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A Présentation de I'étude

L'épithélium respiratoire représente chez 'Homme la plus grande surface de contact avec
I'environnement extérieur. Les mouvements respiratoires y font circuler chaque jour plus de cinq
mille litres d'air, dans lequel on retrouve de nombreuses particules inorganique nocives et de
nombreux contaminants viraux ou bactériens. Afin de protéger les parties distales de 1'appareil
respiratoire, qui sont responsables des échanges gazeux respiratoires, les contaminants inhalés
sont piégés et éliminés au niveau des voies aériennes de conduction. L'épithélium de surface des
voies aériennes est donc tres fréquemment agressé et 1ésé, et sa régénération rapide est
essentielle afin d'éviter que les contaminants inhalés ne puissent pénétrer a l'intérieur de
l'organisme.

Du fait de la difficult¢ d'obtenir du matériel biologique d'origine humaine, les facteurs
contrdlant la régénération complete de 1'épithélium respiratoire de surface humain ont été

relativement peu étudiés et restent mal connus.

Les travaux présentés ici visent a mieux comprendre 1'implication des mucines et des peptides
trifoliés dans les mécanismes de régénération et de différenciation de I'épithélium respiratoire
humain.

Dans une introduction générale, nous rappellerons les aspects majeurs de la physiologie des
voies aériennes et de I'épithélium respiratoire de surface humain. Nous décrirons également les
caractéristiques principales et les roles connus des mucines et des peptides trifoliés dans
différents processus biologiques.

Les résultats seront organisés suivant le cheminement logique qui nous a amené a proposer un

modele décrivant les implications des facteurs étudi€és dans la régénération de I'épithélium
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respiratoire humain: nous décrirons tout d'abord les résultats obtenus in vitro, puis nous
exposerons les données obtenues dans deux modeles de régénération de 1'épithélium
respiratoire. Une partie des résultats présentés dans cette partie a fait 1'objet d'une publication (P.
Lesimple et al.: Trefoil Factor Family 3 Peptide Promotes Human Airway Epithelial Ciliated
Cell Differentiation, Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 2006, sous presse). Nous y avons ajouté de
nombreux résultats qui nous semblent importants pour une vision plus complete des roles des
peptides trifoliés et des mucines dans les processus de régénération de 1'épithélium respiratoire
humain.

Une discussion générale nous permettra de décrire les implications des résultats obtenus dans la
physiologie et les pathologies de 1'épithélium respiratoire humain.

Enfin, nous résumerons les conclusions majeures de cette étude, et exposerons ses perspectives

potentielles.
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Introduction

B Introduction
B.l Rappels généraux

L'appareil respiratoire est une vaste surface d'échange (80 a 100 m2) avec l'extérieur ; c'est la
plus grande frontiere existant entre 'homme et son environnement. L'état de l'appareil
respiratoire est donc dépendante de la qualité de l'air inhalé et de ses capacités de défense. La
fonction essentielle de 1'appareil respiratoire est 1'échange gazeux entre le milieu extérieur et le
sang, l'entrée de 'oxygene et la sortie du gaz carbonique. Cette fonction est remplie au niveau
des structures pulmonaires les plus profondes, les alvéoles, qui communiquent avec des canaux
alvéolaires eux-mémes connectés aux bronchioles respiratoires. Cette portion du systeme est
appelée portion respiratoire. Une deuxieme fonction,trés importante, I'épuration mucociliaire,
joue un rdle essentiel car elle assure la bonne qualité de I'air qui arrive dans 1'alvéole pulmonaire
en éliminant les aérocontaminants et les nombreux toxiques qui polluent l'air inhalé (air
ambiant). Cette fonction est remplie par 1'épithélium des voies aériennes de conduction, qui
s'étendent des fosses nasales aux bronchioles, au sein desquelles on distingue les voies aériennes
supérieures (fosses nasales, nasopharynx, pharynx et larynx) et inférieures (trachée, bronches et

bronchioles).
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B.ll Structure et fonctions de I'épithélium des voies
aériennes supérieures et de I'arbre

trachéobronchique humain.

