPs dans 

le remodelage de l’épithélium respiratoire au cours de la régénération CF, nous ne devons pas 
exclure l’impact de la mutation de CFTR dans ce phénomène. En effet, il a été montré que les 
cellules épithéliales intestinales de souris déficientes en CFTR ont une capacité de migration 
et de prolifération qui est accrue par rapport aux cellules des souris normales (Gallagher et al., 
2001). De plus, la surexpression de CFTR pourrait avoir comme conséquences une 
augmentation (Larson et al., 2000) ou une diminution (Ye et al., 2001) de la prolifération de 
cellules épithéliales respiratoires. Il restera donc à déterminer si la correction de CFTR, dans 
notre modèle de xénogreffe, pourrait empêcher l’hyperprolifération cellulaire ainsi que le 
retard de différenciation qui sont observés pendant le processus de régénération de 
l’épithélium CF. 

Pour la réalisation du présent travail, nous avons utilisé sept prélèvements CF 
présentant des mutations qui appartiennent aux classes I (G542X), II (∆F508) et IV (E92K, 
547delA). En théorie, CFTR ne doit pas être localisé à la membrane plasmique apicale des 
cellules ciliées quand sa mutation appartient aux classes I et II. Cependant, nous avons pu 
retrouver l’expression de CFTR au niveau apical de tous les épithéliums CF régénérés, 
quelque soit le génotype. Ces résultats sont en parfait accord avec des travaux précédemment 
réalisés dans notre laboratoire, dans lesquels il a été montré que CFTR est exprimé à la 
surface de tous les épithéliums CF étudiés lorsque ceux-ci sont parfaitement polarisés et 
différenciés (Dupuit et al., 1995b ; Kalin et al., 1999). Cependant, il est à noter que la 
présence de CFTR à la surface des épithéliums CF n’implique pas nécessairement sa 
fonctionnalité, notamment sa capacité de sécréter les ions Cl-. Des études ultérieures de la 
fonctionnalité des épithéliums CF régénérés devront être réalisées. 

 
Nous avons montré que le nombre de cellules sécrétoires, analysé par un marquage 

MUC5AC dans les greffons non infectés, n’est pas différent dans les épithéliums régénérés 
CF et non-CF. De plus, le nombre de cellules sécrétoires qui expriment le MUC5B est plus 
faible dans les greffons CF par rapport aux greffons non-CF. Le nombre de cellules 
sécrétoires a été décrit comme étant accru dans quelques maladies inflammatoires comme 
l’asthme, où MUC5B est sous-exprimé (Ordonez et al., 2001). De façon similaire, une 
hyperplasie des cellules sécrétoires associée à une augmentation du niveau d’expression du 
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MUC5AC a été observée chez les patients atteints de BPCO en comparaison de sujets sains 
(Ma et al., 2005). En ce qui concerne la CF, nos résultats semblent en contradiction avec 
d’autres études de la littérature, puisque l’hypersécrétion associée à une hyperplasie des 
cellules sécrétoires a été longtemps considérée comme étant la première cause des 
complications survenants dans la CF. En effet, plusieurs études non quantitatives ont décrit 
une hyperplasie des cellules sécrétoires de l’épithélium CF in situ (Bedrossian et al., 1976 ; 
Hauber et al., 2004). Cependant, des résultats contradictoires ont été rapportés par Danel et al. 
dans des brossages nasaux (Danel et al., 1996), et par Voynow et al. sur des coupes 
d’épithéliums respiratoires (Voynow et al., 2005), tous les deux ne montrant pas de différence 
significative entre le nombre de cellules sécrétoires dans les épithéliums CF et non-CF. De 
plus, il a été récemment montré que le nombre de cellules exprimant le MUC5AC était 
identique dans les épithéliums des polypes nasaux CF et non-CF, alors que le nombre de 
cellules positives au MUC5B était moins important dans les épithéliums CF (Martinez-Anton 
et al., 2006). Il existe également une controverse concernant l’expression et la sécrétion des 
mucines 5AC et 5B chez les sujets CF et non-CF. Bien qu’une diminution de l’expression de 
MUC5AC a été décrite dans les cellules nasales non inflammatoires de patients CF (Voynow 
et al., 1998), aucune différence significative du niveau de sécrétion de cette mucine dans les 
mucus CF et non-CF n’a été rapportée, hormis un taux élevé de MUC5B de faible poids 
moléculaire observé dans les mucus CF (Kirkham et al., 2002). MUC5AC et MUC5B ont 
également été trouvées à très faibles concentrations dans les mucus CF par rapport aux non-
CF (Henke et al., 2004). D’après toutes ces données contradictoires, il est important de noter 
que tous les tissus obtenus dans les études citées ci-dessus, pour la quantification des cellules 
sécrétoires et des différentes mucines, proviennent de patients CF infectés et inflammés à 
différents stades de la maladie, compromettant donc la comparaison avec les tissus provenant 
de sujets sains. Néanmoins, nos résultats sont en accord avec d’autres (Danel et al., 1996 ; 
Hubeau et al., 2001b ; Voynow et al., 2005 ; Martinez-Anton et al., 2006), et plus 
particulièrement avec ceux de Sturgess et Imrie (Sturgess et al., 1982) qui ont montré que le 
nombre de cellules sécrétoires n’était pas modifié dans les épithéliums respiratoires de fœtus 
CF non infectés. Ceci suggère que l’hyperplasie des cellules sécrétoires n’est pas 
systématique à un stade précoce de la maladie, et qu’elle apparaît plus tardivement quand 
l’infection et l’inflammation sont installées. 

 
Nous avons montré que la cytokine pro-inflammatoire IL-8 est surexprimée pendant 

tout le processus de régénération CF. L’IL-8 a été largement décrite comme étant accrue dans 
la CF (Machen et al., 2006), ce qui conforte nos résultats et suggère l’implication de cette 
cytokine dans la régénération, ainsi que son rôle dans la régulation des MMPs. 

Pendant les premiers stades de la régénération de l’épithélium respiratoire humain de 
surface CF, MMP-7, MMP-9 et TIMP-1 sont surexprimés suggérant leur implication dans la 
migration, la prolifération, et la pseudostratification de l’épithélium. Le rôle des MMP-7 et -9 
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dans le contrôle de la migration des cellules épithéliales, après lésion et remodelage de 
l’épithélium respiratoire, a été démontré (Buisson et al., 1996b ; Dunsmore et al., 1998 ; 
Legrand et al., 1999 ; Parks et al., 2001 ; Atkinson et al., 2003). De plus, les taux 
significativement élevés des MMPs et de TIMP-1 au stade II de la régénération CF suggèrent 
fortement leur implication dans l’hyperprolifération observée à ce stade, puisque l’activité 
mitogénique de la MMP-7 et de TIMP-1 a été précédemment décrite (Hayakawa et al., 1992 ; 
Ritter et al., 1999 ; Harrell et al., 2005). Plus particulièrement, l’expression de la MMP-7 
reste élevée à la fin de la régénération CF au stade IV, avec un taux similaire à celui observé 
au stade IV non-CF, alors que l’expression de la MMP-9 diminue à la fin de la régénération 
CF pour devenir inférieure à celle observée au stade IV non-CF. Nous avons récemment 
montré dans le modèle de xénogreffe trachéale que les MMPs jouent un rôle déterminant dans 
la régénération de l’épithélium respiratoire non-CF puisque leur inhibition a entraîné un 
remodelage de l’épithélium et une absence de la différenciation mucociliaire (Coraux et al., 
2005b). Nous montrons également ici l’implication de ces MMPs dans la régénération de 
l’épithélium respiratoire CF. Les conséquences de l’inhibition de la MMP-7 sont identiques 
dans les greffons CF et non-CF, ce qui est probablement lié à un niveau d’expression 
identique de cette MMP à la fin de la régénération CF et non-CF. Cependant, lorsque nous 
inhibons la MMP-9, un épithélium très fin est régénéré dans les greffons CF, différent de 
celui obtenu dans les greffons non-CF. Cette différence pourrait s’expliquer par la différence 
du niveau d’expression de la MMP-9 au cours de la régénération CF et non-CF, et 
principalement au cours de la dernière étape de différenciation. En effet, la concentration en 
inhibiteur utilisée a été la même dans les greffons CF et non-CF, et similaire tout au long de la 
régénération. Il est probable que, pour tenter de ramener les concentration en MMP-9 dans les 
greffons CF au niveau des concentrations observées dans les greffons non-CF et ainsi tenter 
de restaurer la régénération d’un épithélium non remanié, la concentration en inhibiteur doit 
être modulée de façon fine au cours des trois premières étapes de la régénération et que 
l’utilisation de MMP-9 exogène remplace l’inhibiteur au cours de la dernière étape de 
différenciation cellulaire. Cette approche est actuellement difficile à mettre en œuvre 
techniquement mais permettrait de démontrer sans ambiguïté, le rôle de la dérégulation de la 
MMP-9 dans la génération d’un épithélium remanié dans la CF. Néanmoins, nos résultats 
suggèrent que la MMP-9 joue un rôle majeur dans la différenciation de l’épithélium 
respiratoire de surface CF. En tenant compte de sa chute entre les stades II et IV, ainsi que de 
son taux d’expression et de sécrétion très bas au stade IV, la sous-expression de la MMP-9 
pourrait être responsable du retard de la régénération de l’épithélium CF. 
Concernant le TIMP-1, nous avons montré sa surexpression dans les épithéliums CF par 
rapport aux non-CF pendant la régénération épithéliale, avec un profil d’expression très 
proche de celui de la MMP-9, suggérant leur association durant ce phénomène. Lee et al. ont 
récemment montré que les souris déficientes en TIMP-1 sont plus résistantes aux infections 
cornéennes par P. aeruginosa, et qu’elles éliminent plus rapidement les infections par rapport 
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aux souris normales. De plus, ils ont montré que la MMP-9 est nécessaire à la résistance de 
ces souris contre l’infection bactérienne (Lee et al., 2005a). A la lumière de ces résultats, nous 
suggérons que l’expression élevée de TIMP-1, associée à la faible expression de la MMP-9 
dans les épithéliums CF bien différenciés pourraient rendre l’épithélium CF plus sensible aux 
infections de P. aeruginosa, très fréquentes dans la CF. 
 

En conclusion, notre étude met en évidence qu’en l’absence de toute infection, la 
régénération de l’épithélium respiratoire CF est retardée et anormale, entraînant ainsi la 
reconstitution d’un épithélium remanié. Ceci suggère que le remodelage observé dans les 
épithéliums CF humains n’est pas seulement dû à l’environnement infectieux lié à la maladie, 
mais aussi à un processus anormal de régénération épithéliale. Nos résultats suggèrent enfin 
que le processus anormal de régénération pourrait être au moins en partie la conséquence d’un 
déséquilibre de l’expression des MMPs, TIMP-1 et de l’IL-8 par les cellules épithéliales 
respiratoires humaines CF au cours de ce phénomène. 
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DD..  IIDDEENNTTIIFFIICCAATTIIOONN  DDEESS  CCEELLLLUULLEESS  PPRROOGGEENNIITTRRIICCEESS  DDEE  
LL’’EEPPIITTHHEELLIIUUMM  RREESSPPIIRRAATTOOIIRREE  DDEE  SSUURRFFAACCEE  HHUUMMAAIINN  

AADDUULLTTEE    
 
 

Dans la CF, l’épithélium respiratoire est souvent lésé et doit régénérer pour restaurer 
toutes ses fonctions. La nature des cellules souches/progénitrices de l’épithélium respiratoire 
de surface humain adulte reste toujours inconnue, malgré les avancées effectuées dans ce 
domaine jusqu’à présent chez l’animal, notamment la souris. 

Dans la partie qui va suivre, nous avons isolé, à partir des cellules épithéliales 
respiratoires humaines adultes, par la méthode de tri cellulaire par cytométrie en flux, des 
populations cellulaires constituant cet épithélium et en particulier les cellules basales, afin de 
mettre en évidence la capacité de cette population à proliférer et à reconstituer un épithélium 
pseudostratifié mucociliaire mature, identique à l’épithélium présent in vivo. 
 

D.1. Matériels et Méthodes 

D.1.1. Approche expérimentale suivie 

 
Le but de notre étude était d’identifier les cellules progénitrices à l’origine de la 

différenciation de tous les types cellulaires de l’épithélium respiratoire humain de surface. Il a 
donc fallu séparer les différentes populations épithéliales constituant l’épithélium respiratoire 
de surface humain, c’est-à-dire les cellules basales, ciliées et sécrétoires, afin de procéder aux 
tests fonctionnels permettant de mettre en évidence leur capacité progénitrice éventuelle. 

 
Il était donc indispensable dans un premier temps d’identifier un ou plusieurs 

marqueurs membranaires spécifiques de l’une des deux populations de cellules basales ou 
sécrétoires présentes dans l’épithélium de surface, les cellules ciliées étant considérées 
comme incapables de proliférer et donc de régénérer l’épithélium. Une fois ce ou ces 
marqueurs identifiés, il a fallu séparer les populations épithéliales par tri cellulaire par 
cytométrie en flux afin de procéder aux tests fonctionnels in vivo et in vitro de ces cellules 
isolées. 

 
Le schéma général de notre étude a été : 
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de ce marquage est nécessaire pour s’assurer que la positivité observée se situe au niveau 
d’une seule population cellulaire épithéliale (étape 3). Cette validation est souvent effectuée 
par la réalisation d’un double marquage, le 1er marquage utilisant le marqueur identifié, le 2ème 
utilisant un marqueur intracellulaire spécifique de l’une des populations épithéliales, tel que la 
CK13 qui marque spécifiquement les cellules basales. Après la validation du marquage, une 
4ème étape consiste à tester le marquage sur des cellules dissociées, mais en suspension dans 
une solution déterminée afin de vérifier l’accessibilité de l’anticorps utilisé à son épitope sur 
des cellules vivantes qui n’ont pas subit de fixation cellulaire préalable. Enfin, si ce dernier 
marquage est positif, et après une 5ème étape de vérification du marquage identique à la 3ème, 
l’étape de tri cellulaire (6) pourrait être abordée pour procéder à la séparation des cellules de 
l’épithélium respiratoire préalable à l’étude de leur capacité proliférative, de leur capacité à 
générer un épithélium mucociliaire in vitro dans le modèle de culture en interface air-liquide 
(IAL) et in vivo dans le modèle de xénogreffe, et de leur expression de la télomérase. 
 

D.1.2. Tissus respiratoires humains et isolement des cellules épithéliales 

 
Les tissus respiratoires (polypes nasaux) ont été obtenus par polypectomie nasale de 

patients qui ne manifestaient aucun autre signe clinique connu à l’heure de l’intervention. Les 
prélèvements ont été immédiatement transférés au laboratoire dans le milieu RPMI 1640 
tamponné par 25 mM d’HEPES et supplémenté en antibiotiques, puis lavés plusieurs fois 
avec du RPMI préalablement refroidi à 4°C. 
Un morceau de chaque polype a été immergé dans l’O.C.T., cryofixé dans les vapeurs d’azote 
liquide et conservé à -80°C pour une étude histologique et immunohistochimique de 
l’épithélium. 

Les cellules épithéliales respiratoires ont été dissociées des polypes nasaux puis 
comptées avec une cellule de Malassez selon le protocole décrit dans le paragraphe C.1.1. Ces 
cellules ont été utilisées pour l’étude immunocytochimique des marqueurs cellulaires après 
cytospin et des marqueurs cellulaires en suspension, et pour le tri cellulaire en cytométrie en 
flux. 

 

D.1.3. Histologie et morphologie cellulaire 

 
Une portion des polypes nasaux, des membranes de cultures en IAL et des xénogreffes 

ont été cryofixés dans l’O.C.T. et conservés à -80°C. Des coupes de 5 µm ont été réalisées et 
déposées sur des lames tannées. Ces coupes ont été, soit colorées avec le kit Rapid Chrome à 
l’hématoxyline-éosine pour leur étude histologique, soit conservées à -20°C pour leur étude 
immunohistochimique. 
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Les images des cultures cellulaires sur plastique avant et après le tri par cytométrie en 
flux ont été réalisées sur le microscope optique Nikon (Nikon, Champigny-Sur-Marne, 
France) avec le logiciel Visilog 5 (Noesis). Les images des coupes de tissus respiratoires et de 
xénogreffes ont été réalisées sur le microscope Axiophot (Zeiss) avec le logiciel CoolSNAP 
(Roper Scientific). 

 

D.1.4. Etude des marqueurs cellulaires en immunofluorescence 

D.1.4.1. Les anticorps utilisés 

 
Les anticorps utilisés pour notre étude ont été : la Griffonia simplicifolia isolectine B4 

couplée à la FITC (GSI-B4, 4 µg/mL) et l’anti-CD44 monoclonal de souris (IgG, clone 
A3D8, 1/100) sont de Sigma Aldrich. L’anti-AQP3 polyclonal de lapin (1/100) provient de 
chez Euromedex (Souffelweyersheim, France). L’anti-β-tubuline humaine monoclonal de 
souris (IgG2b, clone KMX-1, 1/15000) est de chez Chemicon (Temecula, Etat Unis). L’anti-
CD166 (IgG1к, clone 105902, 1/10) couplé à la biotine, et l’anti-CXCR4 (IgG, clone 
44716.111, 1/20) monoclonaux de souris proviennent de R&D Systems. L’anti-β2-nicotinique 
(IgG, clone C-20, 1/50), l’anti-CDw137 polyclonal de chèvre, ainsi que l’anti-IL-4Rα (IgG, 
clone N-17, 1/75) et l’anti-CXCR2 (IgG, clone C-19, 1/20) polyclonaux de lapin proviennent 
de chez Santa Cruz Biotechnologies. L’anti-α6 intégrine monoclonal de rat (IgG, clone G0H3, 
1/100) provient de chez Immunotech (Marseille, France). L’anti-β4 intégrine monoclonal de 
souris (IgG, clone 3E1, 1/500) est de chez Gibco BRL. 

Les anti-souris, anti-lapin et anti-rat fabriqués chez la chèvre, et l’anti-chèvre fabriqué 
chez l’âne, couplés à l’Alexa Fluor 488 et à l’Alexa Fluor 594 (IgG H+L, 1/200) proviennent 
de Molecular Probes. Les IgG1к non-immunes biotinylées de souris (clone MOPC-21, 1/20), 
proviennent de BD Biosciences (San Diego, Etat Unis). Le DAPI (200 ng/mL) provient de 
Sigma Aldrich. 
Les autres anticorps utilisés ont déjà été cités dans matériels et méthodes de la partie 
précédente (C.1.7.2.). 
 

D.1.4.2. Marquage immunohistochimique sur coupes 

 
Les coupes de tissus respiratoires, de membranes de cultures en IAL et de xénogreffes 

sont fixées à l’acétone pendant 10 min à -20°C. La suite de la procédure, résumée dans le 
tableau ci-dessous, se déroule à température ambiante : 
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Etape Solution Durée 
Rinçage PBS 15 min 
Blocage des sites non spécifiques PBS-BSA 3% 15-30 min 
Anticorps primaire PBS-BSA 1% 60 min 
Rinçage PBS 30 min 
Anticorps secondaire couplé Alexa PBS-BSA 1% 60 min 
Rinçage PBS 30 min 
DAPI PBS 10 min 
Rinçage PBS 15 min 
Contre-coloration des noyaux Hématoxyline de Harris 5 s 
Rinçage PBS 15 min 
Montage des lamelles Aquapolymount - 

 
Dans le cas des doubles marquages, les coupes ont été tout d’abord marquées avec 

l’anticorps primaire suivant la procédure décrite ci-dessus en révélant cet anticorps avec 
l’Alexa 488, puis, après une étape de lavage avec le PBS, les coupes ont été incubées avec des 
fragments Fab (H+L) d’un anticorps anti-souris (1/50 ; Jackson Immunoresearch) pendant 30 
min pour bloquer les sites libres des anticorps primaires de souris. Après un lavage au PBS, 
les coupes ont été marquées avec un autre anticorps primaire suivant la procédure décrite 
précédemment, en révélant à l’Alexa 594. La fluorescence verte, rouge et bleue est observée 
avec un microscope à fluorescence Axiophot Z1 (Zeiss) et les images sont prises avec le 
logiciel AxioVision 4.5 (Zeiss). 
Les contrôles négatifs ont été effectués en incubant les coupes avec les IgG non-immunes 
appropriées à la place de l’anticorps primaire. 

 
La quantification des cellules positives est réalisée en comptant ces dernières sur une 

longueur bien déterminée de lame basale (ou de membrane pour les cultures en IAL), et 
exprimée en nombre de cellules positives par mm de membrane ou mmLB. 
Les mêmes cellules comptées sont également exprimées en pourcentage de cellules positives 
par rapport au nombre de cellules totales constituant l’épithélium respiratoire. 
 

D.1.4.3. Marquage immunocytochimique sur cellules « cytospinées » 

 
Des cellules épithéliales sont cytospinées sur des lames tannées à l’aide du Cytospin 2 

(Shandon) à la densité de 6x104 cellules / lame, cette méthode consistant à déposer par 
centrifugation des cellules à une vitesse bien définie (800 rpm pendant 10 min) sur une lame 
tannée. Les lames sont ensuite conservées à -20°C jusqu’à leur utilisation. Les lames des 
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cellules épithéliales cytospinées sont fixées à l’acétone à -20°C pendant 10 min, puis lavées 
au PBS pendant 15 min et incubées en PBS-BSA 3% pendant 30 min. Les cellules sont 
ensuite exposées à l’anticorps primaire dilué dans le PBS-BSA 1% pendant 1 h. Après un 
lavage au PBS pendant 30 min, les lames sont incubées dans l’anticorps secondaire couplé à 
l’Alexa 488 ou 594 dilué dans le PBS-BSA 1% pendant 1 h. Après lavage au PBS pendant 30 
min, les cellules sont contre-colorées à l’hématoxyline de Harris pendant 10 s, lavées au PBS 
pendant 15 min et montées avec le liquide de montage (Aquapolymount) pour l’observation 
de la fluorescence. 

Pour la réalisation d’un double marquage, les lames sont incubées avec l’anticorps 
primaire révélé par l’anticorps secondaire couplé à l’une des Alexa, comme décrit ci-dessus. 
Ensuite, si les anticorps primaires utilisés proviennent de la même espèce, notamment de la 
souris, les cellules sont incubées avec les fragments Fab (H+L) anti-souris (la dilution sera la 
même que celle de l’anticorps primaire) pour bloquer les sites libres des anticorps primaires. 
Puis, après un lavage au PBS pendant 15 min, la même procédure décrite ci-dessus est reprise 
avec le second anticorps primaire, et l’anticorps secondaire ajouté sera couplé à l’autre Alexa. 
Les lames sont ensuite contre-colorées à l’hématoxyline et montées pour leur observation au 
microscope en fluorescence (Axiophot). 

Dans les 2 cas, les IgG non-immunes appropriées sont utilisées pour réaliser les 
contrôles négatifs, selon la même démarche expérimentale. 

 
Pour les quantifications cellulaires, le nombre de cellules positives pour le marqueur 

sélectionné est compté et exprimé en pourcentage du nombre total de cellules se trouvant sur 
la lame. 
 

D.1.4.4. Marquage immunocytochimique sur cellules en suspension 

 
Les cellules en suspension (1 à 2x106) ont été obtenues après la dissociation des 

cellules épithéliales du polype nasal. Les cellules sont incubées en présence de PBS-BSA 3% 
pendant 30 min à 4°C, en agitant légèrement le tube de temps à l’autre. Les cellules sont 
centrifugées et suspendues dans du PBS-BSA 1% contenant l’anticorps primaire pendant 25 
min à 4°C, avec agitation. Les cellules sont de nouveau centrifugées et lavées en PBS, 
centrifugées et resuspendues dans du PBS-BSA 1% contenant l’anticorps secondaire couplé à 
l’Alexa 488 pendant 25 min à 4°C. Les cellules sont ensuite lavées 2 fois en PBS et 
resuspendues dans du PBS à une concentration de 5x105 cellules/mL, puis cytospinées sur des 
lames tannées. Les cellules sont alors fixées et perméabilisées avec l’éthanol 70%, leurs 
noyaux contre-colorés avec l’hématoxyline de Harris et enfin les lames sont montées avec le 
liquide de montage Aquapolymount pour leur observation au microscope. 
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Les IgG non-immunes appropriées sont utilisées selon la même démarche pour réaliser le 
contrôle négatif de l’expérience. 

 

D.1.5. Régénération des récepteurs de surface 

 
Dans le cas où l’antigénicité d’un marqueur d’intérêt serait perdue après dissociation 

enzymatique d’un tissu, des essais de régénération de ce marqueur à la membrane plasmique 
sont réalisés comme suit. Des cellules dissociées des polypes nasaux sont ensemencées dans 
un flacon de culture de 75 cm² dans le milieu de prolifération décrit dans la partie C.1., 
pendant 1 nuit à 37°C. Les cellules sont alors lavées avec du PBS stérile (sans Ca2+ et Mg2+) 
plusieurs fois et incubées avec 5 mM d’EDTA (chélateur des ions Ca2+ et Mg2+) (Sigma 
Aldrich) dilué dans du PBS, afin de les décrocher du fond du flacon de culture. Une fois 
détachées, les cellules sont lavées en PBS et cytospinées sur des lames tannées, avant 
marquage immunocytochimique. 
 

D.1.6. Cytométrie en flux 

 
Les cellules épithéliales dissociées et comptées sont tamisées sur des tamis en nylon 

de 70 µm (BD Biosciences), puis lavées en PBS sans Ca2+ et Mg2+ contenant 2 mM d’EDTA 
(PBS-EDTA). Les cellules sont ensuite centrifugées et suspendues dans du PBS-EDTA 
contenant 5% de BSA pendant 30 min à 4°C afin de saturer les sites non spécifiques de 
reconnaissance des anticorps. 
 

D.1.6.1. Les anticorps utilisés 

 
Les anticorps utilisés pour notre étude ont été : l’anti-facteur tissulaire humain (FT) 

monoclonal de souris purifié, ou couplé à la FITC (IgG1, 1/75 et 3 µL/106 cellules 
respectivement) proviennent de American Diagnostica (Stamford, Etat Unis). L’anti-CD151 
humain monoclonal de souris purifié, ou couplé à la PE (IgG1к, clone 14A2.H1, 1/50 et 6 
µL/106 cellules respectivement), ainsi que l’isotype contrôle IgG1 non-immun de souris 
couplé à la PE (clone MOPC-21, 6 µL/106 cellules) proviennent de BD Biosciences. 
L’anti-souris polyclonal de chèvre couplé à la FITC (F(ab’)2, 1:500) et l’isotype contrôle 
IgG1 non-immun de souris (clone DAK-GO1, 1/500) sont de chez DakoCytomation. 
L’isotype contrôle IgG1 non-immun de souris (3 µL/106 cellules) est de chez Jackson 
Immunoresearch. 
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D.1.6.2. Analyse de la CK13 

 
Après l’incubation des cellules avec le PBS-EDTA-BSA pendant 30 min, 2x106 

cellules sont incubées avec 0,1% de saponine (Sigma Aldrich) diluée en PBS pendant 10 min 
à 4°C, afin de les perméabiliser. Les cellules sont ensuite lavées au PBS-EDTA et incubées 
avec l’anti-CK13 pendant 25 min à 4°C, puis avec l’anti-souris-FITC pendant 25 min à 4°C. 
Les IgG1 non-immuns de souris ont été utilisées comme isotype contrôle. Les cellules sont 
lavées 2 fois en PBS, suspendues dans du PBS-EDTA et analysées sur le FACSCalibur (BD 
Biosciences) afin de distinguer la population des cellules basales de celle des cellules 
cylindriques ciliées et sécrétoires. 
 

D.1.6.3. Tri des cellules épithéliales 

 
22,5 ± 5,8x106 cellules en moyenne ont été utilisées dans chaque expérience. Les 

cellules ont été incubées en PBS-BSA-EDTA pendant 30 min puis incubées avec l’anti-
CD151-PE et l’anti-FT-FITC, dilués dans le PBS-EDTA, pendant 20 min à 4°C. Les IgGк-PE 
et IgG1-FITC, dilués dans le PBS-EDTA, ont été utilisés comme isotypes contrôles. Les 
cellules ont ensuite été lavées 2 fois avec les PBS-EDTA et resuspendues dans la même 
solution. A ce moment, le DAPI a été ajouté aux cellules pour marquer les cellules dont 
l’intégrité cellulaire est altérée, et donc les cellules mortes. 
Le tri cellulaire a été effectué sur le trieur FACSAria (BD Biosciences) équipé de 3 lasers, 
bleu, rouge et violet. Les cellules mortes ont été exclues de la population des cellules basales 
et de celle des cellules cylindriques en dressant un graphique DAPI-A vs. FSC-A (voir les 
résultats pour les graphiques). Les agrégats et les doublets cellulaires ont été exclus de la 
population des cellules basales par des graphiques SSC-W vs. SSC-H et FSC-W vs. FSC-H. 
Finalement, la population positive de cellules basales (CD151+/FT+) et la population négative 
de cellules cylindriques (CD151-/FT-) ont été sélectionnées et triées à la vitesse de 5000 
événements / s (30 MHz de fréquence) en utilisant une option appelée « mask » réglée à 16 16 
0 (option qui améliore le rendement et la pureté des cellules triées). Après le tri, les cellules 
ont été réanalysées dans le cytomètre pour vérifier leur pureté ainsi que leur viabilité. 
Les cellules contrôles « non triées » subissent les mêmes traitements (lavages, incubation en 
PBS-BSA-EDTA, …) à l’exception de l’incubation avec les anticorps et le passage dans le 
cytomètre. Une partie de ces cellules est incubée avec le DAPI et analysée par cytométrie en 
flux afin de déterminer le pourcentage de viabilité cellulaire de la population contrôle. 

1x105 cellules triées ont été cytospinées sur des lames tannées afin de vérifier leur 
pureté par immunocytochimie grâce à des marqueurs spécifiques aux cellules basales comme 
la CK13, et aux cellules sécrétoires comme le MUC5AC. 
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D.1.7. Culture cellulaire 

 
Les cellules contrôles non triées, ainsi que les cellules triées CD151+/FT+ et CD151-

/FT- ont été ensemencées sur plastique (cultures 2D) dans des plaques 6 puits (BD 
Biosciences) à la densité de 1,5x105 cellules/cm² dans le milieu de prolifération décrit dans la 
partie C.1. du manuscrit, pour évaluer la prolifération cellulaire. 

Afin de déterminer la capacité de différenciation cellulaire in vitro des cellules triées, 
nous avons utilisé le modèle de culture en IAL (figure 48). Les cellules contrôles et triées ont 
été ensemencées à la densité de 1,5x105 cellules/cm² sur des membranes poreuses (0,4 µm de 
taille de pore) en polyester (Transwell) de 12 mm de diamètre (Corning Inc., New York, Etats 
Unis) recouvertes de collagène de type IV (Sigma Aldrich), et cultivées jusqu’à confluence 
dans le milieu de prolifération. Ce milieu a été ensuite éliminé définitivement du 
compartiment supérieur et remplacé dans le compartiment inférieur par le milieu BEBM 
(Cambrex Bio Science, Walkersville, Etats Unis) / DMEM high glucose (Gibco BRL) (1/1 
vol/vol) supplémenté en 0,5 ng/mL d’EGF, 5 µg/mL d’insuline, 0,5 µg/mL d’hydrocortisone, 
10 µg/mL de transferrine, 0.5 µg/mL d’épinéphrine, 6,5 µg/mL de triiodothyronine, 0,13 
mg/mL d’extrait pituitaire bovin (Cambrex), 1,5 µg/mL de BSA, 0,1 µM d’acide rétinoique 
(Sigma Aldrich), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine. Les cellules sont 
alors en contact avec l’air au niveau de leur pôle apical, et en contact avec le milieu de culture 
au niveau de leur pôle basal, ce qui représente donc une culture en IAL. Toutes les cultures 
sont réalisées à 37°C en atmosphère humide en présence de 5% de CO2. Les cultures en IAL 
ont été récupérées après environ 25 à 35 jours de culture. Les membranes ont été cryofixées 
dans l’O.C.T afin de procéder aux études histologiques et immunohistochimiques des 
épithéliums régénérés. 

Six tissus respiratoires humains ont été utilisés pour la réalisation de l’étude de la 
prolifération cellulaire des populations cellulaires triées et non triées, et 3 tissus pour les 
cultures en IAL. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Compartiment apical 

Cellules épithéliales 
respiratoires humaines 

isolées

Ensemencement des 
cellules isolées

Culture en interface 
air-liquide

Compartiment 
basal 

Figure 48. Schéma de culture en interface air-liquide. 
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D.1.8. Xénogreffes trachéales 

 
Les xénogreffes ont été préparées selon la procédure décrite dans la partie C.1. Les 

cellules contrôles non triées, ainsi que les populations cellulaires triées ont été ensemencées à 
la densité de 5x105 cellules / 80 µL dans le milieu de prolifération dans les trachées de rats 
dénudées qui ont été greffées sous la peau de souris nude. Les souris ont été sacrifiées après 
35 jours, et les greffons ont été prélevés et cryofixés dans l’O.C.T. afin de procéder aux 
études histologiques et immunohistochimiques des épithéliums régénérés. 

Trois tissus respiratoires humains ont été utilisés pour la réalisation des xénogreffes 
trachéales à partir de cellules triées et non triées. 
 

D.1.9. Détection de l’activité de la télomérase 

D.1.9.1. Généralités 

 
Les télomères sont formés par un complexe d’ADN (répétitions 5’-TTAGGG-3’) et de 

protéines, et protègent les extrémités des chromosomes des cellules eucaryotes des fusions, 
réarrangements et translocations. L’ADN télomérique est synthétisé spécifiquement par la 
télomérase, une ribonucléoprotéine constituée d’un ARN et de plusieurs sous-unités 
protéiques dont une transcriptase inverse, appelée hTERT (human telomerase reverse 
transcriptase) chez l’humain, capable d’ajouter des répétitions (TTAGG)n à l’extrémité 3’ des 
chromosomes tout en utilisant son propre ARN comme amorce (Blackburn et al., 1992 ; 
Forsyth et al., 2002). 

 
Il est actuellement connu que les cellules souches et progénitrices expriment un certain 

nombre de marqueurs membranaires et cytoplasmiques qui leurs sont spécifiques, et qui les 
distinguent des autres types cellulaires de l’organisme. Chez l’humain, l’activité de la 
télomérase est faiblement détectée dans les cellules souches quiescentes, mais hautement 
active dans les cellules à activité proliférative importante, notamment les cellules 
progénitrices. Au contraire, la majorité des cellules somatiques sont télomérase négatives 
(Forsyth et al., 2002). Par conséquent, les télomères de la majorité des cellules différenciées 
raccourcissent à chaque division cellulaire et ce phénomène est probablement une cause de la 
sénescence cellulaire. Ainsi, une détection de l’activité de la télomérase dans une population 
cellulaire quelconque constituerait un signe de présence de cellules progénitrices (Umemoto 
et al., 2006). 
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D.1.9.2. Principe 

 
Dans notre expérience, si les cellules contiennent une télomérase active, cette dernière 

va se fixer sur une extrémité GTT d’une amorce TS (telomerase substrate) et va ajouter des 
répétitions GGTTAG. L’allongement de plusieurs fragments TS se produit en même temps ; 
le nombre de répétitions ajoutées est variable. Les fragments synthétisés diffèreront en taille 
de 6 bp. 

 

ag ggttag ggttag ggttag ggttag ggttag –3’ Télomérase 

5’ GTT 
TS

 ag ggttag ggttag ggttag –3’ 
ag ggttag ggttag ggttag ggttag –3’ 

ag ggttag ggttag ggttag ggttag ggttag ggttag –3’ 

 
 
 
 
 
 
Après cette première étape de rallongement du fragment TS, une autre amorce, le CXext, 
viendra se fixer à l’extrémité 3’ du fragment rallongé pour synthétiser le brin complémentaire.  
 
 
 
 
 
 

Brin complémentaire 
synthétisé 

5’- -5’
5’ GTT 

TS
ag ggttag ggttag ggttag ggttag ggttag ggttag –3’ 

Brin formé par 
la télomérase 

CXext 

Le double brin formé va servir de matrice pour l’amplification par PCR des fragments 
allongés, les amorces de cette PCR étant les oligos TS et CXext en excès dans le milieu. Une 
échelle de bandes sera formée après révélation des produits de PCR, la différence de taille des 
fragments TS allongés étant de 6 pb. 

 
 

L’amplification d’un fragment d’ADN servant de contrôle interne (le TSNT) est 
alisée en parallèle. Ce contrôle de l’expérience permet également de vérifier l’absence ré
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d’inhibiteurs de Taq polymérase dans les extraits cellulaires étudiés. L’amorce NT va 
ynthétiser le brin complémentaire de ce fragment et le double brin formé va servir de matrice 
our la PCR utilisant les oligos TS et NT en excès dans le milieu. 

 
 
 
 

 

Une partie des cellules triées positives et négatives est centrifugée et les culots 
ellulaires sont conservés à -80°C jusqu’à leur utilisation. 

Les cu

 glace, les tubes sont centrifugés à 12000 g 
endant 20 min à 4°C et les surnageants sont transférés dans des tubes propres, et stockés à -
0°C. 

 
Pour le é des cellules triées 

ositives et négatives sont décongelés sur la glace. Le dosage est effectué avec le kit Quick 
Start B

urnageants sont ensuite stockés à -80°C. 
 

s
p
 

PCR 

TSNT simple brin 

NT

TSNT double brin 

 
 
 

 

 
 

D.1.9.3. Mode opératoire 

D.1.9.3.1. Extraction et dosage des protéines cellulaires 

 

NT 
TS Amplification 

c
lots cellulaires sont décongelés sur la glace. Le tampon de lyse CHAPS 1X servant à 

l’extraction des protéines est ajouté à chaque culot à raison de 50 µL pour 1x106 cellules 
épithéliales. Il est constitué de 1% de CHAPS, 1 mM de MgCl2, 1 mM d’EGTA, 10 mM de 
Tris-HCl pH 7,5, 0,1 mM de benzamidine, 10% de glycérol et 5 mM de β-mercaptoéthanol 
(Sigma Aldrich). Après une incubation d’1 h sur la
p
8

dosage prot ique, les surnageants contenant les extraits 
p

ioRad Assay (Biorad) selon le protocole du fournisseur. L’absorbance est mesurée sur 
le lecteur de microplaque Xenius à 595 nm, et les résultats sont exprimés en µg de protéines / 
mL. Les s
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D.1.9.3.2. Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

 
La PCR est effectuée sur les extraits protéiques des cellules triées, sur les extraits 

protéiques d’un contrôle positif présentant une activité de la télomérase, et sur des contrôles 
égatifs. 

S : 5’-AAT-CCG-TCG-AGC-AGA-GTT-3’ (MM = 5523,67 g/moL). 

C-GCT-TCT-CGG-CCT-TTT-3’ (MM = 5407,57 g/moL). 
SNT : 5’-AAT-CCG-TCG-AGC-AGA-GTT-AAA-AGG-CCG-AGA-AGC-GAT-3’ (MM = 
1176,38 g/moL). 

a PCR est réalisée à partir de 800 ng d’extraits protéiques (dans 5 µL d’eau) des cellules 
iées, 200 ng de protéines extraites de la lignée A549 utilisées comme contrôle positif, et de 5 
L d’eau en tant que contrôle négatif. 

es tubes sont incubés dans le thermocycleur pendant 20 min à 30°C, puis subissent les cycles 

 
 

 

A la fin de la PCR, les produits amplifiés sont séparés sur gel de polyacrilamide à 12%. Les 
bandes sont ensuite révélées sur le LAS-1000 après l’incubation des gels avec le SybrGold. 
 

D.1.10. Analyses statistiques 

 
Les résultats des quantifications cellulaires effectuées sont exprimés en moyenne 

±écart type. Le test non-paramétrique de Mann et Whitney a été utilisé pour les analyses 
statistiques. Une différence significative a été définie pour p ≤ 0,05. 

90°C 

50°C 

72°C

n
 

Les amorces utilisées (Eurogentec) sont les suivantes : 
 

T
CXext : 5’-GTG-CCC-TTA-CCC-TTA-CCC-TTA-CCC-TAA-3’ (MM = 8066,32 g/moL). 
NT : 5’-AT
T
1
 
L
tr
µ
 

L
suivants : 
 
 

 

 
 

4°C infini 

92°C 
72°C

1 min 30 s 

30 s

30 c

1 min 
30 s 10 min

ycles
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D.2. Résultats 

D.2.1. Discrimination de marqueurs cellulaires épithéliaux 

 
Les marqueurs que nous avons testés ont été sélectionnés selon les données de la 

littérature en ce qui concerne l’épithélium respiratoire ou d’autres épithéliums. 
En fonction de notre étude de discrimination des marqueurs cellulaires membranaires 

en immunohistochimie et immunocytochimie sur cellules cytospinées et sur cellules en 
suspension, les marqueurs testés ont été classés en trois catégories : marqueurs qui s’avèrent 
être non utilisables pour le tri des populations cellulaires car ils ne sont pas spécifiques d’une 
population cellulaire précise ou non exprimés, les marqueurs potentiellement utilisables car 
spécifiques d’une population cellulaire mais dont l’expression disparaît après dissociation 
enzymatique des tissus ou n’est pas détectable sur cellules en suspension, et enfin les 
marqueurs qui ont été retenus pour notre étude car spécifiques d’une population cellulaire, et 
dont l’antigénicité persiste après dissociation enzymatique des tissus et qui sont détectables 
sur cellules en suspension (tableau 6). 
 

Tableau 6. Marqueurs testés sur l’épithélium respiratoire de surface humain adulte. 

Marqueurs non 
utilisables 

Marqueurs potentiellement 
utilisables 

Marqueurs 
retenus 

GSI-B4 
Aquaporine 3 
CDw137 
CXCR2 

Sous unités intégrines α6 et β4 
CD44 
Récepteur β2-nicotinique 
IL-4Rα 
CD166 

Facteur tissulaire 
CD151 

 

D.2.1.1. Marqueurs non utilisables 

D.2.1.1.1. Lectine Griffonia simplicifolia isolectine B4 (GSI-B4) 

 
Dans un premier temps, nous avons testé la GSI-B4 qui est une lectine bien connue 

comme marqueur de toutes les cellules basales chez la souris (Shimizu et al., 1991). De plus, 
il a été décrit que cette lectine marque les cellules basales humaines de sujets de groupe 
sanguin B (Bals et al., 1997). Malheureusement, la GSI-B4 n’a pas été détectée au niveau de 
l’épithélium respiratoire humain de surface de polypes nasaux de 3 patients différents utilisés 
dans le cadre de notre étude. 
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D.2.1.1.2. L’aquaporine 3 (AQP3) 

 
Dans la littérature, l’AQP3, un canal à eau, a été décrit comme étant spécifique 

(Nielsen et al., 1997 ; Sato et al., 2004) ou non-spécifique (Maeda et al., 2005) des cellules 
basales de rat. Cependant chez l’humain, le marquage de l’épithélium respiratoire humain de 
surface a montré des résultats contradictoires. Kreda et al. l’ont mise en évidence au niveau 
des cellules basales (Kreda et al., 2001), alors que Tsang et al. ont montré son expression sur 
toutes les cellules épithéliales (Tsang et al., 2003). En 2005, nous avons montré que ce canal à 
eau est localisé au niveau des cellules basales fœtales humaines (Avril-Delplanque et al., 
2005). Dans notre étude, l’AQP3 a été détectée au niveau des cellules épithéliales humaines 
adultes des polypes nasaux de 6 patients différents étudiés (figure 49). 
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Figure 49. Expression de l’AQP3 par l’épithélium respiratoire humain adulte de 
surface. 

 

Toutes les cellules basales et cylindriques expriment l’AQP3 au niveau de leur 
membrane péricellulaire. Barre = 50 µm. 

D.2.1.1.3. Le CXCR2 

 CXCR2 est, avec le CXCR1, un des récepteurs de l’IL-8. Il est exprimé 
ent par les neutrophiles puisque l’IL-8 est l’agent chimiotactique le plus puissant 

e ces cellules sanguines. Il n’existe à l’heure actuelle aucune publication qui décrit 
tion de l’expression du CXCR2 au niveau de l’épithélium respiratoire. Etant donné 
 est sécrétée par l’épithélium de surface humain, comme nous l’avons décrit dans la 
., nous avons procédé au marquage de CXCR2 sur des coupes de tissu épithélial 
e humain. Nous avons observé que toutes les cellules de l’épithélium respiratoire de 
saux de 3 patients différents exprimaient le CXCR2 (figure 50). 
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Figure 50. Expression de CXCR2 par l’épithélium 
respiratoire humain adulte de surface. 

Toutes les cellules, basales et cylindriques sont marquées. 
Barre = 25 µm. 

 

D.2.1.1.4. Le CDw137 

 
Les CDw137, ou 4-1BB chez la souris, appartient à la famille des récepteurs des 

« tumor necrosis factor ». Il a été décrit par Boussaud et al. comme exprimé de façon 
spécifique sur les cellules basales de l’épithélium respiratoire humain (Boussaud et al., 1998). 
Cependant, dans notre étude nous n’avons pas pu mettre en évidence ce marqueur au niveau 
épithélial sur des coupes tissulaires de polypes nasaux issus de 3 patients différents. 
Cependant, sur des cellules épithéliales respiratoires cytospinées, le CDw137 marque une 
partie des cellules cylindriques, mais pas les cellules basales (figure 51). 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 51. Expres

A droite, un doubl
cellules basales (e
cellules basales, ma
sion de CDw137 par les cellules épithéliales respiratoires isolées. 

e marquage effectué avec le CDw137 (en vert) et la CK13, marqueur spécifique des 
n rouge). Le CDw137 ne marque donc pas dans nos conditions expérimentales les 
is se trouve localisé sur les cellules cylindriques (flèche). Grossissement = x250. 
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D.2.1.2. Marqueurs potentiellement utilisables 

 
Les marqueurs potentiellement utilisables marquent spécifiquement une population 

donnée de l’épithélium respiratoire de surface, mais sont sensibles à la digestion enzymatique 
ou présentent des problèmes d’accessibilité de l’anticorps à son épitope. 
 