Les voies aériennes supérieures ainsi que l'arbre trachéobronchique permettent le passage de
I'air et I'humidifient, le réchauffent, I'épurent des poussicres les plus volumineuses et de
nombreux germes. De plus, une partie de la muqueuse de ces territoires a des fonctions
olfactives. Apres les fosses nasales, le nasopharynx et le larynx, la trachée donne naissance aux
bronches souches, de structure identique a la trachée, et qui pénetrent dans le poumon au niveau
du hile. Celles-ci se divisent en bronches lobaires, trois a droite et deux a gauche, qui a leur tour
se divisent par dichotomie inégale en bronches de plus en plus petites. Ces dernieres se divisent
en bronchioles intralobulaires, dont le diametre n'excede pas quelques millimetres. La derniere
partie de I'arbre bronchique, ayant pour seule fonction la conduction de I'air, est constituée des
bronchioles terminales, qui menent aux alvéoles au niveau desquelles se font les échanges

gazeux (Figure 1).

Les parois de la trachée et des bronches sont structurées en trois couches: la muqueuse, de type
respiratoire, comporte un épithélium pseudostratifié avec principalement des cellules cili€es,
des cellules caliciformes sécrétant du mucus, des cellules basales et des cellules neuro-
endocrines; le chorion est conjonctivo-élastique, riche en glandes et en tissu lymphoide, avec
une vascularisation abondante. Cette muqueuse est soutenue par une tunique fibrocartilagineuse
est caractérisée par la présence de 15 a 20 anneaux incomplets en fer a cheval, les arceaux

cartilagineux hyalins, dont les extrémités postérieures sont reliées par des faisceaux de fibres
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musculaires lisses formant le muscle trachéal entouré de tissu conjonctif dense riche en fibres
élastiques; entre les arceaux cartilagineux, la tunique moyenne est faite de tissu conjonctif fibro-
€élastique. Enfin, l'adventice est conjonctivo-adipeuse, riche en vaisseaux et en nerfs qui
controlent la sécrétion glandulaire et la contraction des fibres musculaires lisses. L'épithélium
respiratoire et les glandes du chorion sont en charge des principales fonctions de défense innée
de l'appareil respiratoire humain, assurées par la cohésion épithéliale, la clairance mucociliaire

et la sécrétion de nombreuses molécules de défense.

B.ll.1 L'épithélium respiratoire de surface

A partir de la portion distale des fosses nasales et jusqu'aux bronchioles, les voies aériennes de
conduction sont bordées par un épithélium pseudostratifié, chaque cellule étant ancrée a la lame
basale mais toutes n'atteignant pas la lumiere des voies respiratoires. Dans cette partie,
I'épithélium de surface comporte principalement des cellules ciliées, des cellules sécrétoires, des
cellules basales et des cellules neuroendocrines. Les cellules ciliées et les cellules caliciformes
sont allongées, en contact a la fois avec la lames basale et la lumiere de I'épithélium, et sont
regroupées sous le vocable « cellules cylindriques ». Elles sont responsable du mécanisme de
clairance mucociliaire ainsi que du maintien de l'intégrité de la barriere épithéliale et des
caractéristiques physico-chimiques et antibactériennes du mucus tapissant la lumiere. Les
cellules basales et neuroendocrines sont respectivement chargées d'assurer le maintien d'une

barriere épithéliale cohésive et la signalisation cellulaire.

Dans les bronchioles, I'épithélium acquiert progressivement une morphologie cuboidale
monostratifiée, les cellules caliciformes étant remplacées par des cellules de Clara. Dans les

alvéoles, 1'épithélium respiratoire est monostratifié, constitué de cellules tres aplaties au role
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d'échange, les pneumocytes de type I, et de cellules cuboidales ayant un rdle de défense, les

pneumocytes de type II (Figure 2).

B.lI.1.1 Histologie des voies respiratoires

L'épithélium de surface des voies respiratoires repose sur une membrane basale constituée
essentiellement de collagéne et de laminine. Sous cette membrane basale se trouve un chorion
constitué de fibres élastiques, qui contient aussi de nombreuses cellules musculaires lisses dans
la partie proximale. Le chorion est riche en cellules du systtme immunitaire, notamment des
polymorphonucléaires, préts a répondre aux infections fréquentes. On y trouve aussi de
nombreuses glandes tubulo-acineuses, au sein desquelles on peut distinguer les cellules séreuses
des cellules muqueuses sur la base de leurs sécrétions respectives. La tunique interne formée du
chorion et de 1'épithélium repose sur une tunique plus externe, formée principalement d'anneaux
de cartilage hyalin en forme de fer a cheval, fermés par des fibres musculaires lisses. Dans la
partie la plus proximale, les anneaux de cartilages sont complets, et la proportion de la
circonférence occupée par les fibres musculaires augmente progressivement dans les parties
plus distales. Ces anneaux cartilagineux qui permettent d'éviter l'effondrement des voies
respiratoires de conduction sont eux-méme entourés d'une adventice de tissu conjonctif lache

richement vascularisé et innervé (Figure 3).
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B.11.1.2 Les différents types cellulaires de
I'épithélium des voies aériennes de conduction

Les cellules basales

Les cellules basales sont des petites cellules de forme arrondie ou pyramidale, de rapport
nucléo-cytoplasmique élevé, ancrées a la lame basale mais sans contact avec la lumiere des
voies respiratoires. Ces cellules sont généralement considérées comme peu différenciées et leurs
capacités de prolifération et de régénération in vivo, ex vivo dans des modeles de régénération
épithéliale en trachée de rat dénudée et in vitro dans des modeles de culture a l'interface
air / liquide en font les cellules progénitrices principales de 1'épithélium respiratoire de surface
(Avril-Delplanque et al., 2005; Hajj et al., 2006a). Dans 1'épithélium intact, leurs nombreuses
jonctions intercellulaires et leur ancrage fort a la lame basale par l'intermédiaire de nombreux
hémidesmosomes leur permettent de garantir la cohésion épithéliale. En effet, bien qu'elles ne
représentent qu'un tiers du nombre total de cellules de 1'épithélium trachéal, elles occupent plus
de 90% de la surface de la lame basale. Les cellules basales se raréfient dans les parties plus
distales de l'appareil respiratoire, et sont completement absentes a partir des bronchioles

terminales.

Les cellules ciliées

Les cellules ciliées sont les cellules les plus nombreuses de 1'épithélium respiratoire de surface.
Leur rdle principal est d'assurer 1'évacuation du mucus et des particules qui y sont piégées,
grace au battement coordonné de leurs cils apicaux. Elles sont aussi responsables du maintien
des caractéristiques physico-chimiques du mucus (hydratation, pH, ..) car ce sont

principalement elles qui régulent les échanges ioniques et hydriques entre la sous-muqueuse et
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la lumiere des voies respiratoires. Les cellules ciliées sont caractérisées par la présence a leur
pole apical de cils vibratiles constitués d'un squelette de doublets de microtubules sur le schéma
«9+2 », 9 doublets disposés de facon circulaire a la périphérie du cil encadrant deux
microtubules centraux. Les doublets de microtubules, encadrés de bras internes et externes de
dynéine, sont ancrés dans la zone sous-membranaire grice a des structures nommées corps
basaux, qui sont eux-mémes reli€s au cytosquelette par un pied basal et une racine striée et a la
membrane par des fibres d'ancrage (Figure 4). Chaque cellule ciliée porte une centaine de cils
qui battent a la maniere de fouets (Figure 5) grace au glissement relatif des doublets assuré par

le déplacement des bras de dynéine, dépendant de I'ATP (Sanderson, 1997).

Les cellules sécrétoires

Il existe dans I'épithélium de surface plusieurs types de cellules sécrétoires: dans les parties
proximales, la sécrétion de mucus est assurée par les cellules caliciformes, ainsi nommées en
raison de leur forme en gobelet ou calice. Ces cellules contiennent de nombreux et volumineux
granules de sécrétion, qui occupent la majeure partie de 1'espace intracellulaire et contiennent la
plupart des constituants protéiques et glycoprotéiques du mucus (mucines et différent peptides).
Il est communément admis que la sécrétion du mucus s'effectue par exocytose, apres fusion de
la membrane des granules de sécrétion avec la membrane apicale de la cellule. Il semblerait
cependant que le mucus soit au moins partiellement relargué grace a un phénomene de sécrétion
apocrine, au cours duquel les grains de sécrétion sont expulsés de la cellule dans leur intégralité,
avec leur membrane. Ce n'est qu'une fois a l'extérieur de la cellule que les mucines qu'ils

contiennent s'hydratent, ce qui entraine le gonflement du granule et son éclatement, permettant

la libération du mucus dans la lumiere bronchique (Puchelle ez al., 1991; Rogers, 1994). Elles
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Schéma de I'entralnement du mucus par le battement des cils.