D.2.1.2.1. Les sous-unités α6 et β4 des intégrines 

 
Comme décrit dans la partie B.1.2.1.4., ces 2 sous-unités forment l’intégrine α6β4 qui 

fait partie des hémidesmosomes se trouvant uniquement au niveau des cellules basales pour 
assurer l’ancrage d’épithéliums comme l’épiderme à la lame basale. Les sous-unités α6 et β4 
ont été décrites par notre laboratoire comme étant exprimées spécifiquement par les cellules 
basales épithéliales respiratoires (Coraux et al., 1998). Cependant, après la dissociation 
enzymatique des tissus respiratoires humains, ces marqueurs montrent une expression très 
réduite au niveau de seulement une petite partie des cellules basales (figure 52). Cette 
réduction est due très probablement à la digestion des récepteurs par l’enzyme de dissociation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figure 52. Expression des intégrines α6 et β4 par les cellules épithéliales respiratoires 
cytospinées après leur dissociation. 

A droite, un double marquage de l’α6 (A) ou de la β4 (B) (vert) et de la CK13 (rouge) a été 
réalisé. Quelques cellules basales seulement expriment ces 2 sous-unités après la dissociation 
enzymatique. Grossissement = x500. 
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Une expérience visant à rétablir l’expression de ces récepteurs sur la membrane 
plasmique des cellules basales a été réalisée sur les cellules isolées à partir de polypes nasaux 
issus de 4 patients différents. Les cellules isolées des tissus respiratoires ont été ensemencées 
sur plastique et incubées pendant 24 h à 37°C afin de permettre la régénération des récepteurs 
digérés. Les cellules ont été détachées à l’EDTA, un chélateur des ions Ca2+ et Mg2+ 
indispensables à l’adhérence cellulaire. Il apparaît alors qu’une plus grande partie des cellules 
basales, comme le confirme le marquage CK13, expriment les sous-unités d’intégrines α6 et 
β4 (figure 53). Cependant, nous avons choisi de ne pas utiliser ce genre de cellules pour le tri 
cellulaire pour plusieurs raisons. Premièrement, nous avons observé qu’il existe des cellules 
marquées positivement pour α6 et β4, mais qui ne sont pas positives pour la CK13 (figure 53), 
ce qui signifierait qu’il y a eu des remaniements au niveau du cytosquelette cellulaire. 
Deuxièmement, après l’étape de régénération membranaire, nous avons remarqué que le 
nombre de cellules recueillies devient insuffisant pour procéder au tri cellulaire. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figure 53. Expression des intégrines α6 et β4 par les cellules épithéliales respiratoires cytospinées 
après une étape d’adhérence de 24 h. 

A droite, un double marquage α6 (A) ou β4 (B) (vert) et CK13 (rouge) a été réalisé. Notons la présence 
de cellules qui sont positives pour l’un de ces récepteurs mais négatives pour la CK13 (flèches). 
Grossissement = x250. 
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D.2.1.2.2. Le CD44 

 
Le CD44 est le récepteur de l’acide hyaluronique exprimé sur une variété de cellules 

de l’organisme (Mackay et al., 1994), particulièrement sur les cellules basales de l’épithélium 
respiratoire de surface humain adulte (Peroni et al., 1996). Nous avons pu mettre en évidence 
son expression au niveau des cellules basales des polypes nasaux issus de 4 patients différents 
(figure 54A). Cependant, comme les sous-unités α6 et β4, le CD44 disparaît partiellement 
après la digestion enzymatique des tissus respiratoires (figures 54B). La même expérience de 
régénération des antigènes de surface du CD44 par adhérence cellulaire a été réalisée sur des 
cellules issues des polypes nasaux de 7 patients différents. Nous avons pu observer la 
régénération d’une partie des antigènes CD44 (figure 54C), mais, pour les raisons exposées au 
paragraphe précédent, nous n’avons pas retenu ce marqueur. 
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 54. Expression de CD44 par l’épithélium et les cellules épithéliales respiratoires 
nes de surface. 

CD44 marque les cellules basales. B : après dissociation des cellules épithéliales, le 
(vert) disparaît de la surface des cellules basales, quelques cellules seulement restent 
es (flèche). C : le CD44 (vert) réapparaît sur les cellules basales comme le confirme la 

ce de la CK13 (rouge). Cependant, certaines cellules CD44-positives ne sont pas 
positives (flèche). Barre = 50 µm. Grossissement de B = x500, de C =x250. 
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D.2.1.2.3. La chaîne β2 des récepteurs nicotiniques 

 
Le récepteur β2-nicotinique est l’un des récepteurs cellulaires membranaires de 

l’acétylcholine, intervenant dans la contraction musculaire, ainsi que dans des phénomènes 
comme la migration cellulaire et la réparation de l’épithélium respiratoire dans lequel il est 
exprimé sur les cellules basales de façon spécifique (Tournier et al., 2006), comme nous 
avons pu le vérifier sur les polypes nasaux de 2 patients différents (figure 55A). Un marquage 
sur cellules cytospinées issues de 4 patients différents révèle également sa localisation 
spécifique sur les cellules basales (figure 55B), montrant sa résistance à la digestion 
enzymatique effectuée après la dissociation cellulaire. Malheureusement, un marquage 
effectué sur des cellules vivantes en suspension issues de 4 patients ne montre aucune 
positivité de ce récepteur sur les cellules basales. Ceci est dû à un problème d’accessibilité de 
l’anticorps à son épitope, puisque après avoir réalisé un marquage sur des cellules en 
suspension fixées à l’éthanol 70%, le marquage membranaire est retrouvé. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figure 55. Expression du récepteur β2-nicotinique par l’épithélium et les cellules épithéliales 
respiratoires humaines. 

A droite, le récepteur (vert) montre sa positivité sur les cellules basales de l’épithélium respiratoire 
(A) et sur les cellules basales isolées cytospinées (B) exprimant la CK13 (rouge), les cellules 
cylindriques n’étant pas marquées (flèches). Barre = 50 µm. grossissement = x250. 
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D.2.1.2.4. Le récepteur IL-4Rα 

 
L’IL-4Rα est l’une des sous-unités qui constituent le récepteur de l’IL-13 et de l’IL-4. 

Il est exprimé sur une variété de cellules, particulièrement sur les cellules ciliées de 
l’épithélium respiratoire humain (Akaiwa et al., 2001). Nous avons pu détecter son expression 
au niveau des cellules basales de l’épithélium respiratoire dans 42% des échantillons 
tissulaires de 7 patients différents, ainsi qu’au niveau des cellules ciliées comme décrit 
préalablement (Akaiwa et al., 2001) (figure 56A). Le marquage sur cellules cytospinées 
issues de 4 patients différents a permis la détection de ce marqueur sur les cellules basales de 
façon spécifique, mais pas au niveau des cellules ciliées (figure 56B). Comme le récepteur β2-
nicotinique, nous n’avons pas détecté la présence du récepteur IL-4Rα sur cellules vivantes en 
suspension, mais bien sur des cellules en suspension fixées à l’éthanol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 56. Expression du récepteur IL-4Rα par l’épithélium et les cellules épithéliales 
respiratoires humaines. 

L’épithélium respiratoire voit ses cellules basales exprimer ce marqueur (A). Isolées, les cellules 
basales sont également marquées par l’IL-4Rα (vert). Toutes les cellules marquées coexpriment la 
CK13 (rouge), les cellules cylindriques n’étant pas marquées (flèches) (B). Barre = 50 µm. 
Grossissement = x500. 
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D.2.1.2.5. Le CD166 

 
Le CD166 ou ALCAM pour « activated leucocyte cell adhesion molecule» est une 

molécule qui appartient à la famille des immunoglobulines, mise en jeu au cours du 
développement des systèmes hématopoïétique et nerveux (Uchida et al., 1997), et impliquée 
dans la migration, le développement et la progression tumorale (Jezierska et al., 2006). Son 
expression a été montrée au niveau des cellules souches hématopoïétiques précoces, ainsi que 
les cellules stromales de la moelle osseuse (Cortes et al., 1999). Au niveau de l’épithélium 
respiratoire, nous avons récemment mis ce marqueur en évidence sur la membrane plasmique 
latérale des cellules cylindriques de l’épithélium respiratoire humain fœtal (Avril-Delplanque 
et al., 2005) (figure 57A). Cependant, il s’est avéré après dissociation des polypes nasaux 
issus de 5 patients différents qu’il n’est pas résistant à l’enzyme protéolytique (figure 57B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 57. Expression de CD166 par l’épithélium et les cellules épithéliales respiratoires 
humaines. 

A : le CD166 est localisé au niveau membranaire des cellules cylindriques. B : le CD166 en vert 
est digéré après la dissociation enzymatique et reste exprimé sur quelques cellules (flèche) non 
basales CK13-positives en rouges. Barre = 50 µm. Grossissement = x500. 
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D.2.1.3. Marqueurs retenus 

 
Finalement, nous avons identifié deux marqueurs remplissant tous les critères 

indispensables à une utilisation pour un tri cellulaire par cytométrie en flux. 
Ces marqueurs sont le facteur tissulaire (FT) et le CD151, spécifiquement exprimés par les 
cellules basales. 
 

D.2.1.3.1. Le facteur tissulaire 

 
Le FT ou CD142 est le récepteur membranaire du facteur VII/VIIa de la coagulation. 

Il est identifié en faibles concentrations dans le plasma, et est exprimé sur une variété de types 
cellulaires comme les monocytes stimulés par le LPS (Mattsson et al., 2004), et dans 
plusieurs tissus extravasculaires (Wilcox et al., 1989 ; Rao et al., 1998 ; Forster et al., 2006). 
Dans les voies aériennes, le facteur tissulaire a été décrit sur la surface des cellules basales 
adultes humaines de surface (Imokawa et al., 1997). 

 
Nous avons pu observer l’expression de ce marqueur au niveau de l’épithélium 

respiratoire de surface de polypes nasaux de 7 patients différents. Le marquage du FT se situe 
spécifiquement au niveau de la membrane plasmique péricellulaire des cellules basales, 
comme le confirme un double marquage avec la CK13 (figure 58A). 
Quand les cellules épithéliales sont dissociées des tissus respiratoires et cytospinées, 
l’expression du FT persiste sur toutes les cellules basales, comme le confirme le double 
marquage avec la CK13 (figure 58B). 
 
De plus, le marquage effectué sur cellules vivantes en suspension a montré la présence du FT 
sur les cellules basales positives à la CK13 (figure 58C). 
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Figure 58. Expression du FT par l’épithélium et les cellules épithéliales respiratoires humaines. 

Le marquage en vert correspond au FT, et en rouge à la CK13. A : le FT est spécifique aux cellules 
basales puisqu’il est colocalisé parfaitement avec la CK13. B et C : le marquage du FT ne disparaît pas 
sur cellules cytospinées après dissociation, ou cytospinées après marquage en suspension respectivement. 
Les cellules cylindriques ne sont pas marquées (flèches). Coloration des noyaux en bleu par le DAPI (A). 
Lu = lumière, m = mésenchyme. Barre = 25 µm. Grossissement = x500. 

D.2.1.3.2. Le CD151 

Le CD151, appelé aussi PETA-3 pour « platelet endothelial tetraspan antigen-3 » 
itter et al., 1995), appartient à la famille des tétraspanines qui sont des glycoprotéines de 
rface de 200 à 300 acides aminés (Rubinsstein et al., 2006). Il constitue le composant 
ajeur des pré-hémidesmosomes et joue un rôle important dans la formation et la stabilité des 
midesmosomes (Sterk et al., 2000), en interagissant principalement avec les intégrines, 
tamment l’α6β4 (Sterk et al., 2002). Le CD151 est exprimé par une grande variété de types 
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cellulaires (Ashman et al., 1991), parmi lesquels les cellules des voies aériennes (Sincock et 
al., 1997). 

Dans notre étude, sur les polypes nasaux de 3 patients différents, un marquage dirigé 
contre le CD151 a montré qu’il est spécifiquement exprimé sur la membrane plasmique des 
cellules basales épithéliales respiratoires humaines adultes, la spécificité étant vérifiée avec un 
co-marquage avec la CK13 (figure 59A). Comme le FT, le CD151 est toujours exprimé par 
les cellules basales CK13-positives quand ces dernières sont isolées à partir des tissus 
respiratoires par digestion enzymatique (figure 59B). 
Finalement, après marquage sur cellules en suspension, les cellules basales CK13-positives 
vivantes expriment ce marqueur sur leur membrane plasmique péricellulaire (figure 59C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 59. Expression du CD151 par l’épithélium et les cellules épithéliales respiratoires humaines. 

Le CD151 est en vert, et la CK13 en rouge. Comme le FT, le CD151 marque bien les cellules basales 
CK13-positives dans l’épithélium respiratoire de surface humain (A), lorsqu’elles sont isolées (B) et 
lorsqu’elles sont en suspension (C). Noyaux en bleu par le DAPI (A). Lu = lumière, m = mésenchyme. 
Barre = 25 µm. Grossissement = x500. 
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D.2.1.3.3. Co-localisation du FT et du CD151 

 
Après avoir effectué les marquages du FT et du CD151 sur tissus et sur cellules 

isolées, nous avons réalisé un double marquage avec ces 2 marqueurs sur l’épithélium 
respiratoire de surface des polypes nasaux de 3 patients différents afin de voir s’ils sont bien 
colocalisés. Comme attendu, nous avons trouvé que le FT et le CD151 sont parfaitement 
colocalisés au niveau de toutes les cellules basales épithéliales (figure 60). 
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Figure 60. Double marquage du FT et du CD151 sur l’épithélium respiratoire humain. 

En vert le CD151 et en rouge le FT. Ces 2 marqueurs colocalisent sur toutes les cellules basales de 
l’épithélium respiratoire. Les noyaux sont colorés en bleu par le DAPI. Lu = lumière, m = mésenchyme. 
Barre = 25 µm. 

D.2.2. Cytométrie en flux 

Avant de procéder au tri cellulaire, nous avons étudié le profil des cellules épithéliales 
spiratoires humaines par cytométrie en flux afin de localiser les différentes populations 
llulaires qui constituent l’épithélium respiratoire. 
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D.2.2.1. Localisation de la population des cellules basales sur un profil de 

cytométrie en flux 

 
Les cellules épithéliales respiratoires ont été dissociées des polypes nasaux et 

tamisées. Ensuite, elles ont été marquées par l’anticorps anti-CK13 pour identifier les cellules 
basales en suspension. Après analyse en cytométrie en flux, la distribution de la population 
des cellules épithéliales dans un graphe FSC vs. SSC suggère que les cellules basales sont 
localisées dans R1, et ce, d’après leur aspect physique (taille/granulométrie) (figure 61A). 
L’analyse de la CK13 confirme ces observations puisque la population positive se trouve dans 
R1 (figure 61C) et non pas dans R2 (figure 61E). Ainsi, les cellules qui se trouvent dans R1 
sont les cellules basales, et celles dans R2 sont les cellules cylindriques sécrétoires et ciliées. 
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lisation de la population des cellules basales par cytométrie en flux. 

-CK13 a été révélé par la FITC. L’isotype contrôle dans (B) a été réglé sur R1 et 
. Les cellules basales sont de petites tailles et largement moins complexes que les 
ques. FSC = forward scatter (définit la taille cellulaire), SSC = side scatter (définit la 
laire). 
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La localisation précise de la population des cellules basales sur un profil de cytométrie 
en flux nous a permis par la suite de procéder au tri des cellules grâce aux marqueurs 
identifiés, le FT et le CD151. 
 

D.2.2.2. Tri des cellules épithéliales respiratoires par cytométrie en flux 

D.2.2.2.1. Histologie des tissus respiratoires dissociés 

 
Pour chaque tri cellulaire, nous avons voulu nous assurer que les cellules isolées des 

tissus respiratoires proviennent de l’épithélium de surface uniquement, et non pas des cellules 
canalaires et glandulaires sous-muqueuses. En effet, comme nous l’avons abordé dans le 
paragraphe B.3.2.3., les cellules des canaux glandulaires pourraient constituer une niche de 
cellules souches. Nous avons réalisé des coupes de tissus respiratoires qui ont été traités avec 
l’enzyme protéolytique pour dissocier les cellules. Des coupes sériées ont montré que les 
cellules des structures glandulaires sont intactes (figure 62A), ainsi que les cellules canalaires 
(figure 62B). 
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Figure 62. Histologie des tissus respiratoires traités à la collagénase de type XIV. 

Quand les tissus respiratoires sont traités à la collagénase, la lame basale (flèches) se retrouve 
dénudée, sans cellules épithéliales de surface. Par contre, les cellules glandulaires (A) et 
canalaires (B) restent intactes. Barre = 100 µm. 
 

D.2.2.2.2. Tri cellulaire 

ellules épithéliales dissociées ont été tamisées et doublement marquées avec les 
rps anti-FT et anti-CD151. Une série de graphes de cytométrie en flux a servi pour le tri 
llules épithéliales respiratoires basales et cylindriques (figure 63). 
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Figure 63. Tri des cellules épithéliales respiratoires par cytométrie en flux. 

Les isotypes contrôles (IgG non-immunes) ont été réglés sur P1 (cellules basales) et P6 (cellules cylindriques). 
Les cellules mortes ont été éliminées des cellules basales dans P2 (créée à partir de P1), les doublets éliminés 
dans P3 et P4 (créées à partir de P2 et P3 respectivement), et les cellules positives aux marqueurs sélectionnés 
ont été circonscrites et triées dans P5. La même démarche a été suivie pour les cellules cylindriques (cellules 
mortes éliminées dans P7 créée sur P6, et cellules négatives sélectionnées et triées dans P8). Les agrégats n’ont 
pas été éliminés des cellules cylindriques à cause de l’importante complexité de cette population. 
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Après avoir réglé les photomultiplicateurs du cytomètre sur la position des isotypes 
contrôles (IgG non-immunes couplées à la FITC et à la PE) dans la figure ci-dessus, les 
cellules basales et cylindriques ont été circonscrites dans un graphe SSC-A vs. FSC-A (où A 
= area ou surface, c’est-à-dire la somme de l’intensité de fluorescence et du temps de passage 
de la cellule devant le laser). Les cellules mortes ont été éliminées des 2 populations 
cellulaires dans des graphes DAPI-A vs. FSC-A. Ensuite, les doublets et les agrégats 
cellulaires ont été éliminés de la population des cellules basales uniquement dans les graphes 
SSC-W vs. SSC-H et FSC-W vs. FSC-H (où w = width, c’est-à-dire le temps de passage de la 
cellule devant le laser, et H = height, c’est-à-dire l’intensité de la fluorescence émise par la 
cellule ; H+W = A). Finalement, les cellules positives au FT et au CD151 dans la population 
des cellules basales, ainsi que les cellules négatives pour ces marqueurs dans la population 
des cellules cylindriques ont été circonscrites dans des graphes PE-A vs. FITC-A. 
 

Le nombre de cellules triées à partir des polypes issus de 9 patients différents a été de 
5,4 ± 1,9 x106 cellules basales CD151+/FT+, et 1,1 ± 0,6 x106 cellules cylindriques CD151-
/FT-, et leurs pourcentages par rapport à la population d’origine issue des polypes de 25 ± 9% 
et 4,8 ± 3,1% respectivement. 
La ré-analyse des cellules triées par le DAPI a montré une viabilité cellulaire de 99,2 ± 0,4% 
pour les cellules basales, et 98,9 ± 0,6% pour les cellules cylindriques. 
 

D.2.2.2.2.1. Morphologie des cellules triées 

 
Une partie des cellules triées CD151+/FT+ et CD151-/FT- a été cytospinée sur des 

lames tannées. Les lames ont été colorées à l’hématoxyline de Harris et observées au 
microscope optique (figure 64). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 64. Morphologie des cellules épithéliales respiratoires non-triées et triées. 

Les cellules basales CD151+/FT+ sont de petite taille avec un rapport nucléocytoplasmique très élevé. Les 
cellules cylindriques CD151-/FT- contiennent les cellules ciliées bien visibles grâce à leurs cils (flèches), et les 
cellules sécrétoires (têtes de flèches). Grossissement = x250. 
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D.2.2.2.2.2. Contrôle de la pureté des populations cellulaires triées 

 
La ré-analyse par cytométrie en flux des cellules triées a montré une pureté de 99,5 ± 

0,3% des cellules basales CD151+/FT+, et de 97,9 ± 0,7% des cellules cylindriques CD151-
/FT- (figure 65). 
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igure 65. Pureté par cytométrie en flux des populations cellulaires épithéliales triées. 

es populations triées sont réapparues dans leurs fenêtres de tri d’origines. Notons quand 
ême la redistribution cellulaire des cellules épithéliales qui est tout à fait normale. 

plus, une seconde vérification de la pureté des cellules triées a été réalisée en 
tochimie. Pour cela, nous avons cytospiné une partie des cellules triées, positives et 
sur des lames tannées. Les marqueurs CK13 des cellules basales, et MUC5AC des 
crétoires ont été utilisés pour identifier les cellules contaminantes dans les 2 
s cellulaires triées. 

détection immunocytochimique de MUC5AC dans les cellules basales 
T+ triées a révélé l’existence de 0,04 ± 0,03% de cellules sécrétoires 
tes. Selon cette étude immunocytochimique, la population triée positive 

T+ est pure à 99,96%, ce qui est en accord avec la pureté obtenue par cytométrie en 
tection de la CK13 dans les cellules CD151-/FT- a montré que 1,2 ± 0,2% des 

nt des cellules basales contaminant la population des cellules cylindriques, ce qui 
nt en accord avec les résultats de l’analyse cytométrique effectuée. 

plus de la pureté, nous avons quantifié le pourcentage des cellules sécrétoires et 
s la population CD151-/FT- de cellules cylindriques, et ce, à l’aide du MUC5AC 
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pour les cellules sécrétoires, et morphologiquement pour les cellules ciliées. Nous avons 
trouvé que 23,5 ± 6,1% des cellules cylindriques totales sont des cellules sécrétoires, et 60,5 ± 
5,8% sont des cellules ciliées. 
 

D.2.3. Fonctionnalité des cellules triées 

 
Le but principal de la séparation des populations de cellules basales et cylindriques de 

l’épithélium respiratoire humain était de tester leur capacité à proliférer et à régénérer un 
épithélium respiratoire pseudostratifié mucociliaire in vitro et in vivo. 
 

D.2.3.1. In vitro 

D.2.3.1.1. Cultures des cellules non-triées et triées sur plastique 

 
Les cellules épithéliales respiratoires triées à partir des polypes nasaux de 6 patients 

différents ont été ensemencées dans des plaques de culture. Nous avons observé que les 
cellules basales CD151+/FT+ ont adhéré au support plastique, et ce, quelques heures après 
leur ensemencement, ce qui démontre la nature non-bloquante des anticorps anti-FT et anti-
CD151 utilisés. Ces cellules ont proliféré jusqu’à confluence (figure 66B), de façon similaire 
aux cellules contrôles qui sont les cellules non-triées (figure 66A). Les cellules cylindriques 
CD151-/FT- quant à elles n’ont pas adhéré (figure 66C). 
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Figure 66. Capacité d’adhérence et de prolifération des cellules épithéliales respiratoire non-
triées et triées. 

Grossissement = x400. 

D.2.3.1.2. Cultures des cellules non-triées et triées en interface air-liquide 

Les cellules épithéliales respiratoires issues de 3 patients différents ont été 
mencées sur des membranes poreuses recouvertes de collagène de type IV. Comme sur le 
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plastique, les cellules CD151+/FT+ ont adhéré et proliféré sur les membranes poreuses 
jusqu’à confluence, puis ont été mises à l’IAL. Nous avons pu observer qu’après 30 jours en 
IAL, les cellules sont capables de se différencier et de reconstituer un épithélium respiratoire 
mucociliaire (figure 67B) comparable à celui restauré à partir des cellules non-triées (figure 
67A). A l’inverse, les cellules cylindriques CD151-/FT- n’ont pas adhéré dans ce modèle, et 
n’ont pas permis donc la reconstitution d’un épithélium respiratoire (figure 67C). 
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Figure 67. Capacité de régénération d’un épithélium respiratoire mucociliaire in vitro à 
partir des cellules épithéliales respiratoires non-triées et triées. 

ca = compartiment apical, cb = compartiment basal. Barre = 25 µm. 

D.2.3.2. In vivo 

Nous avons également testé la capacité de différenciation in vivo des cellules 
éliales respiratoires triées à partir des polypes nasaux de 3 patients différents. Pour cela, 
 les avons ensemencées dans des trachées de rats dénudées de leur propre épithélium puis 
ées sous la peau de souris nude. 
s 35 jours de greffe, nous avons observé que les cellules CD151+/FT+ ont pu 
stituer un épithélium respiratoire pseudostratifié mucociliaire (figure 68B) identique à 

 régénéré par les cellules contrôles non-triées (figure 68A), alors que les cellules 
tives CD151-/FT- n’ont pas régénéré d’épithélium respiratoire (figure 68C). 

Figure 68. Capacité de régénération in vivo des cellules épithéliales respiratoires non-triées et triées. 

Lu = lumière, m = mésenchyme. Barre = 25 µm. 
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D.2.4. Caractérisation phénotypique des épithéliums régénérés 

 
Les cellules basales CD151+/FT+, comme les cellules contrôles non triées, ont permis 

la régénération d’un épithélium respiratoire morphologiquement différencié in vitro et in vivo, 
alors que ceci n’est pas le cas des cellules cylindriques CD151-/FT-. 
Afin de vérifier que les épithéliums régénérés, à partir des cellules basales issues du tri positif, 
sont bien différenciés, nous avons réalisé sur des coupes de cultures en IAL et des coupes de 
xénogreffes des marquages immunohistochimiques de marqueurs de différenciation 
généralement exprimés dans l’épithélium respiratoire de surface humain mature in vivo. Ces 
marqueurs sont : la CK13 spécifique des cellules basales, la CK18 spécifique des cellules 
cylindriques, le MUC5AC spécifique des cellules sécrétoires, la β-tubuline spécifique des 
cellules ciliées, le ZO-1, marqueur de l’intégrité de la barrière épithéliale et CFTR, canal 
chlorure exprimé sur la membrane apicale des cellules ciliées complètement différenciées. De 
plus, nous avons également recherché l’expression des marqueurs utilisés pour effectuer le tri 
cellulaire. 
 

D.2.4.1. Epithéliums régénérés en culture en interface air-liquide 

 
Un double marquage immunohistochimique sur les coupes des membranes des 

cultures en IAL (n=3) du FT et du CD151 a confirmé la présence de ces 2 marqueurs sur les 
cellules basales des épithéliums régénérés à partir des cellules CD151+/FT+ (figure 69), de la 
même façon que sur les épithéliums contrôles régénérés à partir des cellules non-triées. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 69. Expression de FT et CD151 sur les épithéliums régénérés en culture en IAL à partir des cellules 
non-triées et triées. 

Le FT (vert) et le CD151 (rouge) colocalisent parfaitement (jaune / orange) sur les cellules basales des 
épithéliums reconstitués. Noyaux en bleu par le DAPI. ca = compartiment apical, cb = compartiment basal. Barre 
= 25 µm. 
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La détection immunohistochimique des marqueurs de différenciation cellulaire cités 
précédemment a montré la présence de ces différents marqueurs au niveau de la localisation 
attendue sur tous les épithéliums régénérés à partir des cellules basales triées, similairement 
aux contrôles régénérés à partir des cellules non-triées (figure 70). Les cellules basales 
expriment la CK13 et les cellules cylindriques la CK18 au niveau de leur cytoplasme. 
Quelques cellules sécrétoires sont mises en évidence par leur expression de MUC5AC et les 
cils des cellules ciliées sont marqués grâce à la β-tubuline. Nous avons observé un réseau ZO-
1 au niveau apical du pôle baso-latéral des épithéliums régénérés, ainsi que la présence du 
canal CFTR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 70. Expression des marqueurs de différenciation par les épithéliums régénérés en culture en IAL. 

ca = compartiment apical, cb = compartiment basal. Noyaux en bleu colorés par le DAPI. Barre = 25 µm. 
 
Après avoir confirmé la différenciation de tous les épithéliums régénérés dans les cultures en 
IAL, nous avons procédé à la quantification des 3 types cellulaires principaux qui constituent 
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l’épithélium respiratoire afin de déterminer s’il existe une différence de distribution des 
cellules basales, sécrétoires et ciliées entre les épithéliums régénérés à partir des cellules 
basales CD151+/FT+ et les cultures régénérées à partir des cellules non-triées (tableau 7). 
 
 Nombre de cellules/mm membrane Pourcentage de cellules 
 Cellules 

CK13+ 
Cellules 

MUC5AC+ 
Cellules β-
tubuline+ 

Cellules 
CK13+ 

Cellules 
MUC5AC+ 

Cellules β-
tubuline+ 

Contrôles 97,4 ± 3,1 2,3 ± 0,3 165,3 ± 23,4 32,3 ± 0,4 0,8 ± 0,2 53,2 ± 8,7 
CD151+/FT+ 102,2 ± 4,5 2,4 ± 0,6 172,9 ± 14,3 32,2 ± 1,9 0,8 ± 0,2 55 ± 2,4 
Valeur de p ns ns ns ns ns ns 

Tableau 7. Quantification des différentes populations cellulaires épithéliales après régénération en culture 
en IAL. ns = différence statistique non significative. 

 
D’après les résultats obtenus et les calculs statistiques, nous n’avons pas trouvé de différence 
significative entre les nombres et pourcentages de cellules basales, sécrétoires et ciliées dans 
les épithéliums contrôles et les épithéliums régénérés avec les cellules CD151+/FT+ triées. 
 

D.2.4.2. Epithéliums régénérés dans les xénogreffes 

 
Comme pour les épithéliums régénérés en culture en IAL, un double marquage du FT 

et du CD151 sur les coupes de xénogreffes (n=3) a confirmé la présence de ces 2 marqueurs 
sur les cellules basales des épithéliums régénérés à partir des cellules CD151+/FT+ (figure 
71), de la même façon que dans les épithéliums contrôles régénérés. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 71. Expression de FT et CD151 par les épithéliums régénérés en xénogreffes à partir des cellules 
non-triées et triées. 

Le FT (vert) et le CD151 (rouge) colocalisent parfaitement (jaune / orange) sur les cellules basales des 
épithéliums reconstitués. Noyaux en bleu colorés par le DAPI. Lu = lumière, m = mésenchyme. Barre = 25 µm. 
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Les marqueurs de différenciation cellulaire présentés précédemment ont été étudiés 
pour analyser la différenciation des épithéliums régénérés in vivo dans le modèle de 
xénogreffe dans la souris nude à partir de cellules CD151+/FT+ triées et à partir des cellules 
non-triées (figure 72). Les cellules basales expriment la CK13 et les cellules cylindriques la 
CK18 au niveau de leur cytoplasme. Plusieurs cellules sécrétoires sont mises en évidence par 
leur expression de MUC5AC et les cils des cellules ciliées sont marqués grâce à la β-tubuline. 
Nous avons observé un réseau ZO-1 au niveau apical du pôle baso-latéral des épithéliums 
régénérés, ainsi que la présence du canal CFTR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figure 72. Expression des marqueurs de différenciation par les épithéliums régénérés dans 
les xénogreffes. 

Noyaux en bleu par le DAPI. Lu = lumière, m = mésenchyme. Barre = 25 µm. 
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Les marqueurs de différenciation ont été retrouvés au niveau de leur localisation attendue 
dans les épithéliums régénérés à partir des cellules basales triées avec le CD151 et le FT, ainsi 
que dans les épithéliums contrôles. 

Après avoir confirmé la différenciation des épithéliums régénérés in vivo, nous avons 
procédé à la quantification du nombre de cellules basales, sécrétoires et ciliées dans ces 
épithéliums afin de déterminer l’existence d’une éventuelle différence entre les épithéliums 
régénérés à partir des cellules CD151+/FT+ et les contrôles régénérés à partir des cellules 
non-triées (tableau 8). 
 
 Nombre de cellules/mmLB Pourcentage de cellules 
 Cellules 

CK13+ 
Cellules 

MUC5AC+ 
Cellules 

β-tubuline+ 
Cellules 
CK13+ 

Cellules 
MUC5AC+ 

Cellules 
β-tubuline+

Contrôles 94,9 ± 13 31,1 ± 14,5 138 ± 4,6 27,5 ± 2,5 8,9 ± 4,3 39,2 ± 4,9 
CD151+/FT+ 95,3 ± 4,2 34,8 ± 5,1 145,1 ± 20,7 26,2 ± 2,8 9,6 ± 1,2 40,5 ± 5,9 
Valeur de p ns ns ns ns ns ns 

Tableau 8. Quantification des différentes populations cellulaires épithéliales après régénération dans les 
xénogreffes. ns = différence statistique non significative. 

 
Dans le modèle de xénogreffe, nous n’avons pas trouvé de différences significatives entre les 
nombres et les pourcentages des cellules basales, ciliées et sécrétoires dans les épithéliums 
régénérés à partir des cellules CD151+/FT+ et dans les épithéliums contrôles. Notons que ces 
pourcentages obtenus sont en accord avec les pourcentages observés in vivo dans l’épithélium 
humain (Mercer et al., 1994). 
 

Dans les 2 modèles de régénération épithéliale respiratoire (IAL et xénogreffe), les 
cellules basales CD151+/FT+ ont permis la reconstitution d’un épithélium respiratoire 
pseudostratifié mucociliaire différencié identique à celui observé in vivo dans les voies 
aériennes humaines adultes. Ceci confère aux cellules basales une caractéristique de cellules 
progénitrices, c’est-à-dire des cellules capables de générer plusieurs autres types cellulaires, 
notamment dans notre cas les cellules sécrétoires et ciliées. 
 

D.2.5. Activité de la télomérase dans les cellules triées 

 
Les cellules triées CD151+/FT+ et CD151-/FT- ont fait l’objet d’une étude de leur 

activité de la télomérase par la technique TRAP. Comme nous l’avons signalé auparavant, 
l’activité de la télomérase se traduit par la présence d’une échelle de bandes différentes les 
unes des autres de 6 pb de taille. Nos résultats montrent que les cellules basales qui dérivent 
du tri positif, CD151+/FT+, présentent une activité claire de la télomérase. A l’inverse, les 
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cellules cylindriques triées CD151-/FT- ne montrent aucune activité de la télomérase (figure 
73). 
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Figure 73. Détection de l’activité de la télomérase dans les 
cellules épithéliales triées. 

-Taq = sans Taq polymérase, +Taq = avec Taq polymérase. Le 
contrôle positif est constitué d’extraits protéiques de la lignée 
A549. Les contrôles internes sont réalisés avec les fragments 
TSNT. Les bandes de dimères TS+CXext ne comptent pas dans 
l’activité de la télomérase. 

s montrent que la population des cellules basales contient des cellules 
pithélium respiratoire humain de surface, ce qui est mis en évidence par 
élomérase ainsi que par leur capacité à générer un épithélium respiratoire 
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D.3. Discussion 

 
Dans cette partie de notre travail, nous avons montré que les cellules basales de 

l’épithélium respiratoire humain adulte de surface, isolées grâce à leur expression spécifique 
du FT et du CD151, sont capables de reconstituer un épithélium respiratoire différencié 
mucociliaire in vivo dans le modèle de xénogreffe dans la souris nude, et in vitro dans le 
modèle de culture en interface air-liquide. De plus, l’activité de la télomérase détectée dans 
ces cellules triées suggère fortement la présence d’une population de cellules progénitrices 
parmi ces cellules. 

 
En plus de son rôle dans la coagulation sanguine, le FT a été impliqué dans la 

croissance tumorale, l’angiogénèse, les phénomènes de métastases (Forster et al., 2006), et de 
migration cellulaire (Muller et al., 1999), et a également montré son rôle modulateur de 
l’inflammation (Chu et al., 2005). Les souris déficientes en FT présentent une migration 
fortement atténuée des cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins par rapport aux 
cellules musculaires des souris normales (Pyo et al., 2004). Par ailleur, le CD151 est exprimé 
sur une variété de cellules comme les plaquettes, les mégacaryocytes et les lymphocytes T 
activés (Ashman et al., 1991 ; Hasegawa et al., 1996), et a montré son expression dans 
plusieurs tissus de l’organisme, en particulier dans les poumons (Sincock et al., 1997). Le 
CD151 est, en outre, impliqué dans le phénomène d’oncogenèse, dans le contrôle des 
métastases, ainsi que dans la modulation de la motilité cellulaire in vivo et in vitro (Tokuhara 
et al., 2001). Les souris déficientes en CD151 montrent un phénotype général normal, mais 
présentent des anomalies de l’hémostase, et leurs kératinocytes migrent plus lentement que les 
kératinocytes des souris normales (Wright et al., 2004 ; Cowin et al., 2006). Le FT et le 
CD151, montrent donc des similarités de fonctions. Jusqu’ici, ils n’ont jamais été décrits 
comme marqueurs de cellules souches ou progénitrices, et leur rôle dans la couche des 
cellules basales de l’épithélium respiratoire de surface reste toujours indéfini. Néanmoins, ils 
pourraient exercer une fonction dans l’adhérence cellulaire puisqu’il a été montré que le FT 
serait impliqué dans l’adhérence intercellulaire des cardiomyocytes dans le muscle cardiaque 
(Luther et al., 2000), et que le CD151, outre son rôle dans la formation des complexes 
d’adhérence cellule-lame basale (Sterk et al., 2002), jouerait un rôle dans la modulation de 
l’adhérence intercellulaire dans les lignées hématopoïétiques (Fitter et al., 1999). 
Ces deux récepteurs de surface ont montré dans notre étude leur résistance à l’enzyme 
protéolytique servant à la dissociation des cellules épithéliales à partir des tissus respiratoires 
humains, ainsi que leur absence de blocage de l’adhérence des cellules épithéliales sur le 
plastique et sur le collagène, ce qui les rend particulièrement intéressant pour le tri des 
cellules basales épithéliales respiratoires sur la base de leur expression membranaire de ces 
marqueurs. Il a été montré que le FT était exprimé, dans certaines conditions, par une sous-
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population de lymphocytes B (Mechiche et al., 2005), et que le CD151 était présent sur les 
lymphocytes T activés (Hasegawa et al., 1996). Il n’est pas exclu, dans notre étude, que ce 
type de cellules sanguines provenant des vaisseaux sanguins, contaminent les cellules 
épithéliales respiratoires au moment de la dissociation des tissus. Cependant, l’usage des ces 
deux marqueurs simultanément pour le tri des cellules épithéliales par cytométrie en flux 
exclut toute contamination potentielle des cellules triées épithéliales par des cellules d’origine 
sanguine. 
 

De nombreux résultats contradictoires ont été publiés sur la nature des cellules 
souches/progénitrices de l’épithélium respiratoire des voies aériennes. Certaines équipes 
proposent les cellules basales comme cellules souche/progénitrices (Inayama et al., 1988 ; 
Inayama et al., 1989 ; Nettesheim et al., 1990 ; Ford et al., 1992a ; Ford et al., 1992b ; Schoch 
et al., 2004), alors que d’autres affirment que les cellules souches/progénitrices sont les 
cellules sécrétoires (Johnson et al., 1990a ; Johnson et al., 1990b). Toutes ces études ont été 
effectuées sur les animaux comme le lapin, le rat et la souris, en utilisant des techniques de 
séparation cellulaire basées sur la densité (élutriation) ou la forme physique des cellules 
(cytométrie en flux), techniques entraînant une pureté des cellules isolées relativement faible. 
Plus récemment, en collaboration avec le groupe de B. Péault (INSERM U506, Villejuif), 
notre laboratoire a isolé les cellules basales trachéales fœtales humaines, qui expriment 
l’AQP3 sur leur membrane plasmique péricellulaire, des cellules cylindriques fœtales 
négatives pour ce marqueur (Avril-Delplanque et al., 2005). Quand ces deux populations 
positives et négatives triées ont été ensemencées dans des trachées fœtales humaines dénudées 
et greffées dans des souris SCID, un épithélium pseudostratifié différencié a été généré à 
partir des deux populations suggérant la présence de cellules souches/progénitrices au sein de 
la population des cellules basales mais également au sein de la population de cellules 
cylindriques. La différence de résultats entre cette étude et notre travail pourrait être due au 
fait que nous avons utilisé des cellules adultes. En effet, les cellules fœtales différenciées 
pourraient conserver et présenter un caractère « plus pluripotent » que les cellules adultes, ce 
qui expliquerait que les cellules cylindriques fœtales soient encore capables de régénérer un 
épithélium respiratoire différencié. Dans notre étude, nous avons pu obtenir des cellules 
basales CD151+/FT+ pures à 99,9%, pureté confirmée en immunocytochimie, et une 
population de cellules cylindriques de pureté supérieure à 98,5%, résultats rarement obtenus 
dans la littérature, et qui permettent de conforter la validité de nos observations. Au final, la 
population des cellules basales triées constitue environ 25-30% des cellules épithéliales 
totales, ce qui est en accord avec des résultats précédemment obtenus après quantification des 
différents types cellulaires de l’épithélium respiratoire, notamment les cellules basales 
(Soderberg et al., 1990 ; Mercer et al., 1994 ; Boers et al., 1998). Les marqueurs FT et CD151 
marquent donc toutes les cellules basales épithéliales et pourraient constituer l’analogue de la 
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GSI-B4 qui marque toutes les cellules basales de l’épithélium respiratoire de surface chez la 
souris et le rat. 

 
Lorsque les cellules basales CD151+/FT+ triées ont été ensemencées, elles ont 

proliféré sur plastique et collagène de type IV et ont été capables de reconstituer un 
épithélium respiratoire mucociliaire, dans le modèle de xénogreffe humanisée in vivo, ainsi 
que dans le modèle de culture en IAL in vitro, alors que les cellules cylindriques n’ont pas 
présenté cette capacité. Pour pouvoir former un épithélium mucociliaire différencié, les 
cellules basales ont donc généré d’autres cellules basales, ainsi que des cellules sécrétoires et 
ciliées. Ces capacités de prolifération et de différenciation leur confèrent donc le statut de 
cellules progénitrices de l’épithélium respiratoire de surface humain. A l’heure actuelle, il 
existe peu de preuves en faveur du caractère souche/progéniteur des cellules sécrétoires de 
l’épithélium respiratoire de surface, alors que ce potentiel est de plus en plus proposé pour les 
cellules basales (Schoch et al., 2004 ; Hong et al., 2004a ; Hong et al., 2004b). Cependant, au 
niveau des voies aériennes distales de type bronchiolaire, si le caractère souche/progéniteur 
des cellules sécrétoires de Clara a été proposé (Hook et al., 1987 ; Brody et al., 1987 ; 
Reynolds et al., 2000a ; Hong et al., 2001), le potentiel des cellules basales reste mal défini, 
ce qui est probablement lié au fait qu’elles soient très peu nombreuses à ce niveau. 

 
Dans chacune de nos expériences, le même nombre de cellules triées basales et 

cylindriques a été ensemencé in vivo et in vitro, mais la population négative CD151-/FT- n’a 
jamais adhéré. Dans la mesure où cette dernière population contenait environ 24% de cellules 
sécrétoires, nous avons ensemencé dans des expériences supplémentaires in vitro quatre fois 
plus de cellules cylindriques afin d’avoir un nombre équivalent de cellules basales et de 
cellules sécrétoires sur nos membranes de culture en IAL. Malgré le nombre élevé des cellules 
sécrétoires, ces dernières n’ont pas adhéré. Ce résultat suggère que les cellules sécrétoires 
perdent leur capacité d’adhérence cellulaire et donc de prolifération lorsqu’elles sont isolées 
des tissus respiratoires. En effet, les cellules sécrétoires sont capables de se diviser in vivo 
chez l’homme (Keenan et al., 1982a ; Keenan et al., 1982b ; Keenan et al., 1982c ; Evans et 
al., 1986 ; Breuer et al., 1993), mais une fois isolées, elles perdraient ce potentiel. 
Lorsqu’elles sont isolées des tissus respiratoires, les cellules sécrétoires pourraient perdre la 
capacité d’adhérer à un substrat. En effet, in vivo, l’attachement des cellules sécrétoires à la 
lame basale est principalement établi via les cellules basales par l’intermédiaire des 
desmosomes intercellulaires (Shebani et al., 2005). Les cellules sécrétoires ne possèderaient 
donc pas les récepteurs qui leurs permettraient d’adhérer à des molécules de la matrice 
extracellulaire, telles que le collagène, ou la lame basale de la trachée de rat dénudée dans nos 
expériences. 
Les cellules ciliées, considérées comme étant complètement différenciées et donc incapables 
de se diviser (Kauffman et al., 1980 ; McDowell et al., 1983), ont récemment montré leur 

 156



Cellules Progénitrices : Discussion 

capacité de transdifférenciation en d’autres types cellulaires épithéliaux pendant la réparation 
de l’épithélium respiratoire lésé de souris (Park et al., 2006). Dans notre étude, les cellules 
ciliées, comme les cellules sécrétoires, n’ont jamais adhéré, excluant toute possibilité de leur 
proposer une fonction de cellules progénitrices. 
 