Les cils de I'épithélium respiratoire battent de maniere asymétrique: durant la
phase motrice, le cil est allongé, son extrémité rigide est plongée dans les
plaques de mucus, gu'elle entraine vers le carrefour oeso-pharyngé. Au cours de
la phase de récupération, le cil se recourbe pour étre entierement dans le liquide
périciliaire et peut ainsi reprendre sa position initiale sans entrainer le mucus.
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sont présentes a raison d'environ une cellule caliciforme pour 5 cellules ciliées, soit 6 a 7 000
cellules par mm2 Dans les bronchioles, les cellules caliciformes sont remplacées par des
cellules de Clara, qui sécretent des peptides de défense et non des mucines. Les cellules de
Clara et les cellules caliciformes ont des capacités de prolifération et de trans-différenciation
(Boers et al., 1999; Trump et al., 1978). Elles sont capables de se multiplier de facon limitée et
de donner naissance a des cellules ciliées. Ces cellules seraient donc potentiellement des
cellules progénitrices, permettant une réponse rapide aux agressions (Avril-Delplanque et al.,
2005). Cependant, bien qu'il ne soit pas rare d'identifier, dans le tissu respiratoire humain, des
cellules mixtes (cellules ciliées présentant des granules de sécrétion), le réle progéniteur des

cellules sécrétoires in vivo n'est pas actuellement clairement démontré.

Les cellules neuro-endocrines

Les cellules neuro-endocrines sont surtout présentes dans la partie distale des bronches, souvent
sous forme d'lots. Elles appartiennent au systeme neuroendocrine diffus et sont principalement
situées aux bifurcations des voies respiratoires, ce qui, ajouté a leur ressemblance avec les
bourgeons du golit et a leur innervation supérieure a celle du reste de 1'épithélium, a conduit a
leur attribuer un role sensoriel. Cette hypothese a été confirmée par leur capacité a sécréter du
GRP (Gastrin-Releasing Peptide) (Jaramillo MA, 1995) mais aussi de la calcitonine (Azzadin
A, Kasacka I, Sawicki B, Malla H, Dadan J & Buczko W, 2001), de la sérotonine, de
I'endothéline, de la leu-enképhaline, du CGRP (Calcitonin Gene-Related Peptide) (Cadieux et
al., 1986), de la cholecystokinine ou encore de la substance P (Hauser-Kronberger C, Hacker
GW, Franz P, Albegger K & Dietze O, 1997) et de la bombésine (Adriaensen D,

Scheuermann DW, Timmermans JP & De Groodt-Lasseel MH, 1991; Beorlegui C, 1994;
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Gillan JE, 1986), en fonction des conditions physiologiques, notamment de la pression partielle

en oxygene (Montuenga et al., 2003).

Les autres types cellulaires

Il existe aussi dans 1'épithélium des voies respiratoires des types cellulaires plus atypiques
représentant sans doute des intermédiaires de différenciation. C'est dans cette catégorie qu'il
convient de classer les cellules intermédiaires, ancrées a la lame basale, allongées mais
n'atteignant pas la lumiere des voies respiratoires, ou encore les cellules mixtes, cellules
cylindriques présentant a la fois des cils et des grains de sécrétion (Jeffery et Li, 1997). Sur la
base des capacités de division et de différenciation des différents types cellulaires, il a été
supposé que les cellules intermédiaires (ou cellules parabasales) correspondaient a des cellules
issues de la division des cellules caliciformes, au cours du processus de stratification (Jeffery et

Li, 1997). De méme, les cellules mixtes pourraient correspondre a des cellules ciliées en cours

de différenciation a partir de précurseurs sécrétoires ou de cellules basales (Jeffery et Li, 1997).

B.ll.1.3 Polarité et jonctionalité de I'épithélium de

surface
L'épithélium des voies aériennes s'oppose physiquement a la pénétration des particules
contaminantes grace a sa cohésion et son imperméabilité. Ceci est permis grace aux quatre
principaux complexes jonctionnels intercellulaires constitués par les jonctions serrées, les
jonctions intermédiaires, les desmosomes, les jonctions communicantes, tous symétriques et

basés sur des interaction protéiques homophiliques, ainsi que les hémidesmosomes,
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L'étanchéité de I'épithélium est assurée par la ceinture constituée par les jonctions
serrées, qui sépare le pble apical du pole basolatéral. Les jonctions adhérentes et
les desmosomes assurent la cohésion de ['épithélium, et les jonctions
communicantes permettent un couplage physiologique entre les cellules
adjacentes. Les hémidesmosomes assurent I'ancrage des cellules épithéliales a la
membrane basale.
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asymétriques, établis entre les cellules épithéliales et la membrane basale. La distribution
cellulaire des complexes jonctionnels est strictement controlée et permet le maintien de la

polarité et de la cohésion de 1'épithélium (Figure 6).