Dans le but de démontrer l’existence d’une population de cellules progénitrices parmi 
les cellules basales respiratoires humaines, nous avons analysé l’activité de la télomérase des 
cellules triées CD151+/FT+ et CD151-/FT-. Les télomères sont formés par un complexe 
d’ADN (répétitions 5’-TTAGGG-3’) et de protéines, et protègent les extrémités des 
chromosomes des cellules eucaryotes des fusions, réarrangements et translocations. L’ADN 
télomérique est synthétisé spécifiquement par la télomérase, une ribonucléoprotéine 
constituée d’un ARN et de plusieurs sous-unités protéiques dont une transcriptase inverse, 
appelée hTERT (human telomerase reverse transcriptase) chez l’humain, capable d’ajouter 
des répétitions (TTAGG)n à l’extrémité 3’ des chromosomes tout en utilisant son propre ARN 
comme amorce (Blackburn et al., 1992 ; Forsyth et al., 2002). La télomérase est très active 
dans les tissus et les cellules embryonnaires humaines (Wright et al., 1996), alors que son 
activité dans les cellules souches reste controversée. En effet, plusieurs études ont montré que 
l’activité de la télomérase est absente dans les cellules souches de l’épiderme (Bickenbach et 
al., 1998) ou du bulge du follicule pileux (Sarin et al., 2005), ainsi que dans les cellules 
souches mésenchymateuses (Zimmermann et al., 2003), alors que d’autres équipes ont montré 
sa faible activité dans les cellules souches hématopoïétiques (Chiu et al., 1996 ; Elwood et al., 
2004) et les cellules souches du bulge (Ramirez et al., 1997). La télomérase a également été 
retrouvée réactivée dans le cancer (Kim et al., 1994) où son inhibition a empêché la formation 
de métastases pulmonaires (Dikmen et al., 2005), et la sénescence de cellules 
d’adénocarcinome œsophagien (Shammas et al., 2005). De plus, la télomérase a été utilisée 
pour l’immortalisation de plusieurs types cellulaires, comme les cellules épithéliales 
respiratoires humaines (Piao et al., 2005), les cellules pancréatiques (Narushima et al., 2005), 
les fibroblastes de la peau (Ouellette et al., 2000), les cellules progénitrices neurales (Bai et 
al., 2004) et les cellules souches mésenchymateuses (Bentzon et al., 2005) afin de générer des 
lignées cellulaires à prolifération indéfinie, et ce, sans aucune altération du phénotype, du 
caryotype, de la capacité de différenciation cellulaire, ou d’activation de certains oncogènes 
(Jiang et al., 1999 ; Morales et al., 1999 ; Simonsen et al., 2002). Il est actuellement admis 
que l’activité de la télomérase est détectée dans les cellules progénitrices et représente donc 
un marqueur de ce type de cellules (Harle-Bachor et al., 1996 ; Ramirez et al., 1997 ; 
Bickenbach et al., 1998 ; Marshall et al., 2005 ; Sarin et al., 2005 ; Whikehart et al., 2005 ; 
Umemoto et al., 2006). Au niveau pulmonaire, la télomérase a été détectée dans le tissu fœtal 
pendant la gestation (Ulaner et al., 1997), où elle était concentrée dans les cellules épithéliales 
très proches de la lame basale (Kong et al., 2004). Elle a également été détectée dans les 
cellules basales de l’épithélium respiratoire humain bronchique in situ (Yashima et al., 1997), 
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ce qui suggère la présence de cellules progénitrices au niveau de cette population cellulaire. 
Dans notre étude, nous avons trouvé que les cellules triées CD151+/FT+ avaient une activité 
claire de la télomérase, alors que les cellules cylindriques CD151-/FT- ne possédaient pas 
cette activité. Ainsi, nos résultats montrent que les cellules basales sont ou contiennent des 
cellules progénitrices de l’épithélium respiratoire proximal humain adulte. 

 
En conclusion, notre étude suggère fortement que les cellules basales sont des 

progéniteurs de l’épithélium respiratoire humain de surface comme le montrent leur capacité 
de régénération ainsi que leur activité de la télomérase. 
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EE..  CCOONNCCLLUUSSIIOONN  GGEENNEERRAALLEE  EETT  PPEERRSSPPEECCTTIIVVEESS  
 
 

Le travail de cette thèse s’est articulé autour de deux études complémentaires qui 
concernent la régénération de l’épithélium respiratoire humain, la première s’intéressant aux 
mécanismes de régénération de l’épithélium CF, et la deuxième s’intéressant aux cellules 
capables de régénérer l’épithélium. Nous avons conçu notre démarche sur le fait que la CF est 
une maladie caractérisée par des remaniements et des lésions de l’épithélium respiratoire, qui 
doit régénérer sa fonction, cette régénération faisant intervenir les cellules 
souches/progénitrices. Dans un premier temps, nous nous sommes interrogés sur l’origine des 
remaniements observés dans la CF et dans un deuxième temps, nous avons cherché à 
connaître la nature des cellules responsables de la réparation et la régénération de l’épithélium 
respiratoire humain. 
 

E.1. Régénération de l’épithélium respiratoire CF 

 
Dans la première étude, nous avons montré que, indépendamment de toute infection 

bactérienne, la régénération de l’épithélium respiratoire CF est retardée par rapport à la 
régénération non-CF, ce qui pourrait favoriser la susceptibilité de l’épithélium à l’infection 
bactérienne. Nous avons également montré que l’épithélium régénéré CF est remanié, et que 
sa régénération est associée à un déséquilibre de certaines protéines sécrétées, telles que l’IL-
8, les MMP-7 et-9, ainsi que le TIMP-1. Cette étude est la première à montrer que la 
régénération de l’épithélium respiratoire CF est anormale, même dans un contexte non 
infectieux, et suggère que les remaniements épithéliaux observés chez les patients CF sont 
dus, au moins en partie, à un mécanisme dérégulé de la régénération de l’épithélium, ce 
phénomène pouvant être accentué par l’infection. En effet, il est bien connu que l’infection 
bactérienne ou virale entraîne souvent des remaniements cellulaires sans qu’une quelconque 
maladie soit nécessairement présente (Holtzman et al., 2002 ; Kajon et al., 2003). Dans la CF, 
ces anomalies de régénération pourraient être liées à un déséquilibre précoce de l’expression 
de l’IL-8 et des MMPs. Une perspective intéressante de ce travail sera d’étudier les effets de 
l’inhibition de l’IL-8 au cours de la régénération CF et non-CF pour confirmer l’hypothèse de 
son implication dans la prolifération cellulaire observée précocement dans la régénération CF, 
l’IL-8 étant un des acteurs intervenant dans la régénération de l’épithélium normal non-CF 
(Coraux et al., 2005b). De plus, la modulation de l’inhibition des MMPs pendant la 
régénération permettra de confirmer leur rôle dans les phénomènes de remaniement observés 
dans la CF. 
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Le rôle de la mutation de CFTR dans les anomalies observées pendant la régénération CF 
n’est toutefois pas à exclure. Il sera judicieux pour étudier cette hypothèse, de corriger les 
cellules CF par transduction avec un vecteur lentiviral codant pour la protéine CFTR (Shoji et 
al., 1990 ; Castillon et al., 2004) et de déterminer l’effet de la correction de CFTR sur la 
régénération de l’épithélium CF en la comparant à la régénération épithéliale à partir de 
cellules CF non corrigées, et de cellules normales non-CF. 
 

Il est bien connu que la régénération de l’épithélium respiratoire est modulée par une 
multitude de facteurs protéiques et transcriptionnels (Coraux et al., 2005a). Dans notre étude 
de la régénération CF, nous avons décelé la dérégulation de quelques uns de ces facteurs. 
Cette régénération CF est sans doute accompagnée de la modulation de nombreux autres 
facteurs responsables d’anomalies diverses. Une des approches qui permettra de mettre en 
évidence des facteurs régulant la régénération de l’épithélium respiratoire non-CF et CF sera 
la technique de microarray. En effet, en criblant l’expression de plusieurs milliers de gènes au 
cours des différentes étapes de la régénération épithéliale non-CF et CF, nous pourrons 
obtenir une liste de gènes modulés à étudier plus avant afin de mieux comprendre la maladie, 
et d’établir ensuite une stratégie thérapeutique appropriée. 

 
De nombreux aspects de la régénération de l’épithélium respiratoire CF et non-CF 

restent à explorer, mais auparavant, il faudra vérifier l’état de fonctionnalité de l’épithélium 
régénéré CF, en chambre de Ussing par exemple pour déterminer la capacité de CFTR, 
exprimé sur les cellules ciliées CF des épithéliums régénérés, à sécréter des ions Cl-, quelque 
soit le génotype. 
 

E.2. Cellules progénitrices de l’épithélium respiratoire normal 

 
Dans la deuxième partie de notre étude, nous avons montré pour la première fois, que 

les cellules basales humaines adultes, triées par double marquage du FT et du CD151, 
présentent un potentiel progéniteur puisqu’elles sont capables de reconstituer un épithélium 
respiratoire différencié, et présentent une activité de la télomérase. C’est un premier pas 
important qui permettra d’envisager l’identification des cellules souches épithéliales 
respiratoires humaines. En 2005, un congrès intitulé « cellules souches adultes, biologie et 
maladies pulmonaires » s’est déroulé à Burlington, dans lequel les spécialistes dans l’étude 
des cellules souches/progénitrices pulmonaires (Scott Randell, Barry Stripp, Susan 
Reynolds,…) ont attiré l’attention sur le besoin de nouvelles méthodes et marqueurs 
permettant l’identification et le phénotypage des cellules souches. L’utilisation de nos 
marqueurs pourrait entrer dans ce cadre. En effet, le tri des cellules basales grâce au FT et au 
CD151 est un prérequis à l’étude de la présence d’une sous-population de cellules souches au 
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sein de cette population de cellules basales. La présence d’une sous-population de cellules 
souches pourra être mise en évidence par différentes techniques. La première consiste à 
essayer de trouver d’autres marqueurs que FT et CD151, qui ne seraient exprimés que par des 
sous-populations de cellules basales, ou exprimés de façon différente par ces sous-
populations. L’exemple d’une telle démarche est celui de l’épiderme. En fait, les cellules 
souches épidermiques, présentes dans la population des cellules basales toutes identiques sur 
le plan morphologique, sont isolées sur la base de leur expression élevée de la sous-unité 
d’intégrine β1 (Jones et al., 1993). 
Actuellement, nous sommes en train de mettre au point une méthode de test de clonogénicité 
cellulaire par cytométrie en flux. Par cette méthode, les cellules basales marquées avec le FT 
et le CD151 seront isolées, une par puits, et cultivées, afin d’évaluer leur potentiel souche ou 
progéniteur. En effet, une cellule souche est, en principe, capable de proliférer à l’infini alors 
qu’une cellule progénitrice ne peut se diviser qu’un nombre restreint de fois. Les mises au 
point de cette technique concernent surtout les conditions de cultures des cellules clonées, 
c’est-à-dire le type du milieu et la couche nourricière à utiliser. Une telle technique permettra, 
si elle aboutit, d’identifier les cellules souches de l’épithélium respiratoire et de mettre en 
évidence leur capacité d’autorenouvellement. 
 

La mise en évidence de la présence de cellules souches au sein de la population des 
cellules basales CD151+/FT+ pourra également être réalisée en mettant à profit leur capacité 
d’autorenouvellement, grâce à des tests de reconstitution itérative de l’épithélium respiratoire 
consistant à régénérer un épithélium à partir de cellules basales CD151+/FT+, d’isoler les 
cellules basales de ce nouvel épithélium grâce aux mêmes marqueurs et de tenter de générer 
un épithélium à partir de ces dernières, et ce plusieurs fois de suite. 

 
D’autres méthodes utilisant la technologie de la cytométrie en flux pourraient être 

appliquées à la recherche de cellules souches dans notre population de cellules basales triées. 
Elles consistent à utiliser par exemple la capacité des cellules souches, comme les cellules 
souches de la moelle osseuse, à exclure des colorants comme le Hoechst. On pourrait 
également imaginer l’utilisation de l’approche de l’aldéhyde déshydrogénase (ADH), une 
enzyme fortement exprimée par les cellules souches (Sahovic et al., 1988 ; Storms et al., 1999 
; Armstrong et al., 2004 ; Hess et al., 2004). En effet, une molécule fluorescente (appelée 
BAAA) diffuse librement à l’intérieur de toutes les cellules, mais est convertie par l’ADH en 
une autre molécule chargée négativement (BAA) qui sera retenue au niveau 
intracytoplasmique. Comme les cellules souches ont une forte activité d’ADH, un nombre 
important de molécules fluorescentes sera retenu, et par suite, les cellules à haute fluorescence 
représenteront les cellules souches à isoler par cytométrie en flux. 

 

 161



Conclusion générale et perspectives 

Les cellules basales participant à la formation des glandes sous-muqueuses 
(Engelhardt et al., 1995), nous étudierons également l’aptitude des cellules basales 
CD151+/FT+ à générer un réseau de glandes respiratoires in vitro dans un modèle de culture 
en trois dimensions dans du matrigel ou dans des gels de collagène en présence ou non de 
facteurs pro-régénérateurs, en co-culture avec des cellules fibroblastiques issues du 
mésenchyme de voies aériennes humaines, ou en présence de milieu conditionné par ces 
mêmes fibroblastes, selon la méthode décrite par Montesano et al. pour les cellules MDCK 
(Montesano et al., 1991), car il a été démontré que les cellules mésenchymateuses influencent 
le devenir des cellules épithéliales qui leur sont associées (Shannon et al., 1998). 

 

E.3. Retombées scientifiques 

 
Une meilleure connaissance des phénomènes de régénération de l’épithélium 

respiratoire CF peut permettre d’envisager d’améliorer ce processus grâce à l’identification de 
molécules prorégénératrices. De plus, l’identification des cellules souches peut idéalement 
avoir comme retombée finale une application directe en thérapie cellulaire et génique de la 
CF. En effet, il pourrait être envisageable d’isoler des cellules souches à partir de 
prélèvements effectués chez les patients CF, de les corriger efficacement par transduction 
lentivirale du gène cftr normal et de les réimplanter chez ces malades CF afin de corriger leur 
épithélium respiratoire. Cependant, cette perspective reste peu envisageable à l’heure actuelle. 
A moins long terme, l’identification et la caractérisation des cellules souches pourraient 
permettre de les stimuler localement et ainsi de favoriser la régénération de l’épithélium 
respiratoire lésé dans la CF. 
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ABSTRACT 
 
Cystic Fibrosis (CF) is characterized at an advanced stage of the disease by airway epithelial 
injury and remodelling. Whether CF remodelling is related to infection and inflammation or 
due to an abnormal regeneration process is still undecided. We have recently established the 
expression and secretion profiles of IL-8, MMP-7, MMP-9 and TIMP-1 during non-CF 
airway epithelial regeneration in a humanized nude mouse xenograft model. To enhance our 
understanding of CF remodelling, we compared the regeneration process of non-infected 
human CF and non-CF nasal epithelia. In both CF and non-CF situations, the epithelial 
regeneration was characterized by successive steps of cell adhesion and migration, 
proliferation, pseudostratification and terminal differentiation. However, histological 
examination of the grafts showed a delay in differentiation of the CF airway epithelium. Cell 
proliferation was higher in the regenerating CF epithelium, and the differentiated CF 
epithelium exhibited a pronounced height increase and a basal cell hyperplasia by comparison 
to non-CF epithelium. In addition, while the number of goblet cells expressing MUC5AC was 
similar in CF and non-CF regenerated epithelia, the number of MUC5B-immunopositive 
goblet cells was lower in CF grafts. The expression of human IL-8, MMP-7, MMP-9, and 
TIMP-1 was enhanced in CF epithelium, especially early in the regenerative process. 
Together, our data strongly suggest that the regeneration of human CF airway surface 
epithelium is characterized by remodelling, delayed differentiation and altered pro-
inflammatory and MMP responses. 

 
Keywords: cystic fibrosis; human airway epithelial regeneration; humanized xenografts; 
matrix metalloproteinases; IL-8 
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INTRODUCTION 
 

 

Cystic fibrosis (CF) is the most common genetic disease among Caucasians caused by 
mutations in the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) gene, which 
encodes a cAMP-regulated membrane Cl- channel. At an advanced stage of the disease, CF is 
generally characterized by airway obstruction due to mucus accumulation (1) and reduced 
mucociliary transport (2). These abnormalities associated with airway infection and 
inflammation (3) are hallmarks of the CF pathogenesis. CF is also characterized by airway 
epithelial injury (4) and remodelling, such as squamous metaplasia (5), cell hyperproliferation 
(6), basal and goblet cell hyperplasia, airway epithelial height increase (7) and hypersecretion 
(8). However, it is still unknown whether these changes are related to the infection and 
inflammation that occur frequently in CF or due to an abnormal epithelial regeneration 
process. 
The mucus layer that covers the surface respiratory epithelium is composed by two major 
secreted mucins, MUC5AC and MUC5B (9,10), mainly produced by airway goblet cells and 
submucosal glands respectively (11,12). MUC5AC is also expressed in all goblet cells and 
MUC5B in a subpopulation of these cells (13). In CF, only one study has quantified the 
percentage of goblet cells that express these mucins in situ (14), but none during the early 
stages of the disease. 
CF is also characterized by an imbalance of cytokine expression as well (15). Various studies 
have reported increased levels of IL-8 (16,17). In addition to its pro-inflammatory activity, 
IL-8 has been also implicated in the regulation of matrix metalloproteinases (MMPs), in 
particular MMP-7 and MMP-9 (18-20). MMP activity is tightly regulated by their 
endogenous inhibitors TIMPs (21). TIMP-1 binds both pro-MMP-7 and -9 to block their 
activities (22,23). Few data are available on MMPs and TIMPs in relation to CF pathogenesis; 
it has been shown, however, that MMP-9 and TIMP-1 levels are increased in the sputa of CF 
patients (24-26), and that the expression of MMP-7 is high in CF tissue sections (27). 
Using a humanized xenograft model, we have previously described the temporal expression 
of MMPs and IL-8 during human non-CF airway surface epithelial regeneration and showed 
their implications in this process (28). The aim of our present study is to compare the 
regeneration between human CF and non-CF airway epithelia in the absence of infection to 
determine whether the remodelling observed in human adult CF tissues is due to infection or 
to an abnormal regeneration process. We also compared the dynamics of non-CF and CF 
epithelial regenerations and the temporal expression of IL-8, MMP-7, MMP-9 and TIMP-1. 
 
 
METHODS 
 
Human airway tissues, epithelial cell isolation and culture 

The use of human tissues was authorized by the bioethical law 94-654 of the Public Health 
Code. Human airway tissues were collected after nasal polypectomy of 7 CF (median age 23, 
range 18-33; genotypes: ∆F508/∆F508 n=3; ∆F508/G542X n=2; ∆F508/E92K n=1; 
∆F508/547delA n=1) and 7 non-CF (median age 38.5, range 19-55) subjects who did not 
suffer of any other disease when experiments were carried out. The subjects’ ages were 
statistically not different between the two groups. Human tissues were transferred to the 
laboratory and processed as described previously (28) with some modifications. Tissue-
isolated epithelial cells were seeded on plastic at a density of 2x104 cells/cm² and cultured in 
the proliferation medium DMEM/Ham F-12 (Gibco BRL, Paisley, UK) supplemented with 
0.87µM bovine insulin, 65nM human transferrin, 1.6nM rhEGF 1.38µM hydrocortisone, 
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30nM retinyl acetate, 9.7µM 3,3’,5-triiodo-L-thyronin, 2.7µM (-)epinephrine, 35µg/mL 
bovine pituitary extract, 5µM ethanolamine, 5µM O-phosphorylethanolamine, 30nM sodium 
selenite, 1nM manganese chloride tetrahydrate, 0.5µM sodium metasilicate nonahydrate, 1nM 
ammonium molybdate tetrahydrate, 5nM ammonium vanadate, 1nM nickel sulfate 
hexahydrate, 0.5nM stannous chloride dihydrate (Sigma Aldrich, St Louis, USA), 100U/mL 
penicillin and 100µg/mL streptomycin. Cells were cultured at 37°C up to confluency, then 
detached and counted. 
 
Bacteriological analyses of CF and non-CF cultures 
 
Bacteriological analyses were carried out in the microbiology division of our hospital. All 
tissues and culture media were subjected to microbiological analyses. Aliquots were plated on 
Columbia agar containing 5% of horse blood (bioMérieux, Paris, France) and incubated at 
37°C for 48h. In all cases, when bacterial growth was observed the experiment was 
discontinued. 
 
Humanized airway xenografts in nude mice 
 

 

The use of animals was authorized by the French Veterinary Services (N° A51-454-5). 
Humanized xenografts were prepared as described previously (28). Briefly, 1x106 human 
airway epithelial cells suspended in proliferation medium, or culture medium alone (control 
tracheae), were inoculated in epithelium-denuded Wistar rats’ tracheae that were grafted 
subcutaneously in nude mice (Charles Rivers, Saint-Aubin-Lès-Elbeuf, France). Xenografts 
were flushed twice a week with serum-free DMEM/Ham F-12 medium supplemented with 
200U/mL penicillin, 200µg/mL streptomycin, 50µg/mL gentamicin, 2.5µg/mL amphotericin 
and 420U/mL colimycin. Animals were sacrificed after 4, 13, 25 and 35 days of engraftment, 
then CF and non-CF xenografts were removed. A portion of each xenograft was embedded in 
optimum cutting temperature (O.C.T.) compound (Tissue-Tek, Zoeterwoude, The 
Netherlands), frozen in liquid nitrogen and processed for histological examination and 
immunohistochemistry, the other portion being processed for RNA extraction. 
 
Airway liquid collection from tracheal xenografts 

Tracheal xenografts were flushed at days 4, 13, 25 and 35 with serum-free DMEM/Ham F-12 
medium, drained, and then 80µL of this medium were instilled into the xenograft. After a 4-h 
incubation, each medium was collected, centrifuged, total protein concentration was 
determined with the DC Protein Assay kit (BioRad, Hercules, USA) and samples were stored 
at -80°C until use for ELISA and zymography. Collected media were gathered following the 
histological step of the epithelium in each graft (see below). 
 
Histological examination 
 
Each CF and non-CF cryofixed graft portion was entirely cut and all 5-µm frozen sections 
were collected on slides and were either stained with haematoxylin-eosin for histology, or 
frozen at -20°C for immunohistochemistry. The histology of each CF and non-CF airway 
epithelial xenograft was analysed in order to define the histological step of epithelial 
regeneration. Each step corresponds to an histological phenotype that has been previously 
described (28): step I is characterized by epithelial cell adhesion and migration where all 
epithelial cells, positive for vimentin (a mesenchymal cell marker; data not shown), form a 
monolayer covering the host denuded rat trachea; step II is characterized by cell proliferation 
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and stratification (most cells were positive for Ki-67, a proliferation-cell marker) where 
epithelial cells form several layers of cuboidal cells covered by a flattened-cell layer; step III 
is characterized by the beginning of epithelial pseudostratification where epithelial cells were 
negative for several complete-differentiation markers (see step IV), and where the epithelium 
was columnar without any cilia or secretory granules; step IV is characterized by complete 
epithelial differentiation with appearance of basal (CK13-positve), ciliated (β-tubulin-
positive) and goblet (MUC5AC-positive) cells. At this final step, the epithelium also stained 
for ZO-1 (data not shown), a tight junction-associated protein. All analyses were performed at 
these different regenerative steps. The differentiation of non-CF epithelia generally began 
after 25 days of engraftment. This time point was chosen to compare the degree of 
differentiation between non-CF and CF grafts. At least 40 sections per graft were analysed. 
The epithelial height was determined at step IV with 6 measurements per section using 
Visilog 5 software (Noesis, Courtaboeuf, France). 
 
Immunohistochemistry and cell quantification 
 
Sections were fixed with cold acetone for 10min and incubated with phosphate-buffered 
saline (PBS) containing 3% of bovine serum albumin (Sigma) for 30min at room temperature 
(RT) to prevent unspecific bindings. The primary antibodies used were: monoclonal mouse 
anti-cytokeratin (CK) 13 (Sigma) specific for basal cells, anti-β-tubulin (Amersham, 
Buckinghamshire, UK) for ciliated cells, anti-MUC5AC (Novocastra, Newcastle, UK) and 
anti-MUC5B (provided by Dr M-C. Copin, Lille, France) for goblet cells. Cell proliferation 
was assessed using an anti-Ki-67 antibody (DakoCytomation, Carpentaria, USA). For CK13, 
β-tubulin and Ki-67-positive cell detection, sections were incubated with the primary 
antibody for 1h at RT and then incubated with Alexa Fluor 488-goat anti-mouse antibody (1h 
at RT; Molecular Probes, Eugene, USA). For goblet cells detection, sections were stained 
with anti-MUC5B antibody, exposed to Alexa Fluor 594-goat anti-mouse antibody, then 
incubated with goat anti-mouse Fab (H+L) fragments (30min at RT; Jackson 
Immunoresearch, Pennsylvania, USA) to block free sites of the mouse anti-MUC5B antibody, 
and finally stained with anti-MUC5AC antibody followed by incubation with Alexa Fluor 488 
antibody. All sections were then counter-stained with Harris haematoxylin and mounted for 
fluorescence observation with an Axiophot microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany). 
Negative controls were performed by replacing primary antibodies with mouse non-immune 
IgG fractions (Sigma) and with PBS-BSA 1% alone. Positive cells were counted in randomly 
selected slides in at least 40 sections. Results are expressed as number of positive cells per 
millimetre of basal lamina (mmBL). 
 
RNA extraction and semi-quantitative RT-PCR 
 
RNA extraction was realized with the High Pure RNA Isolation Kit as recommended by the 
manufacturer (Roche Diagnostics, Indianapolis, USA). RT-PCR were performed with 10ng of 
total RNA using the GeneAmp Thermostable RNA PCR Kit (Applied Biosystems, Foster 
City, USA) and human-specific primers for MMP-7, MMP-9, TIMP-1, IL-8 and GAPDH as 
described previously (28). RT-PCR products were separated on acrylamide gels, stained with 
SYBRGold (Molecular probes), then quantified by fluorimetric densitometry with a LAS-
1000 (Fuji, Stamford, USA). mRNA values of the different transcripts were normalized to the 
GAPDH mRNA values. Negative controls were performed with RNA extracted from 
xenografts inoculated with medium alone. 
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IL-8 quantification 
 
ELISA was performed according to the manufacturer’s instructions (R&D, Minneapolis, 
USA). Absorbance was read on a Xenius microplate spectrophotometer (SAFAS, MC, 
Monaco). Results are expressed as pg/mg of total proteins. 
 
Zymography analyses 
 
The same amount of total proteins, 1.2µg for MMP-9 and 20µg for MMP-7, from each 
collected liquid sample was separated on 10% polyacrylamide gels containing 0.1% (w/v) 
gelatin or casein respectively, as described previously (28). Briefly, after two washes in 2%-
Triton X-100, gels were incubated overnight at 37°C in 50mM Tris-HCl pH 7.6, 5mM CaCl2

 

and 0.1% Triton X-100 buffer, then stained in 40% methanol, 10% acetic acid and 0.1% 
Coomassie Brilliant Blue R250 (Sigma Aldrich), and de-stained in 10% acetic acid and 20% 
methanol. Proteolytic activities were quantified by densitometric scanning on LAS-1000. 
 
Inhibition of MMP-7 and MMP-9 activities 
 
Inhibitors of MMP-7 and -9 (MMP Inhibitor III and MMP Inhibitor II respectively; 
Calbiochem, La Jolla, USA) were prepared as described previously (28), and added to 3 CF 
cell suspensions (∆F508/∆F508 n=2; M152V/3120+1G>A n=1) that were inoculated in 
denuded rats’ tracheae. Nude mice were sacrificed at day 35 and xenografts were removed for 
histological examination. 
 
Statistical analyses 
 
Values are expressed as the mean±SD. The non-parametric Mann and Whitney test was used 
for statistical analyses. χ² test was used to compare the CF and non-CF airway epithelial 
differentiation degree. Significant differences were defined for p ≤ 0.05. 
 
 
RESULTS 
 
In all the following results, CF and non-CF experiments were consistent and reproducible 
regardless of the subject’s age: all CF epithelial cells, irrespective of the CF genotype, 
repopulated the host rat trachea in the same manner, and cell quantifications as well as the 
different expression profiles did not significantly vary between CF subjects; these 
observations were also valuable for non-CF epithelial cells (data not shown). 
 
Histology of Non-CF and CF epithelia during regeneration 
 
The human CF airway surface epithelial regeneration (Figure 1E-H) followed four successive 
steps as previously described for the non-CF human airway epithelium (Figure 1A-D) 
(28,29): a step I of epithelial cell adhesion and migration (Figure 1A,E), a step II of epithelial 
cell proliferation (Figure 1B,F,G), a step III of epithelial pseudostratification (Figure 1B’,G’), 
and a step IV of epithelial mucociliary differentiation (Figure 1C,D,H). The major 
histological difference between CF and non-CF resided in the height of the epithelium at step 
IV: the CF epithelium was significantly higher (p = 0.03) than the non-CF epithelium 
(46.7±8.9 vs. 34.7±4.8µm respectively). 
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In order to determine whether a difference in the differentiation degree could be observed 
between non-CF and CF airway epithelia, their histology was analysed at day 25. We 
observed that 80% of non-CF grafts were covered by a well-differentiated epithelium (step 
IV), whereas only 18.7% of CF grafts contained a well-differentiated epithelium (p = 0.03). 
 
Non-CF and CF epithelial proliferation during regeneration 
 
At step I, no cell proliferation was observed. From step I to step II, cell proliferation 
significantly increased but was more pronounced in CF epithelia. Past this step, cell 
proliferation decreased significantly and similarly in both non-CF and CF grafts (Figure 2C). 
Of note, Ki-67-positive cells were detected near the basal lamina of non-CF (Figure 2A,A’) 
and CF (Figure 2B,B’) epithelia at step II. No immunostaining was observed in control 
sections (data not shown). 
 
Quantification of basal, goblet and ciliated cells in the regenerated epithelia 
 
We compared the distribution of the different epithelial cell types at step IV. The number of 
CK13-positive basal cells was higher in CF (147.3±23.7 cells/mmBL) than in non-CF 
epithelia (88.6±5.2 cells/mmBL) (Figure 3A-C). MUC5AC stained positively all goblet cells 
as described previously (12), and as assessed by Alcian Blue/PAS staining (data not shown) 
on differentiated CF and non-CF airway epithelial xenograft sections. The number of 
MUC5AC-positive goblet cells was not statistically different in both grafts (31±5.7 and 
21.7±12.4 cells/mmBL respectively), whereas the number of MUC5B-positive cells was 
lower in CF by comparison to non-CF epithelium (4.7±2.1 vs. 15.1±3.4 cells/mmBL 
respectively) (Figure 3D-G). The number of �-tubulin-positive ciliated cells in non-CF and 
CF differentiated epithelia was not different (120.8±20.1 and 104.7±6.2 cells/mmBL 
respectively) (Figure 3H-J). No immunostaining was observed in control sections (data not 
shown). 
 
mRNA expression profile of IL-8, MMP-7, MMP-9 and TIMP-1 during non-CF and CF 
regeneration 
 
We compared the expression profile of IL-8, MMPs and TIMP-1 during non-CF and CF 
regenerations at steps I, II, III and IV by semi-quantitative RT-PCR (Figure 4). IL-8 
expression decreased progressively throughout the regenerative steps with higher values in 
CF than in non-CF grafts. MMP-7 mRNA expression increased in non-CF and did not change 
in CF during regeneration, with higher values at steps I and II in CF than in non-CF grafts. 
MMP-9 mRNA expression did not change during the first steps, then increased significantly 
at step IV of non-CF regeneration, whereas its expression increased at step II then 
progressively decreased during the CF regeneration. MMP-9 mRNA levels were significantly 
higher in CF than in non-CF grafts at steps II and III. TIMP-1 expression significantly 
increased at step II, then gradually decreased during CF regeneration, but did not change 
during non-CF regeneration. TIMP-1 mRNA levels were significantly higher in CF than non-
CF grafts. IL-8, MMP-7, MMP-9 or TIMP-1 mRNA expression was not observed in control 
tracheae (data not shown). 
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IL-8, MMP-7 and MMP-9 protein secretion profiles during non-CF and CF 
regeneration 
 
IL-8 secretion decreased at step II then remained constant during non-CF regeneration, 
whereas it did not change during the first steps but significantly decreased at step IV in CF 
grafts (Figure 5). IL-8 levels were significantly higher in CF than non-CF grafts at steps I and 
III. After an initial decrease, MMP-7 secretion increased during non-CF regeneration, 
whereas in CF grafts, it increased during the first steps then slightly decreased at step IV. 
MMP-7 levels were significantly lower at step I and higher at step II in CF than non-CF 
grafts. MMP-9 secretion increased along the non-CF regeneration process, whereas after an 
initial increase, it progressively decreased in CF grafts. MMP-9 protein levels were 
significantly higher at steps I, II and III, but lower at step IV in CF than non-CF grafts. 
 
Inhibition of MMP-7 and MMP-9 during CF regeneration 
 
We have previously shown, using MMPs inhibitors, that MMP-7 and -9 are involved in non-
CF regeneration (28). The same experiment was performed in CF grafts: at day 35, control 
grafts contained well-differentiated pseudostratified epithelia (Figure 6A) whereas inhibition 
of MMP-7 during CF regeneration led to metaplastic and hyperplasic epithelia (Figure 6B), 
similar to our previous results obtained during the non-CF regeneration (28). The inhibition of 
MMP-9 led to the generation of thin CF epithelia composed mainly of differentiated cells 
where goblet cells were predominating (Figure 6C). 
 
 
DISCUSSION 
 
Using a humanized xenograft model we demonstrate that, in a non-infected environment, the 
CF airway epithelial regeneration is delayed and characterized by the restoration of a 
remodelled airway epithelium. We also show that during the remodelling, the expression and 
secretion of the mediators IL-8, MMP-7, MMP-9 and their inhibitor TIMP-1 are altered. 
The xenograft model used in this study allows the regeneration and the differentiation of a 
pseudostratified airway epithelium in the absence of infection. Since CF is generally 
characterized by airway infection and inflammation (3), the choice of the xenograft model 
was very useful to determine whether remodelling of the CF epithelium was due to infection 
or to an abnormal regeneration process. The xenograft model also mimics the in vivo re-
epithelialisation of the injured airway epithelium, which occurs frequently in CF. One 
limitation of this model consists in the small volume of the collected airway surface liquid. 
In CF, the human nasal epithelium manifests many pathological signs, such as mucus 
accumulation, inflammation, hyperplasia and metaplasia (30), similar to those observed in the 
tracheal and bronchial epithelium (31). Moreover, when human nasal and bronchial epithelial 
cells are used for xenograft-differentiation experiments, they regenerate and restore an 
identical mucociliary epithelium (29,32). Thus, CF nasal epithelial cells are representative of 
lower airway epithelial cells in the CF disease. 
 
The dynamics of CF airway surface epithelial regeneration as well as its comparison with that 
of non-CF have never been assessed. We observed a hyperproliferation of CF epithelial cells 
at step II concomitant with the sustained over-expression of IL-8, MMPs and TIMP-1. Indeed, 
in addition to its pro-inflammatory activity, IL-8 has been involved in cell proliferation and 
migration in the intestine, the skin and the endometrium (33-36). In the same way, MMPs, in 
particular MMP-7, and TIMP-1 have been described to enhance epithelial cell proliferation 
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(37,38). Taken together, these results strongly suggest that IL-8, MMPs and TIMP-1 stimulate 
CF cell proliferation at step II of regeneration leading possibly to the delay observed in the CF 
epithelial differentiation. The major consequence of this delay in CF epithelial regeneration 
could be an increased susceptibility of the CF epithelium to bacterial infection. In fact, the 
regenerating airway epithelium exposes receptors that could be used by Pseudomonas 
aeruginosa as sites of bacterial adherence (39,40). 
In our study, the regenerated well-differentiated CF epithelium is marked by increased height 
by comparison to non-CF epithelium. This is in accordance with the observations of Voynow 
et al. (7) who have reported that, in infected and inflamed tissues obtained from CF patients 
who had undergone lung transplantations, the surface epithelium was higher as compared to 
non-CF epithelium. Their data suggest the involvement of infection and/or inflammation in 
the increase of the epithelial height. In our study, the regeneration of the CF airway 
epithelium occurred in the absence of infection, emphasizing then the potential contribution 
of the elevated IL-8 in this process. 
 
Hyperproliferation and basal cell hyperplasia are generally associated to the CF pathology 
(41) and other inflammatory diseases (42). Our results demonstrate that hyperproliferation 
observed at step II in CF grafts became non-significant in terminally well-differentiated 
epithelia. These findings suggest that basal cell hyperplasia (step IV) could be a direct 
consequence of the increased cell proliferation observed early in CF (step II). The non-
significant difference in cell proliferation between CF and non-CF epithelia at step IV is 
likely due to the non-infected environment in our xenograft model. Besides the airway 
epithelial remodelling that may arise from cytokine and MMP deregulation, mutated CFTR is 
likely to play a key role in the CF epithelial remodelling, particularly in hyperproliferation. It 
has been shown that CFTR knockout mice exhibited an increased migration and proliferative 
capacities of intestinal crypt epithelial cells as compared to control mice (43). Moreover, the 
over-expression of CFTR may result in either increased (44) or decreased (45) epithelial cell 
proliferation. Thus, it remains to be determined whether the correction of mutated CFTR in 
CF airway cells, before their implantation in xenografts, could prevent the basal cell 
proliferation and the differentiation delay during the CF regeneration process. 
 
In this work, we show that the number of goblet cells assessed by MUC5AC staining is not 
different in CF and non-CF well-differentiated epithelia. Moreover, we observe that the 
number of goblet cells expressing MUC5B is lower in CF grafts. Several non-quantitative 
studies have described goblet cell hyperplasia in the CF airway epithelium in situ (8,46), 
while controversial conclusions have been reported by Danel et al. (47) in nasal brushings and 
by Voynow et al. (7) in airway sections. In addition, it has been recently shown that the 
number of surface MUC5AC-expressing cells is similar in CF and non-CF nasal polyps, and 
that MUC5B-positive cells are more numerous in CF tissues (14). It is important to note that 
most of CF tissues used in the literature for goblet cell quantification and mucin expression 
have been obtained from infected and inflamed CF patients at various stages of the disease, 
compromising the comparison with control patients. Our results are in accordance with 
several studies (47,48), particularly with those of Sturgess and Imrie (49) who have reported 
that the number of goblet cells is not modified in the airways of non-infected CF foetuses. 
In our study, we observe concomitantly to the remodelling that the expression of IL-8 is 
increased both at the transcript and protein levels early in the human CF regeneration and is 
sustained until the differentiation step. Our findings highlight the pro-inflammatory state of 
the CF epithelium and are in agreement with many other studies as the expression and 
secretion of IL-8 by CF cells, by comparison to non-CF cells, have been shown in our 
laboratory (50) and widely reported in the literature (51). Our results also emphasize the 
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potential role of IL-8 in the regulation of MMPs as underlined previously (18-20), since its 
over-expression and over-secretion as well as those of MMP-7 and -9 are observed at the 
same time during CF regeneration. Throughout the first steps of CF regeneration, MMP-7, 
MMP-9 and TIMP-1 were over-expressed and over-secreted suggesting their possible 
involvement in cell migration, proliferation and epithelial pseudostratification. The 
implication of MMP-7 and MMP-9 in the control of epithelial cell migration during wound 
repair and remodelling of the injured airway epithelium has been demonstrated (27,52-55). 
We have recently shown in the same xenograft model the implication of these MMPs in the 
regenerative process, particularly during epithelial differentiation (28). In the present study, 
we also show their involvement in CF regeneration as their inhibition led to a remodelled 
epithelium. Regarding TIMP-1, we demonstrated its higher expression in CF epithelia during 
regeneration. Lee et al. (56) have shown recently that TIMP-1-deficient mice are more 
resistant to P. aeruginosa corneal infections and that they clear infections faster than wild 
type mice. They have also reported that MMP-9 is necessary for the resistance of these mice 
against infections. In the light of these data, we suggest that the high level of TIMP-1 and the 
low level of MMP-9 in well-differentiated CF airway epithelia could render the CF 
epithelium less resistant to P. aeruginosa infections. 
 
In conclusion, our study provides evidence that, in the absence of bacterial infection, the CF 
airway surface epithelial regeneration is delayed, and that it leads to the restoration of a 
remodelled epithelium suggesting that the remodelling observed in human CF tissues is not 
directly related to bacterial infection but to an abnormal regeneration process that will be 
amplified by infection. Our results suggest also that the abnormal regeneration could be the 
consequence of a deregulation of at least MMP-7 and -9, TIMP-1 and IL-8 expression in CF 
airway epithelial cells. 
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Figure 1 
 
Histology of the non-CF and CF surface epithelium during the regeneration process. Grafts 
were removed at the indicated days below and all airway sections were stained with 
haematoxylin and eosin. After 4 days of engraftment, non-CF (A) and CF (E) epithelial cells 
adhered and migrated to form a monolayer of airway epithelial cells (step I). At day 13, the 
majority of the host rat trachea was covered by stratified non-CF and CF epithelial cell layers 
(B,F) (step II). However, in some areas an undifferentiated pseudostratified epithelium 
characteristic of step III was observed in several non-CF xenografts (B’). At day 25, the non-
CF epithelium (C) became fully-differentiated (step IV), whereas the histology of the CF 
epithelium resembled that of step II (G) or step III (G’). At day 35, the non-CF epithelium (D) 
was similar to that observed at day 25, and the CF epithelium (H) became completely well-
differentiated (step IV). m: mesenchyme, Lu: lumen. Bars = 50µm. 
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Figure 2 
 
Cell proliferation during non-CF and CF epithelial regenerations. Cell proliferation was 
assessed by Ki-67 immunostaining. All sections were counter-stained with haematoxylin and 
Ki-67-positive cells were counted at steps I, II, III and IV. Ki-67-positive cells were detected 
near the basal lamina of non-CF (A,A’) and CF (B,B’) epithelia at step II. C: no cell 
proliferation was observed at step I in non-CF and CF epithelia while it increased drastically 
at step II (p = 0.04 and 0.01 respectively), with a higher (3.6-fold) Ki-67-positive cell number 
in CF than in non-CF grafts (p = 0.02). Then, cell proliferation decreased significantly until 
step IV of non-CF and CF regenerations (step II/step III: p = 0.04 and 0.01 respectively; step 
III/step IV: p = 0.05 and 0.01 respectively). Bars = 50µm. 
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Figure 3 
 
Quantification of basal, goblet and ciliated cells in the regenerated and well-differentiated 
epithelia. The number of basal, goblet and ciliated cells was assessed by CK13 (A,B), 
MUC5AC (D,E) and β-tubulin (H,I) immunostaining respectively. Sections were counter-
stained with haematoxylin. Basal cells (A,B) were significantly more numerous in CF grafts 
(C, p = 0.002). Images of MUC5AC- and MUC5B-positive cells were acquired and overlayed 
(D,E). The number of MUC5AC-positive cells (green) was not different between CF and non-
CF grafts (F), whereas MUC5B-positive cells (red, yellow after overlay) were significantly 
less numerous in CF grafts (G, p = 0.009). The number of ciliated cells was not different in 
CF and non-CF epithelia (J). Bars = 50µm. 
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Figure 4 
 
Analyses of human IL-8, MMP-7, MMP-9 and TIMP-1 mRNA expression profiles by RT-
PCR during regeneration. The mRNA level of IL-8, MMP-7, MMP-9 and TIMP-1 was 
normalized to the mRNA level of the housekeeping gene GAPDH. The levels of IL-8 mRNA 
were significantly higher in CF than in non-CF grafts (Step I: p = 0.01; Step II: p = 0.004; 
Step III: p = 0.005; Step IV: p = 0.005), and the transcript expression decreased progressively 
in both types of epithelium throughout the regenerative steps (Non-CF: step I/step III, p = 
0.04; CF: step I/step IV, p = 0.001). At steps I and II, significant higher MMP-7 mRNA levels 
were detected in CF grafts by comparison to non-CF grafts (p = 0.03 and p = 0.005 
respectively). Interestingly, MMP-7 expression did not change in CF grafts, whereas it 
increased in non-CF grafts during regeneration (Step I/step IV: p = 0.03). MMP-9 was 
significantly higher in CF than in non-CF grafts at steps II and III (p = 0.006 and p = 0.005 
respectively), but lower in CF epithelia at step IV (p = 0.01). The expression of MMP-9 
mRNA did not change during the first three steps of non-CF regeneration, but increased at 
step IV (Step I/step IV: p = 0.03; step III/step IV: p = 0.02). In contrast, its expression 
increased at step II of CF regeneration (p = 0.0009), then progressively decreased from step II 
to step IV (Step II/step III, p = 0.01; step III/step IV, p = 0.002). TIMP-1 was higher in CF 
than non-CF grafts during the regeneration process (Step I: p = 0.01; Step II: p = 0.002; Step 
III: p = 0.005; Step IV: p = 0.005). No changes of TIMP-1 mRNA expression were observed 
during non-CF regeneration. In contrast, during CF regeneration, TIMP-1 expression 
increased at step II (p = 0.0009) and then gradually decreased between step II and step IV 
(Step II/step IV: p = 0.0001). 
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Figure 5 
 
IL-8, MMP-7 and MMP-9 protein secretion during non-CF and CF regenerations. IL-8 
secretions, analysed by ELISA, were significantly higher in CF than non-CF grafts at steps I 
(p = 0.05) and III (p = 0.02). During non-CF regeneration, IL-8 protein secretion decreased at 
step II (Step I/step II: p = 0.04), then remained constant at steps II, III and IV. In CF grafts, 
IL-8 secretion did not change during the first three steps of airway epithelial regeneration, but 
decreased between step III and step IV (Step III/step IV: p = 0.02). Values are expressed as pg 
of IL-8 / mg of total proteins. At step I, MMP-7 secretion was low in CF grafts (p = 0.04), but 
sharply increased at step II (p = 0.04) by comparison to non-CF grafts. In non-CF grafts, after 
an initial decrease from step I to step II, densitometric analysis found that MMP-7 protein 
level increased during regeneration (Step I/step III: p = 0.04). In CF grafts, MMP-7 secretion 
increased during the first three steps of regeneration (Step I/step II: p = 0.04; Step II/step III: p 
= 0.04). Overall, MMP-9 secretions were higher at steps I, II and III (p = 0.03, p = 0.02 and p 
= 0.04 respectively), but lower at step IV (p = 0.04) in CF when compared to non-CF grafts. 
MMP-9 secretion progressively increased along the non-CF regeneration process (Step II/step 
III: p = 0.04; step III/step IV: p = 0.04). In contrast, during CF regeneration, MMP-9 secretion 
increased at step II (Step I/step II: p = 0.01) then progressively decreased until step IV (Step 
III/step IV: p = 0.04). 
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Figure 6 
 
Chemical inhibition of MMP-7 and MMP-9 during CF regeneration. MMP-7 and -9 inhibitors 
were added at day 0 and maintained until day 35 in 3 CF grafts, then these were removed, cut 
and 5-µm sections were counter-stained with haematoxylin. At day 35, the inhibition of 
MMP-9 led to an immature (C, arrowhead) or monostratified epithelium composed 
predominantly of goblet cells (C, arrows), while the blockade of MMP-7 led to the generation 
of a hyperplasic epithelium (B), when compared to the control pseudostratified mucociliary 
CF epithelium (A). Scale bars = 50µm. 
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ABSTRACT 
 
In numerous airway diseases, such as cystic fibrosis, the epithelium is severely damaged and 
must regenerate to restore its defense functions. Although the human airway epithelial stem 
cells have not been identified yet, we have suggested recently that epithelial stem/progenitor 
cells exist among both human fetal basal and suprabasal cell subsets in the tracheal 
epithelium. In this study, we analyzed the capacity of human adult basal cells isolated from 
human adult airway tissues to restore a well-differentiated and functional airway epithelium. 
To this end, we used human specific basal cell markers, tetraspanin CD151 and tissue factor 
(TF), to separate positive basal cells from negative columnar cells with a FACSAria cell 
sorter. Sorted epithelial cells were seeded into epithelium-denuded rats’ tracheae that were 
grafted subcutaneously in nude mice, and on collagen-coated porous membranes where they 
were grown at the air-liquid interface. Sorted basal and columnar populations were also 
analyzed for their telomerase activity, a specific transit-amplifying cell marker, by the 
telomeric repeat amplification protocol assay. After cell sorting, the pure and viable 
CD151/TF-positive basal cell population proliferated on plastic and adhered on epithelium-
denuded rats’ tracheae as well as on collagen-coated porous membranes where it was able to 
restore a fully-differentiated mucociliary and functional airway epithelium, while viable 
columnar negative cells did not. Telomerase activity was detected in the CD151/TF-positive 
basal population, but not in CD151/TF-negative columnar cells. These results demonstrate 
that human adult basal cells are at least airway surface transit-amplifying epithelial cells. 