Les jonctions serrées

Les jonctions serrées forment un complexe appelé zonula occludens, qui marque la frontiere
entre le pOle apica delacellule et samembrane basolatérale. La zonula occludens, responsable
de I'étanchéité de I'épithélium, est constituée d'un réseau protéique dense au niveau duquel les
feuillets externes des membranes plasmiques des celules adjacentes fusionnent gréce aux
claudines, al'occludine et a JAM (Junctionnal Adhesion Molecule), membranaires, rassemblées
par une plague cytoplasmique formée des protéines péri-membranaires ZO (Zonula Occludens)-
1, -2 et -3, dlessméme reliées au cytosque ette d'actine par |'intermédiaire de la cinguline et la

caténine a (Feldman et al., 2005).

Les jonctions intermédiaires

Les jonctions intermédiaires ont pour principale fonction de communiquer les contraintes
physiques, produites ou répercutées par le cytosquelette d'actine, d'une cellule a l'autre. Elles
sont donc principalement observées au niveau du plateau d'actine sous-apical des cellules
cylindriques, ou elles forment la zonula adherens. Les jonctions intermédiaires sont formées par
lI'interaction dépendante du calcium entre les cadhérines transmembranaires des cellules
adjacentes. ces cadhérines sont a leur tour regroupées et ancrées aux filaments d'actine par une

plaque cytoplasmique composée des caténines, de vinculine et d'actinine O.

ZO1 peut auss ére présente (Nagafuchi, 2001). Les jonctions adhérentes jouent un role

important dans la signalisation cellulaire; elles sont notamment responsable de |a perception des
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contacts intercellulaires (Brembeck et al., 2006).

Les desmosomes

Les desmosomes sont responsables de la cohésion épithéliale, en maintenant les cellules
fermement fixées les unes aux autres. Leur role est particulierement important pour l'ancrage
des cellules cylindriques, qui n'ont qu'un contact tres limité avec la lame basale et sont donc
maintenues principalement par les desmosomes qu'elles partagent avec les cellules basales. Les
desmosomes sont présents tout au long des membranes au niveau des contacts intercellulaires,
regroupés en macula adherens. Ils sont constitués des desmoplakines, de la plakoglobine et des
plakophilines, toutes trois cytoplasmiques, reliant les cadhérines responsables des propriétés
d'adhérence (appelées desmogléines et desmocollines) aux filaments intermédiaires de kératine

du cytosquelette (Kottke ef al., 2006)

Les jonctions communicantes

Les jonctions communicantes permettent le passage d'eau et de petits solutés d'une cellule a
l'autre. Elles permettent ainsi le couplage métabolique et électrique des cellules adjacentes. Ce
role est particulierement important, car le battement coordonné des cils des cellules ciliées, qui
en résulte, est indispensable a 1'évacuation correcte du mucus et des contaminant qui y sont
piégés. Les jonctions communicantes sont formées de protéines transmembranaires appelées
connexines, qui s'assemblent en homo- ou hétéro-hexameres appelés connexons. Lorsque les
connexons de deux cellules adjacentes s'associent, il se forme un pore: la jonction

communicante. Les jonctions communicantes de I'épithélium respiratoires permettent la
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propagation de « vagues calciques », essentielles a la régulation coordonnée des voies de

signalisation des cellules voisines (Koval, 2002).

Les hémidesmosomes

Les cellules épithéliales sont ancrées a la lame basale grace a de nombreuses jonctions, les
hémidesmosomes, de structure similaire a celle des desmosomes, si ce n'est que les liaisons
homophiliques cadhérine-cadhérine du desmosome sont remplacées dans I'hémidesmosome par
des liaisons hétérophiliques intégrine-matrice extracellulaire. En plus de leur role dans le
maintien de la cohésion épithéliale, les hémidesmosomes peuvent moduler la prolifération

cellulaire en réponse a I'EGF (Nievers et al., 1999).
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Figure 7: Structure des glandes de la sous-muqueuse

des voies respiratoires

Les cellules séreuses (distales) et muqueuses (proches du canal collecteur)
déversent leurs sécrétions dans la lumiere de la glande. La contraction des
cellules myoépithéliales environnantes et le battement des cils des cellules du
canal cilié entrainent ce mucus vers la lumiere des voies respiratoires.
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B.ll.2 La sous-muqueuse

Le chorion, ou sous-muqueuse, des voies aériennes supérieures est riche en glandes séro-
muqueuses (Figure 7), responsables de la majeure partie de la sécrétion des facteurs de défense
ou des composants du mucus, respectivement. La vascularisation dense permet aussi le

réchauffement de I'air inspiré.

B.11.2.1 Les cellules glandulaires séreuses

Les cellules glandulaires séreuses sont les principales sources de protéines de défense dans
1'épithélium respiratoire (Finkbeiner, 1999). Les cellules séreuses sont de forme pyramidale,
avec un noyau rond basal organisées autour d'une lumiere centrale, reliée a 1'épithélium de
surface par un canal cilié. Elles sécretent principalement des protéines de défense
antibactériennes, anti-oxydantes et anti-protéasiques telles que le lysozyme, la lactoferrine et

I'inhibiteur bronchique de leucoprotéase (Secretory LeucoProtease Inhibitor, SLPI).

B.11.2.2 Les cellules glandulaires muqueuses

Les cellules glandulaires muqueuses sont responsables de la plus grande part de la sécrétion de
mucus dans les conditions physiologiques. La plus grande partie de leur cytoplasme est occupée
par des granules de sécrétion, et le noyau est donc aplati contre la lame basale. Ces cellules

sécretent des mucines, principalement MUCSAC mais aussi MUCSB ou MUC2,

particulierement en cas d'inflammation (Davies et al, 2002). Les cellules glandulaires
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mugqueuses produisent aussi le peptide trifolié TFF3 en grande quantité (Wiede et al., 1999), et
pourraient aussi produire le peptide trifolié TFF1 en cas d'inflammation (dos Santos Silva et
al., 2000). En plus des mécanismes d'exocytose classiques, les granules de sécrétion des glandes
muqueuses peuvent étre excrétés dans leur totalit€, membrane comprise, puis s'hydrater et
éclater, de la méme facon que ceux des cellules muqueuses de surface (cellules caliciformes).
Le mucus est ensuite évacué vers la lumiere des voies respiratoires par la contraction des
cellules myoépithéliales qui entourent les glandes puis par le battement coordonné des cils des

cellules du canal cilié.

B.11.2.3 Les cellules du canal collecteur

Les cellules du canal collecteur sont principalement responsables de 'homéostasie ionique et
hydrique des produits de sécrétion glandulaires, et controlent également la sécrétion du mucus
(Breeze RG & Wheeldon EB, 1977). Leur noyau, central, est ovoide. Elles ne présentent pas

de cils, et ne sécretent pas de mucus.

B.11.2.4 Les cellules myoépithéliales

Les cellules myoépithéliales tapissent l'extérieur des glandes de la sous-muqueuse. Leur
contraction permet la réduction du volume de la lumiere glandulaire et propulse les sécrétions

glandulaires vers le canal cilié puis vers la lumiere des voies respiratoires.
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B.1l.3 Les fonctions de défense de I'épithélium
respiratoire adulte

B.11.3.1 Role de barriere physique

L'épithélium respiratoire a un premier role de défense de par sa cohésion et son imperméabilité:
en effet, il empéche les particules inhalées de pénétrer a l'intérieur de 1'organisme et régule
strictement les échanges de liquides et d'ions entre la sous muqueuse et la lumiere des voies
respiratoires. Les échanges asymétriques d'ions a travers cette barriere semi-perméable sont
responsables de I'établissement d'une différence de potentiel de 1'ordre de 30 mV chez le chien
(Boucher, 1980) et chez I'hnomme (Knowles et al., 1981), la lumiere étant électronégative par

rapport a l'intérieur de 1'organisme.

B.Ill.3.2 Défense antibactérienne innée

En cas d'agression de 1'épithélium respiratoire, les cellules épithéliales répondent en sécrétant
dans la lumiere de nombreux facteurs antimicrobiens et dans la sous-muqueuse des chimiokines
et cytokines pro-inflammatoires pour recruter les phagocytes et les cellules de la défense

immunitaire adaptative.