 240



Article 2 

INTRODUCTION 
 
In numerous airway diseases such as asthma, obliterans bronchiolitis, chronic obstructive 
pulmonary disease and cystic fibrosis, the pseudostratified airway surface epithelium 
composed of basal, secretory and ciliated cells is severely damaged and must regenerate to 
restore its defense functions. This regeneration process involves stem and/or transit-
amplifying cells (TAC). Despite the slow cell turnover observed in lung epithelia, much 
evidence supports the presence of stem/TAC in the airways that are activated after injury. 
When mature or immature human fetal tracheal cells [1], or human adult surface epithelial 
cells isolated by enzymatic dissociation from human airway tissues [2] are seeded into rats’ 
tracheae depleted of their own epithelia and grafted in SCID or nude mice, a fully-
differentiated mucociliary epithelium is restored with glandular structures. Stem/TAC have 
been underlined by lineage tracking in bronchial epithelial cells in the mouse xenograft model 
as well [3]. Moreover, based on evidence of stem cell niches in other organs, such as bone 
marrow and intestine, Borthwick et al. have demonstrated a label-retaining cell expansion at 
submucosal gland ducts in mouse following BrdU labeling, thus supporting the notion that 
this region may be a stem cell niche in the proximal airways [4]. 
 
Of the three main airway surface epithelial cell types, basal [5-7] and secretory [7, 8] cells are 
known to divide, while ciliated cells are considered as terminally differentiated [9]. Using 
different methods such as elutriation, fluorescence-activated cell sorting (FACS) and 
bitransgenic mice, several in vitro and in vivo investigations strongly suggest that adult basal 
cells should be the stem/TAC type [10-15], while others suggest that adult secretory cells can 
proliferate and regenerate a mucociliary surface epithelium [16, 17]. However, all these 
studies have been carried out on animals so far. Recently, we have shown that epithelial 
stem/TAC exist among both basal and suprabasal cell subsets in the human fetal airways [18]. 
Despite all these findings, the nature of human airway epithelial stem/TAC is still unclear. 
It is currently thought that stem cells and TAC express specific surface and intracellular 
markers that distinguish them from other somatic cell types. A TAC derives from a stem cell 
and is committed to differentiate into one or more lineages by active and limited divisions. 
Initially, it may not be committed and may retain self-renewal properties [19]. Telomerase 
activity has been shown to be low in quiescent stem cells, but high in proliferative cells and 
undetectable in most differentiated somatic cells [20]. Thus, a detectable telomerase activity 
in a cell population would predict the presence of TAC. 
 
The aim of our study was to identify the population of the human adult airways that retains 
TAC properties capable of restoring a fully-differentiated mucociliary and functional 
epithelium. In this perspective, we focused our work on human airway basal cells previously 
described as the stem/TAC population in animals. We used the tetraspanin CD151 and tissue 
factor (TF) to separate basal cells from secretory and ciliated cells by FACS. CD151 is a 
major component of pre-hemidesmosomal structures and plays a role in the formation and the 
stability of hemidesmosomes [21], and is broadly expressed by a variety of cells [22] 
including those of the airways [23]. TF is the cell surface receptor of factor VII/VIIa 
expressed on the surface of several cell types including airway basal cells [24]. Using an in 
vivo humanized nude mouse xenograft model and an in vitro air-liquid interface culture 
model, we studied the capacity of sorted basal and columnar cells to reconstitute a 
differentiated functional epithelium and analyzed their telomerase activity. 
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MATERIALS AND METHODS 
 
Antibodies 
 

 

All antibodies used were from mouse species. Purified TF and TF FITC-conjugated anti-
human monoclonal antibodies (IgG1, 1:75 and 3µL/106 cells respectively) were purchased 
from American Diagnostica (Stamford, USA). Purified CD151 and PE-conjugated anti-
human monoclonal antibodies (IgG1к, clone 14A2.H1, 1:50 and 6µL/106 cells respectively) 
as well as PE-conjugated non-immune IgG1к isotype control (clone MOPC-21, 6µL/106 cells) 
were from BD Biosciences (San Diego, USA). Anti-cytokeratin (CK)-13 (IgG1, clone KS-
1A3, 1:1000), anti-CK18 (IgG1, clone CY-90, 1:1000) monoclonal antibodies, non-immune 
IgG (dilution adjusted to the primary antibody concentration), 4',6'-diamino-2-phenylindole 
(DAPI, 200ng/mL) and Griffonia simplicifolia isolectin B4-FITC (GSI-B4, 4µg/mL) came 
from Sigma Aldrich (St Louis, USA). Rabbit anti-aquaporin 3 polyclonal antibody (AQP3, 
1:100) was from Euromedex (Souffelweyersheim, France). Anti-MUC5AC monoclonal 
antibody (IgG1, clone CLH2, 1:50) was from Novocastra (Newcastle, UK). Anti-human β-
tubulin monoclonal antibody (IgG2b, clone KMX-1, 1:15000) was from Chemicon 
(Temecula, USA). Anti-zonula occludens (ZO)-1 monoclonal antibody (IgG1к, clone ZO1-
1A12, 1:20) was from Zymed Laboratories (San Francisco, USA). Anti-human cystic fibrosis 
transmembrane conductance regulator (CFTR) monoclonal antibody (IgG2a, clone 24-1, 
1:20) was from R&D Systems (Minneapolis, USA). Alexa Fluor 488 and Alexa Fluor 594 
goat anti-mouse (IgG H+L, 1:200) secondary antibodies were from Molecular Probes 
(Eugene, USA). FITC-conjugated goat anti-mouse secondary polyclonal antibody (F(ab’)2, 
1:500) and non-immune IgG1 isotype control (clone DAK-GO1, 1:500) were from 
DakoCytomation (Carpinteria, USA). The blocking goat anti-mouse IgG Fab fragments 
(H+L, 1:50) as well as FITC-conjugated non-immune IgG1 isotype control (3µL/106 cells) 
came from Jackson Immunoresearch (Pennsylvania, USA). 
 
Human airway tissues 
 
The use of human tissues was authorized by the bioethical law 94-654 of the Public Health 
Code, with a written consent from the patients. Human airway tissues were collected after 
nasal polypectomy of 9 patients who did not suffer from any other disease. Fresh human 
tissues were immediately transferred to the laboratory in RPMI 1640 medium supplemented 
with 25mM HEPES, 200U/mL penicillin and 200µg/mL streptomycin (Gibco BRL, Paisley, 
UK), and washed with cold RPMI 1640. A portion of each tissue was embedded in optimum 
cutting temperature (O.C.T.) compound (Tissue-Tek, Zoeterwoude, The Netherlands), frozen 
in liquid nitrogen and stored at -80°C until use for histology and immunohistochemistry.  
 
Epithelial cell isolation and FACS 

Human airway surface epithelial cells were isolated from nasal tissues by incubation with 
0.1% type XIV collagenase (Sigma Aldrich) in RPMI 1640 medium supplemented with 
200U/mL penicillin and 200µg/mL streptomycin overnight at 4°C. Cell-denuded tissues were 
assessed by histology and showed a denuded basal lamina with intact glandular and duct cells. 
Isolated epithelial cells were washed, suspended in RPMI 1640 culture medium and counted. 
Cells were sieved with a 70-µm nylon BD Falcon cell strainer (BD Biosciences) and washed 
with sterile phosphate-buffered saline (PBS; Gibco BRL) without Ca2+ and Mg2+ 
supplemented with 2mM of EDTA (Sigma Aldrich). Cells were centrifuged and suspended in 
PBS-EDTA containing 5% of bovine serum albumin (BSA; Sigma Aldrich) for 30min. 
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For CK13 analyses, 2x106 cells were treated with saponin 0.1% (Sigma Aldrich) in PBS for 
10min at 4°C, incubated with anti-CK13 antibody for 25min at 4°C and then with FITC-
conjugated anti-mouse secondary antibody for 25min at 4°C. Non-immune mouse IgG1 was 
used as isotype control. 3x104 events were recorded and CK13 analyses were performed on 
FACSCalibur (BD Biosciences) to distinguish marked basal cells from the unmarked 
columnar cell population (secretory and ciliated cells). 
For cell sorting, 22.5±5.8x106 cells (range 12-34x106) were treated in each experiment. Cells 
were incubated with both anti-CD151-PE and anti-TF-FITC antibodies diluted in PBS for 
20min at 4°C. Non-immune IgG1к-PE and IgG1-FITC diluted in PBS were used as isotype 
controls. Cells were then washed twice and suspended in PBS-EDTA. DAPI was added to 
stain dead cells. Cell sorting was performed with a FACSAria cell sorter (BD Biosciences) 
equipped with blue, red and violet lasers. Dead cells were excluded from basal and columnar 
cells by DAPI vs. FSC dot plots. Doublets were excluded from the basal cell population by 
SSC-W vs. SSC-H and FSC-W vs. FSC-H dot plots. Finally, bright basal cells (CD151+/TF+) 
and negative columnar cells (CD151-/TF-) were selected and sorted using the cell sorter’s 
purity option at a rate of 5000 events/s. Sorted populations were reanalyzed (3x104 events 
recorded) for purity and viability, and 1x105 cells of each population were cytopun on gelatin-
coated slides for CK and MUC5AC staining cell count performed as described below. Non-
sorted control cells that followed the same procedure described above, without any antibody 
addition, were stained with DAPI to assess for dead cells. Viable non-sorted cells were then 
seeded on plastic, on porous membranes and into xenografts as described below. 
 
Cell culture 
 
Non-sorted control cells as well as sorted CD151+/TF+ and CD151-/TF- populations were 
seeded on plastic in 6-well BD Falcons (BD Biosciences) for cell proliferation at a density of 
1.5x105 cells/cm² in the proliferation medium DMEM/F-12 (Gibco BRL; 3/1 vol/vol) 
supplemented with 0.87µM bovine insulin, 65nM human transferrin, 1.6nM recombinant 
human EGF, 1.38µM hydrocortisone, 30nM retinyl acetate, 9.7µM 3,3’,5-triiodo-L-thyronin, 
2.7µM (-)epinephrine, 35µg/ml bovine pituitary extract, 5µM ethanolamine, 5µM O-
phosphorylethanolamine, 30nM sodium selenite, 1nM manganese chloride tetrahydrate, 
0.5µM sodium metasilicate nonahydrate, 1nM ammonium molybdate tetrahydrate, 5nM 
ammonium vanadate, 1nM nickel sulfate hexahydrate, 0.5nM stannous chloride dihydrate 
(Sigma Aldrich), 100U/mL penicillin and 100µg/mL streptomycin. To improve cell adhesion, 
10% of fetal calf serum (Gibco BRL) was added for the first 24h. 
For cell differentiation, sorted populations were seeded on collagen IV-coated (Sigma 
Aldrich) 12mm Costar Transwell porous polyester membranes (0.4µm pore size) (Corning 
Inc., New York, USA) at a density of 1.5x105 cells/cm² and cultured up to confluency in 
proliferation medium. Then, the medium was definitively removed from the upper 
compartment and replaced in the basal one by BEBM (Cambrex Bio Science, Walkersville, 
USA) /DMEM high glucose (Gibco BRL) medium (1/1 vol/vol) (supplemented with 
0.5ng/mL EGF, 5µg/mL insulin, 0.5µg/mL hydrocortisone, 10µg/mL transferrin, 0.5µg/mL 
epinephrine, 6.5µg/mL triiodothyronin, 0.13mg/mL bovine pituitary extract (Cambrex), 
1.5µg/mL BSA, 0.1µM retinoic acid (Sigma Aldrich), 100U/mL penicillin and 100µg/mL 
streptomycin) and cells were grown at the air-liquid interface. All cultures were incubated at 
37°C in a 100% humidified incubator in the presence of 5% CO2. Membranes were processed 
for histological and immunohistochemical analyses when homogenous cilia beating was 
observed after 25 to 35 days. Six human airway tissues were used for cell proliferation studies 
and three out of these were used for air-liquid interface cultures. All experiments were 
performed in triplicate. 

 243



Article 2 

Airway epithelial secretion collection from air-liquid interface cultures 
 
When homogenous cilia beating was observed in air-liquid interface cultures, surface 
epithelia were washed with PBS and then 100µL of this latter were added to the apical surface 
of regenerated epithelia to collect airway epithelial secretions. After incubation for 7h at 
37°C, supernatants were collected and stored at -80°C until use. 
 
Airway xenografts 
 
All experiments and procedures were performed in compliance with the French Ministry of 
Agriculture regulations for animal experimentation. Humanized xenografts were prepared as 
described previously [2]. Briefly, tracheae of adult Whistar rats (Charles Rivers, Saint-Aubin-
Lès-Elbeuf, France) were frozen at -80°C and thawed to remove the rat surface epithelium. 
Rats’ tracheae were then tied aseptically at their ends to sterile polyethylene tubing and stored 
at -80°C until use. Non-sorted control cells as well as sorted CD151+/TF+ and CD151-/TF- 
human airway populations (5x105 cells/80µL in proliferation medium) were seeded into 
epithelium-denuded rats’ tracheae that were grafted subcutaneously into the flanks of 7 week-
old female nude mice anaesthetized with an intramuscular injection of pentobarbital sodium 
(40mg/Kg) (Centravet, Gondreville, France). Nude mice were housed under pathogen-free 

conditions. Tracheal xenografts were flushed twice a week with serum-free DMEM/F-12 
medium supplemented with 200U/mL penicillin, 200µg/mL streptomycin, 50µg/mL 
gentamicin, 2.5µg/mL amphotericin and 420U/mL colimycin to wash and remove dead cells 
and accumulated mucus from the lumen. Animals were sacrificed with an overdose of 
pentobarbital sodium after 35 days of engraftment, and tracheal xenografts were removed for 
histological and immunohistochemical analyses. Three human airway tissue samples were 
used for xenograft experiments that were performed in triplicate. 
 
Histology 
 
Human airway tissues, air-liquid interface membranes and xenografts were embedded in 
O.C.T. and frozen in liquid nitrogen. 5-µm frozen sections were cut with a microtome, 
collected on gelatin-coated slides and were either stained with haematoxylin-eosin using 
Rapid-Chrome Frozen Sections Staining Kit (Shandon, Pittsburg, USA) and mounted in 
Eukitt (Kindler, Freiburg, Germany) for histology, or frozen at -20°C for 
immunohistochemistry. Images of plastic cultures were acquired on a Nikon microscope 
(Nikon, Champigny-Sur-Marne, France), and images of airway tissue, air-liquid interface 
membrane and xenograft sections were acquired on an Axiophot microscope (Carl Zeiss, 
Oberkochen, Germany). 
 
Immunohistochemistry 
 
Slides were removed from -20°C and sections were fixed with cold acetone at -20°C for 
10min, washed with PBS and blocked with PBS-BSA 3% for 30min at room temperature 
(RT) to prevent unspecific bindings. Sections were then incubated with the primary antibody 
diluted in PBS-BSA 1% for 1h at RT, washed with PBS, incubated with the Alexa Fluor 488 
secondary antibody diluted in PBS-BSA 1% for 1h at RT, washed with PBS, incubated with 
DAPI diluted in PBS for 10min, washed with PBS, counter-stained with Harris haematoxylin 
(Shandon) for 5s, washed with PBS and finally mounted in Aquapolymount solution 
(Polysciences, Warrington, USA). Green, red or violet fluorescence was observed and images 
acquired were on an AxioImager Z1 microscope (Zeiss). Negative controls were performed 
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by replacing primary antibodies with mouse non-immune IgG fractions and with PBS-BSA 
1% alone. For dual staining, sections were incubated with primary antibody and Alexa Fluor 
488 secondary antibody as described above. After washing with PBS, sections were exposed 
to goat anti-mouse Fab (H+L) fragments for 1h to block free sites of the mouse primary 
antibody. Then, sections were washed with PBS and proceeded for an other staining 
following the same procedure described above by using the Alexa Fluor 594 secondary 
antibody. Three samples were used for each staining. 
 
Antibacterial activity of airway epithelial secretions 
 
Bactericidal activity of airway epithelial secretions collected from air-liquid interface cultures 
was performed as described previously [25]. Briefly, wild type laboratory Staphylococcus 
aureus strain 8325-4 (generous gift from Dr T.J. Foster, Department of Microbiology, Dublin, 
Ireland) was cultured in trypticase soy (TS) broth (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France) for 2h 
at 37°C under agitation (120 rpm) to obtain log-phase bacterial cultures. Then, bacteria were 
washed twice in sterile PBS and water respectively, and diluted in sterile water to a final 
concentration of 250 colony-forming units (CFU)/µL. To assess for antibacterial activity, 2µL 
of bacterial suspension (500 CFU) were mixed with 30µL of collected airway epithelial 
secretions, incubated for 2h 30min at 37°C under low agitation (70 rpm) and seeded on TS 
agar plates (bioMérieux). As control, 500 CFU of S. aureus were incubated with 30µL of 
sterile PBS and seeded on agar. After overnight incubation at 37°C, survived bacteria were 
counted and expressed as percentage of PBS-grown control bacteria referenced as 100%. 
Logarithmic scale was used to represent the percentage axis. Epithelial secretions of the three 
air-liquid interface cultures realized above, from non-sorted cells (NSC) and CD151+/TF+ 
sorted cells (SC), were used and experiments were performed in duplicate. 
 
Telomerase activity 
 
Telomerase activity was assessed by the Telomeric Repeat Amplification Protocol assay 
(TRAP). Sorted CD151+/TF+ and CD151-/TF- were centrifuged and pellets were stored at -
80°C until use. Proteins were extracted in ice-cold CHAPS 1X buffer (1% CHAPS, 1mM 
MgCl2, 1mM EGTA, 10mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1mM Benzamidine, 10% glycerol, 5mM β-
mercaptoethanol) (Sigma Aldrich) and quantified with the Quick Start BioRad Assay Kit 
(BioRad, Hercules, USA) following the manufacturers’ instructions. Absorbance was read on 
a Xenius microplate spectrophotometer (SAFAS, MC, Monaco). PCR was performed in a 
final 25-µL reaction volume composed of 5µL of distilled water containing 800ng of 
CD151+/TF+ or CD151-/TF- protein extract, and 20µL of the reaction mix containing 20mM 
Tris pH 8.0, 1.5mM MgCl2, 63mM KCl, 1mM EGTA, 0.005% Tween 20, 20µg/mL BSA 
(Sigma Aldrich), 50µM dNTP (Takara, Shiga, Japan), 9pmol of TS primer (5'-
AATCCGTCGAGCAGAGTT-3'), 6.2pmol of CXext primer (5'-
GTGCCCTTACCCTTACCCTTACCCTAA-3'), 4.6pmol of  NT primer (5'-
ATCGCTTCTCGGCCTTTT-3'), 0.5yoctomol of TSNT internal control (5'-
AATCCGTCGAGCAGAGTTAAAAGGCCGAGAAGCGAT-3') (Eurogentec, Seraing, 
Belgium) and 1 unit of Taq DNA polymerase (Takara). 5µL of distilled water were added to 
the reaction mix without or with Taq polymerase for negative controls. 200ng of A549 cell 
extract diluted in 5µL of distilled water constituted the positive control. Tubes were incubated 
in the thermocycler for 20min at 30°C, then 1min at 90°C followed by 30 cycles of 30s/92°C, 
30s/52°C and 30s/72°C. After amplification, PCR products were separated on a 12% non-
denaturing acrylamide gel at 200V for 55min and then stained with SYBR Gold (Molecular 

 245



Article 2 

probes). Bands were acquired under UV on a LAS-1000 equipped by a Fuji camera (Fuji, 
Stamford, USA). 
 
Statistical analyses 
 
Values were expressed as the mean±SD. The non-parametric Mann and Whitney test was 
used for statistical analyses that were performed on StatView software (Abacus Concepts, 
Berkeley, USA). Significant differences were defined for p < 0.05. 
 
 
RESULTS 
 
CD151 and TF are basal cell-specific markers 
 
In order to separate human adult airway epithelial basal cells from airway columnar cells, we 
identified two membrane basal cell specific markers. The tetraspanin molecule CD151 as well 
as TF were specific for all basal cells -as confirmed by CK13 (a cytoplasm-specific basal cell 
marker) co-labeling (Figure 1A-D and 1E-H respectively)- on which they were co-localized 
as well (Figure 1I-L). CD151 and TF were also specifically expressed on human bronchial 
epithelial basal cells (data not shown). Moreover, CD151 and TF epitopes were still intact 
after enzymatic cell dissociation as assessed by immunohistochemistry on cytospun cells 
(data not shown). In addition to CD151 and TF, we tested GSI-B4, which has been shown to 
be specific for basal cells in animals [26] and in human blood B group subjects [27], but in 
our study this marker was not expressed on human airway epithelial basal cells (data not 
shown). Furthermore, AQP3 that has been described either as specific for animal, human 
adult [28, 29] and human fetal [18] basal cells, or as non-specific for an airway epithelial 
population [30], recognized all surface epithelial cells in our human airway tissues (data not 
shown). Thus, these results encouraged us to use CD151 and TF as markers of all basal cells 
for epithelial cell sorting. 
 
Identification of the basal cell population in isolated cells by flow cytometry 
 
Human airway epithelial cells were isolated from tissues, sieved and stained with anti-CK13 
antibody. When we proceeded to flow cytometry analyses, FSC vs. SSC dot plot 
representation (Figure 2A) suggested that cells gated on R1 should be basal cells based on 
their physical shape. The CK13 analyses confirmed our suggestion as shown in figure 2C. 
Cells gated on R2 were negative to CK13 (Figure 2E) and represented then the columnar cell 
population. Thus, the identification of the basal and columnar cell populations allowed us to 
proceed to cell sorting. 
 
Fluorescence-activated cell sorting 
 
Cells were sieved and double-stained with anti-CD151-PE and anti-TF-FITC antibodies. In a 
FSC vs. SSC dot plot, basal and columnar populations were circumscribed (Figure 3Aa) and 
cells that were positive to DAPI were excluded. Cell sorting was performed as described in 
materials and methods by excluding doublets from basal cells and gating the bright positive 
CD151+/TF+ basal cell population (Figure 3Ad) and the negative CD151-/TF- columnar cell 
population (Figure 3Ae). The number of collected cells was 5.4±1.9x106 and 1.1±0.6x106 
cells for positive (CD151+/TF+) and negative (CD151-/TF-) populations respectively. By 
reference to the original total isolated cell population, their percentage was 25±9% and 
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4.8±3.1% respectively. The low percentage obtained for the CD151-/TF- population is likely 
due to the exclusion of dead cells and columnar cell aggregates (Figure 3Ae). The reanalysis 
by DAPI of sorted populations for viability showed that 99.2±0.4% of CD151+/TF+ cells and 
98.9±0.6% of CD151-/TF- cells were viable. Purity was 99.5±0.3% for CD151+/TF+ sorted 
basal cells (Figure 3Ba, Bb) and 97.9±0.7% for CD151-/TF- sorted columnar cells (Figure 
3Bc, Bd). We further characterized sorted positive and negative populations, cytospun on 
gelatin-coated slides, by immunohistochemistry with MUC5AC and CK13 (data not shown). 
Positive CD151+/TF+ population contained 0.04±0.03% of MUC5AC-positive contaminating 
secretory cells, and negative CD151-/TF- population contained 1.2±0.2% of CK13-positive 
contaminating basal cells, which was in agreement with purity results obtained by FACS 
analyses. Moreover, the negative CD151-/TF- population showed that 23.5±6.1% of total 
cells were positive for MUC5AC, and that 60.5±5.8% were ciliated cells as judged by their 
morphology. Sorted CD151+/FT+ basal cells were also all positive for CK13, except the 
0,04% of contaminating cells positive for MUC5AC. 
 
Capacity of sorted cells to proliferate and reconstitute a fully-differentiated epithelium 
 
The ability of sorted basal and columnar cell populations to proliferate and restore a 
pseudostratified mucociliary airway epithelium was assessed in vitro and in vivo. The 
reproducibility of the results was excellent, which means that seeded cells from all donors 
were able to repopulate air-liquid interface cultures and xenografts. Moreover, no variations 
between donor-tissue samples were noted. All high pure and viable CD151+/TF+ basal cells 
seeded on plastic were able to proliferate (Figure 4D) as did non-sorted control cells (Figure 
4A), whereas seeded viable CD151-/TF- columnar cells did not adhere (Figure 4G). In all air-
liquid interface cultures and xenografts, CD151+/TF+ basal cells were able to reconstitute a 
pseudostratified mucociliary epithelium composed of basal, ciliated and secretory cells 
(Figure 4E, F) as did non-sorted control cells (Figure 4B, C), whereas CD151-/TF- columnar 
cells were not able to (Figure 4H, I). Regenerated epithelia in air-liquid interface cultures and 
in xenografts were further analyzed for markers generally expressed on well-differentiated 
airway surface epithelia in vivo. Regenerated epithelia from CD151+/TF+ basal cells as well 
as control regenerated epithelia stained positively, in the same way, for CK13 (basal cells) 
(Figure 5A-D), CK18 (columnar cells) (Figure 5E-H), MUC5AC (secretory cells) (Figure 5I-
L), β-tubulin (ciliated cells) (Figure 5M-P), ZO-1 (a tight junction-associated protein that 
characterizes the epithelial barrier integrity) (Figure 5Q-T) and CFTR (a chloride channel 
expressed on the apical membrane of ciliated cells) (Figure 5U-X). Of note, MUC5AC stains 
all differentiated secretory cells as described previously [31], and as assessed by Alcian 
Blue/PAS (periodic Schiff acid) staining of differentiated airway epithelial xenograft sections 
(data not shown). Moreover, during the human airway epithelial regeneration, MUC5AC is 
only expressed and secreted when the epithelium is fully-differentiated (unpublished 
observations). CD151 and TF, similarly to controls, were also found co-localized on basal 
cells in CD151+/TF+ regenerated epithelia (Figure 5A’-D’). No staining was observed in 
sections treated with non-immune IgG or with PBS-BSA 1% alone. In addition, no 
statistically significant differences in the percentage of basal (CK13-positive), secretory 
(MUC5AC-positive) and ciliated (β-tubulin-positive) cells were observed between 
CD151+/TF+ regenerated epithelia and controls as described in table 1. Of note, intermediate 
cells were not quantified because they lack the expression of specific markers. In table 1, the 
sum of the percentages of basal, secretory and ciliated cells was therefore less than 100%, the 
lacking percentage being that of intermediate cells. Nevertheless, our results regarding these 
percentages in differentiated xenografts agree with the data of Mercer et al. and Soderberg et 
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al. [32, 33] who quantified the numbers of basal, secretory and ciliated cells in the human 
large airways. 
 
Functionality of regenerated epithelia 
 
After underlining the differentiated state of generated epithelia from CD151+/TF+ basal cells 
and non-sorted control cells, we sought to determine whether these epithelia exhibited any 
functional activity. Therefore, the capacity of generated epithelia in air-liquid interface 
cultures to secrete factors that kill bacteria was tested. After incubation with S. aureus, we 
observed that culture-airway surface epithelial secretions significantly killed over 99% of 
bacteria. In fact, when mixtures of bacteria and epithelial secretions of control (NSC) and 
CD151+/TF+ (SC) regenerated epithelia were seeded on agar, bacterial recovery was 0.32% 
and 0.26% respectively, with regard to bacterial growth in PBS alone (Figure 6). No statistical 
difference was found between bactericidal activities of secretions collected from control and 
CD151+/TF+ regenerated epithelia. 
 
Assessing for TAC presence 
 
Sorted CD151+/TF+ basal cells and CD151-/TF- columnar cells were subjected to telomerase 
activity using the TRAP assay. The telomere ladder located above the primer dimers in the 
positive control lane corresponds to the telomerase activity, which was detectable in the 
CD151+/TF+ basal cell population, but not in CD151-/TF- columnar cells (Figure 7). 
 
 
DISCUSSION 
 
In this study, we demonstrated that human adult airway surface epithelial basal cells 
expressing CD151 and TF were capable of reconstituting a fully-differentiated mucociliary 
and functional airway epithelium in vivo in xenografts and in vitro in air-liquid interface 
cultures. Moreover, the telomerase activity indicates the presence of TAC in sorted basal 
cells. 
 
CD151 has been shown to be involved in oncogenesis, in the control of metastasis and in the 
modulation of cell motility both in vitro and in vivo [34]. In addition to its coagulation 
activity, TF has been implicated in tumor growth, angiogenesis, metastasis [35] and cell 
migration [36], and has also been shown to mediate inflammation [37]. Despite all the 
implications of CD151 and TF, they have never been described as markers of TAC and their 
role in the airway basal cell layer is still unknown, unless a possible function of TF in basal-
basal and basal-columnar cell adhesion forasmuch as it has been involved in cardiomyocytes 
intercellular adhesion in the cardiac muscle [38]. Moreover, we noticed that the antibodies 
used against CD151 and TF did not block cell adhesion to plastic and collagen. Therefore, we 
used these two protease-resistant markers to separate human adult CD151+/TF+ basal cells 
from CD151-/TF- columnar cells. 
 
Contradictory results have been published on whether basal or secretory cells are stem/TAC 
of the airway surface epithelium. In addition, all the studies were performed on animals, such 
as rabbits and rats, using separation techniques based on cell density (elutriation) [11, 39] or 
on cell shape (flow cytometry) [16, 17], leading to relatively poor purities. Recently, we have 
proceeded to the separation of human fetal airway basal cells, expressing AQP3 on their 
surface, from columnar AQP3- cells and found that both AQP3+ and AQP3- populations were 
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able to repopulate the host epithelium-denuded rats’ tracheae grafted in SCID mice [18]. The 
difference observed may be due to the fact that human fetal cells may still retain more 
proliferative or “TAC capacities” than adult cells. Furthermore, due to the different 
methodological procedure used in our previous study, we cannot exclude the possibility that 
the fraction of AQP3- fetal columnar cells could still contain a small percentage of basal 
contaminating cells that may be partly responsible for regenerating a differentiated 
epithelium. In the present study, we used a cell sorter possessing an option that is capable of 
excluding all contaminating cells. We were able to obtain a high pure population of positive 
CD151+/TF+ basal cells that reached 99.96%, and a negative CD151-/TF- population that 
reached 98.8% as assessed by immunohistochemical analyses. In addition, the percentage of 
the sorted basal cell population was in agreement with the percentage of basal cells in situ 
described in previous studies [32, 33], emphasizing then the use of FT and CD151 as pan-
basal cell markers. 
 
When sorted basal cells were seeded, they adhered on plastic and had the capacity to 
proliferate and to restore a fully-differentiated epithelium in air-liquid interface cultures and 
xenografts, while columnar cells did not have this ability. Moreover, differentiated epithelia 
reconstituted from CD151+/TF+ basal cells were functional as assessed by the capacity of 
their secretions to kill bacteria. When the functionality of the airway epithelium is altered, 
which is the case in several diseases such as cystic fibrosis (pathology due to mutations in the 
cftr gene encoding the CFTR chloride channel), there is inactivation of some secreted 
antibacterial factors such as β-defensins [40] generally released by normal airway surface 
epithelium [41]. 
 
Pure CD151+/TF+ basal cells were able to divide and generate other basal cells as well as 
secretory and ciliated cells, which strongly suggests their self-renewal potential as it has been 
emphasized that the capacity for self-renewal decreases as committed TAC differentiate [42]. 
The evidence that surface secretory cells are stem/TAC is not abundant [18, 43-45], while it 
becomes more convincing that animal basal cells retain the stem/TAC potential in the 
proximal airways [10-15]. However, little is known about the potential of basal cells in the 
distal part of the airways [46], probably due to their low number in this region where Clara 
cells are well-known to retain stem cell properties [47]. It would be interesting, as a first 
attempt, to test whether the described markers could be used to isolate purified basal cells 
from the distal airways. 
 
In this study, we used the xenograft model in which we have previously described the 
regeneration dynamics of the human airway epithelium and showed the generation of 
glandular structures as well [2]. We observed here the initiation of these structures in 
xenografts seeded with purified CD151+/TF+ basal cells (data not shown) suggesting their 
role in gland formation as described previously [48]. A more orientated work would be very 
interesting in order to study the dynamics of gland development in grafts seeded with pure 
basal cells. 
 
In each experiment, the same number of sorted basal and columnar cells was seeded in vitro 
and in vivo, but the negative columnar population never adhered. Forasmuch as the sorted 
CD151-/TF- population contained 24% of secretory cells, we further seeded four times the 
amount of the original number of columnar cells on collagen-coated porous membranes, in 
order to equalize the number of basal and secretory cells. Despite the elevated number of 
seeded secretory cells, they did not adhere. This could be related to the fact that secretory 
cells may lose their capacity to adhere to extracellular matrix molecules when isolated. In 
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addition, the attachment of columnar cells to the basal lamina occurs mainly via desmosomal 
attachment to basal cells in situ [49]. Hence, columnar cells may not possess the receptors that 
enable them to adhere to the adequate ligands of the basal lamina. Ciliated cells that have 
always been considered as terminally differentiated have been shown recently to 
transdifferentiate in situ into other epithelial cell types during repair of the airway epithelium 
[50]. In our study, ciliated cells did adhere neither in vitro nor in vivo. 
 
In order to demonstrate the existence of a potential TAC population among human basal cells, 
we analyzed sorted CD151+/TF+ and CD151-/TF- cells for their telomerase activity. 
Telomerase is highly active in human embryonic tissues and cells [51], but its activity in adult 
stem cells is still controversial [52, 53]. Its transduction has been implicated in the 
immortalization of many human cell types, such as small airway epithelial cells [54]. 
Telomerase has been detected in human fetal lungs during gestation [55] where it was 
concentrated in epithelial cells near the basal lamina [56], as well as detected in human adult 
bronchial basal cells [57]. We found that sorted CD151+/TF+ basal cells had a clearly-
detectable telomerase activity, whereas sorted CD151-/TF- columnar cells did not exhibit any 
sign of its activity. Thus, we could speculate that adult basal cells are at least TAC of the 
human airways inasmuch as to date, it is admitted that telomerase activity is widely up-
regulated in TAC and is therefore a marker of that type of cells [52, 53, 58-62]. 
 
 
CONCLUSION 
 
Our data strongly support the concept that human adult airway basal cells retain TAC 
properties as they are capable of proliferating and reconstituting a fully-differentiated 
mucociliary and functional epithelium. Further studies, such as clonogenicity tests, will define 
whether subpopulations of stem cells are likely to exist within human airway basal cells. In 
addition, the markers defined in this study would be of interest in order to isolate basal cells 
of high purity allowing their phenotyping (e.g. transcriptome and proteomic studies) to define 
“stemness” markers that will help for the identification of airway epithelial stem cells. 
Another interesting perspective of this work would be the transduction of isolated basal cells 
with a reporter gene that allows identifying new subpopulations within basal cells that retain 
stem cell properties. 
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 Air-liquid interface cultures (%) Xenografts (%) 

 CK13+ 
cells 

MUC5AC+ 
cells 

β-tubulin+ 
cells 

CK13+ 
cells 

MUC5AC+ 
cells 

β-tubulin+ 
cells 

Non-sorted control 
regenerated epithelia 32.3±0.4 0.8±0.2 53.2±8.7 27.5±2.5 8.9±4.3 39.2±4.9 

CD151+ / TF+ 
regenerated epithelia 32.2±1.9 0.8±0.2 55±2.4 26.2±2.8 9.6±1.2 40.5±5.9 

p value (n=3) ns ns ns ns ns ns 

+ = positive, ns = non-significant. 
 
 
 
Table 1 
 
Percentage of the different cell populations (cell type/total cells) using the differentiation 
markers CK13 (basal cells), MUC5AC (secretory cells) and β-tubulin (ciliated cells) after 
complete epithelial regeneration from CD151+/TF+ cells and non-sorted control cells in air-
liquid interface cultures and xenografts. 
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Figure 1 
 
CD151 and TF localization on human nasal epithelia. Sections were dual-stained with anti-
CD151 and anti-CK13 (B-D), anti-TF and anti-CK13 (F-H) or anti-CD151 and anti-TF (J-L) 
antibodies. Staining of CD151 and TF was specific for basal cells (B, F, J, K, L) and co-
localized with CK13 as shown in D and H. DNA was visualized with DAPI (A, E, I). 
Lu=lumen, m=mesenchyme. Bars=25µm. 
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Figure 2 
 
Identification of the basal cell population by FACS. The whole population of epithelial cells 
(A) was exposed to the anti-CK13 antibody, and then to the FITC secondary antibody. 
Staining was bright when cells were gated on R1 (C, basal cell population), but negative when 
they were gated on R2 (E, columnar cell population). B and D show the same isotype control 
adjusted either on R1 or on R2 gate. 
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Figure 3 
 
Sorting of human airway epithelial cells. A: The whole population (a) was double-stained 
with anti-CD151-PE and anti-TF-FITC antibodies. Viable CD151+/TF+ basal cells (d) and 
CD151-/TF- columnar cells (e) were derived from P1 and P2 respectively (a), and sorted 
using the sorter’s yield and purity options. (b,c): FITC and PE isotypes adjusted on both P1 
(b) and P2 (c) gates. B: Purity analyses of sorted CD151+/TF+ cells (a, b) and CD151-/TF- 
cells (c, d). 
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Figure 4 
 
Histology of 2D cultures and reconstituted epithelia from sorted CD151+/TF+ positive basal 
cells. A-C: control 2D cultures, air-liquid interface cultures and xenografts respectively. D-F: 
CD151+/TF+ basal cells adhered and proliferated on plastic (D) and reconstituted a fully-
differentiated epithelium in air-liquid interface cultures (E) and in xenografts (F). G-I: 
CD151-/TF- columnar cells neither adhered (G) nor reconstituted airway epithelia in air-
liquid interface cultures (H) and in xenografts (I). ac=apical compartment, bc=basal 
compartment, Lu=lumen, m=mesenchyme. Original magnification=x400 for A, D, G. 
Bars=25µm. 
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Figure 5 
 
Characterization of regenerated epithelia from CD151+/TF+ basal cells in air-liquid interface 
cultures and xenografts. Epithelial differentiation markers CK13 (A-D), CK18 (E-H), 
MUC5AC (I-L), β-tubulin (M-P), ZO-1 (Q-T) and CFTR (U-X) were expressed similarly on 
CD151+/TF+ and control regenerated epithelia. A’-D’: CD151 (red) and TF (green) were co-
localized (yellow) on basal cells in CD151+/TF+ and control regenerated epithelia. ac=apical 
compartment, bc=basal compartment, Lu=lumen, m=mesenchyme. Bars=25µm. 
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Figure 6 
 
Effect of airway epithelial cell secretions collected from air-liquid interface well-
differentiated cultures on S. aureus growth. Sterile PBS was used as control of bacterial 
growth and referenced as 100%. 0.32±0.2% and 0.26±0.2% of incubated bacteria survived 
after their exposal to secretions of regenerated epithelia from non-sorted cells (NSC) and 
sorted CD151+/TF+ cells (SC) respectively. No statistical difference was found between 
antibacterial activities of both types of secretions. 
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Figure 7 
 
Telomerase activity in sorted CD151+/TF+ and CD151-/TF- cells. 800ng of CD151+/TF+ 
and CD151-/TF- cell extracts were added to the reaction tubes. Telomerase activity, which 
corresponds to the telomere ladder located above the primer dimers, was positive in 
CD151+/TF+ basal cells, but negative in CD151-/TF- columnar cells. Internal controls 
correspond to the TSNT fragment amplification added to all tubes. No protein extracts were 
added to the negative controls without (-) or with (+) Taq polymerase. 200ng of A549 protein 
extract were added to positive control tubes. 
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La mucoviscidose (CF) est caractérisée, par une infection et une inflammation qui sont 
associées à un remodelage et à des lésions de l’épithélium respiratoire de surface. Cependant, 
l’association de ces remaniements à l’infection ou à un processus anormal de régénération 
après lésion épithéliale reste mal définie. De plus, la réparation des lésions de l’épithélium de 
surface humain nécessite l’implication des cellules souches/progénitrices qui ne sont 
actuellement pas identifiées. 

Nos résultats montrent en utilisant le modèle de xénogreffe dans la souris nude, que la 
régénération de l’épithélium respiratoire CF, en dehors de toute infection bactérienne, est 
retardée et caractérisée par une hyperprolifération cellulaire, ainsi qu’un déséquilibre de 
certains médiateurs protéiques. De plus, des anomalies morphologiques sont observées au 
niveau de l’épithélium CF différencié. 
Afin d’identifier les cellules épithéliales respiratoires responsables de la régénération et de la 
réparation des lésions survenant au cours de la CF, nous avons identifié deux marqueurs des 
cellules basales, le CD151 et le facteur tissulaire, avec lesquels nous avons isolé ces cellules 
par cytométrie en flux. Comme le confirme leur activité de la télomérase, nous montrons que 
les cellules basales humaines adultes sont des progéniteurs capables de générer un épithélium 
différencié mucociliaire in vitro et in vivo. 

Notre travail constitue un premier pas dans la compréhension des anomalies survenant 
au cours de la régénération de l’épithélium respiratoire CF, ainsi que dans l’identification des 
cellules souches de l’épithélium respiratoire humain adulte. 
 
Mots clés : Mucoviscidose, Régénération, Epithélium respiratoire, Cellules progénitrices, 
Xénogreffe trachéale, Cytométrie en flux. 
 

 

 
Cystic Fibrosis (CF) is the most frequent genetic disease among Caucasians 

characterized by airway epithelial injury and remodelling. It is still debated whether this 
remodelling is related to the CF-associated infection and/or inflammation or due to an 
abnormal regeneration process after injury. Moreover, the repair process requires the 
involvement of stem or progenitor cells that are still not clearly identified yet. 

Using a humanized xenograft mouse model, our results show for the first time that, in 
the absence of bacterial infection, the regeneration of the human CF airway epithelium is 
delayed and characterized by a cell hyperproliferation as well as by a dysregulation of several 
mediators, such as IL-8, MMP-7, MMP-9 and TIMP-1. In addition, the regenerated and 
differentiated CF epithelium is morphologically abnormal with regards to the normal one. 
On the other hand, in order to identify the airway cell population responsible for repairing of 
lesions that occur in the CF airway surface epithelium, we identified two specific-basal cell 
markers, tissue factor and tetraspanin CD151, with which we isolated these cells by flow 
cytometry. As confirmed by their telomerase activity, we show that human adult basal cells 
are progenitors capable of restoring a fully-differentiated mucociliary airway surface 
epithelium in vitro and in vivo. 

Our study constitutes an advance in the comprehension of abnormalities occurring 
during human CF airway regeneration, as well as in the identification of airway epithelial 
stem cells. 
 
Key Words: Cystic fibrosis, Airway epithelium, Progenitor cells, Tracheal xenografts, Flow 
cytometry. 

 