Immunité innée de I'épithélium
L'épithélium respiratoire sécréte de nombreux facteurs antimicrobiens participant a la défense

immunitaire innée. Cette défense est principalement assurée par la sécrétion de peptides
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antibactériens a large spectre, comme le lysozyme ou la lactoferrine, le SLPI, 1'élafine, les
défensines a et [3, les cathélicidines, la phospholipase A2 (PLA2) les collectines (dont les
protéines A et D du surfactant: SP-A et SP-D), des peroxydases et des peptides cationiques
riches en résidus aspartate. Certains constituants de la matrice extracellulaire, comme la
fibronectine, ont aussi une activité de défense. L'activité de la plupart de ces peptides dépend de
la concentration en sels; c'est notamment le cas des défensines et des cathélicidines. Ces
facteurs ont des modes d'action tres différents: les défensines, le lysozyme, la lactoferrine et les
cathélicidines sont directement toxiques pour les bactéries, alors que les collectines ou la
fibronectine agissent en neutralisant les micro-organismes et en favorisant leur élimination par
les cellules du systéme immunitaire. Certains facteurs ont plusieurs modes d'action, comme les
défensines, qui sont capables d'augmenter l'efficacité des polymorphonucléaires et d'activer le
complément, en sus de leur activité antibactérienne (Zhang et al., 2000). De méme, le SLPI et
I'élafine, identifiés a l'origine comme inhibiteurs de protéases, possedent une activité
antibactérienne due a leur extrémité N-terminale tres cationique qui leur permet de désorganiser
les membranes biologiques. Dans le cas de 1'élafine, 1'extrémité C-terminale possede aussi une

activité antibactérienne forte (Fitch et al., 2006).

Les cellules épithéliales sont aussi capables de sécréter des dérivés réactifs de 1'oxygene, comme

le monoxyde d'azote (NO), qui permettent la lyse des contaminants mais peuvent aussi se

révéler toxiques pour I'épithélium (Flak et Goldman, 1996).

Défense par le systeme immunitaire inné

La sous-muqueuse est riche en cellules dendritiques, cellules sentinelles du systeéme

immunitaire; par ailleurs, en cas d'agression, les cellules épithéliales sont capable de sécréter

36



Introduction

des monokines, comme 1'[P-10 (IFN-inducible Protein of 10 kDa), MIG (Monokine Induced by
Gamma-IFN) ou I-TAC (IFN-inducible T-cell Alpha-Chemoattractant), qui vont spécifiquement
recruter les lymphocytes T activés sur le lieu de 1'agression (Sauty ez al., 1999). L'épithélium
peut aussi sécréter de nombreuses cytokine pro-inflammatoires comme l'interleukine 1 (Flak et

Goldman, 1996), l'interleukine 8 (Nakamura e al., 1992), l'interleukine 6 (Carter et al., 1997)
qui attirent rapidement de nombreux leucocytes sur le lieu de l'agression. En effet, méme en
I'absence d'agression aigiie, le poumon est le plus grand réservoir de polymorphonucléaires
neutrophiles du corps humain. Ces cellules, recrutées par I'inflammation due a une agression,
traversent 1'épithélium pour combattre l'infection. Ils sécretent des facteurs qui détruisent
directement les contaminants inhalés, comme ['élastase, la cathepsine G, la protéinase 3, la
myéloperoxydase, le lysosyme ou les oxydants de type péroxyde d'hydrogene (H,O,) et
superoxyde (O,) (Ely et al, 1995). Ces facteurs ont cependant aussi un effet néfaste sur
I'intégrité de 1'épithélium car elles agressent les cellules épithéliales au méme titre que les
contaminants extérieurs. En cas de réaction modérée, cette réponse permet de tuer les bactéries,
d'augmenter la sécrétion de mucus, et méme la desquamation des cellules épithéliales peut étre
en partie bénéfique en favorisant 1'élimination rapide des bactéries internalisées et des virus.
Cependant, la réaction inflammatoire peut altérer la clairance mucociliaire par ralentissement
du battement des cils (Chen et al., 2000), et en cas de réaction excessive, les dommages causés
a I'épithélium peuvent outrepasser ses capacités de régénération altérant ainsi de facon durable

sa fonction de protection (Lappalainen ef al., 2005).

B.Ill1.3.3 Mucus et clairance mucociliaire

La clairance mucociliaire est le mécanisme par lequel les particules inhalées sont piégées et
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éliminées vers les voies digestives. C'est en effet le battement coordonné et orienté des cils qui
entraine le mucus vers la trachée et le pharynx. Les nombreuses particules inhalées, d'un
diametre égal ou supérieur au micron, sont piégées par le mucus puis transportées vers
I'oropharynx ou elles sont dégluties ou expectorées. L'efficacité de ce systeme dépend du
mouvement correct des cils mais aussi des qualités viscoélastiques du mucus, dont la présence
est indispensable aux mouvements ciliaires; en son absence, les cils s'arrétent de battre et
dégénerent. Il existe un équilibre idéal entre la qualité et la quantité de mucus et le nombre de

cellules ciliées, et les propriétés chimiques et rhéologiques du mucus influencent le

fonctionnement du systeme mucociliaire (Luk et Dulfano, 1983; Puchelle ez al., 1987).

Le battement ciliaire

Le battement coordonné des cils des cellules ciliées est responsable de 1'évacuation du mucus et
des contaminant inhalés qui y sont piégés. Les cils, d'une longueur approximative de 7 um,
baignent principalement dans le liquide périciliaire dont 1'épaisseur est sensiblement égale. Les
cils ont un mouvement asymétrique, composé d'une phase de rétraction et d'une phase de
propulsion: au cours de la premiere phase, le cil se courbe tout en se déplacant vers 'arricre, et
baigne donc totalement dans la phase liquide du mucus; il se redresse ensuite pour se déplacer
vers l'avant (Sanderson, 1997). A chaque battement, 1'extrémité rigide du cil pénetre donc dans
la phase gel, supérieure, du mucus, l'entrainant vers les parties proximales de 1'épithélium

jusqu'au carrefour oeso-pharyngé (Figure 5).
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Structure et composition du mucus

L'efficacité de la clairance mucociliaire dépend d'une part du battement coordonné des cils des
cellules ciliées, et d'autre part de la structure et des propriétés rhéologiques du mucus couvrant
I'épithélium. Ce mucus contient par ailleurs de nombreux facteurs antimicrobiens, qui sont aussi

essentiels au maintien de la stérilité des voies respiratoires.

Structure du mucus

Le mucus recouvrant 1'épithélium respiratoire est composé de deux couches principales,
différenciées principalement par leur viscosité. La couche directement en contact avec
I'épithélium est fluide, d'épaisseur constante dans les conditions physiologiques (~7 um). Cette
phase liquidienne est appelée liquide périciliaire, et est surmontée dune mince couche de
surfactant qui joue le role de séparateur. Au dessus, une couche plus visqueuse, la phase gel,
organisée en plaques, intervient directement dans la reconnaissance bactérienne et permet
I'élimination des particules inhalées qu'elle piege. C'est en effet 1'entrainement de ce gel par les
battements ciliaires qui permet 1'évacuation des contaminants respiratoires. L'épaisseur de cette
couche est variable (0,5 a 2 um dans les conditions physiologiques). Elle augmente notamment
en cas d'inflammation en raison de I'augmentation de la sécrétion par les cellules mucipares et
de la stagnation liée a la diminution de la fréquence de battement des cils causée par les facteurs
inflammatoires (Veale et al., 1993; Gaillard er al, 1994; Allen-Gipson et al., 2004). Les
compositions respectives des deux phases du mucus, sont difficilement évaluables en raison de
la difficulté de les recueillir séparément. Il est communément admis que le liquide périciliaire
est riche en protéines de défense alors que la phase gel contient notamment les mucines

sécrétoires sous forme de polymeres. Cependant, il a été démontré que la seule présence de
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mucines en solution ne suffit pas a obtenir une viscosité importante (Raynal et al., 2002). 11 est
donc probable que des mucines soient aussi présentes dans le liquide périciliaire. La différence
de viscosité entre les deux phases du mucus serait alors principalement due a une différence

d'organisation du réseau de mucines (Perez-Vilar et Boucher, 2004).

L'équilibre ionique
Le maintien de la composition ionique du mucus est un élément primordial de la fonction de
I'épithélium respiratoire. En effet, la polymérisation des mucines sécrétoires, qui a lieu
principalement apres leur sécrétion, dépend en partie de l'acidité extracellulaire. De plus,
l'activité de la plupart des peptides antibactériens sécrétés par les cellules épithéliales dépend
des concentrations en différents ions, notamment le sodium. De 1'équilibre ionique dépend aussi
I'équilibre hydrique, donc la viscosit¢é du mucus et le bon fonctionnement de la clairance
mucociliaire. La membrane apicale des cellules ciliées couvre la majeure partie des voies
respiratoires; ce sont donc les canaux ioniques présents dans ces membranes qui régulent a la

fois la concentration ionique et le pH du mucus.

Force ionique et hydratation

Si la phase liquidienne est trop épaisse, les cils n'atteignent plus la phase gel et ne peuvent plus
I'évacuer; a l'inverse, si elle est trop fine, les cils s'engluent dans la phase gel et ne peuvent plus
battre correctement. L'équilibre hydrique de la couche de mucus est donc primordial. Dans les
conditions physiologiques, les variation locales d'hydratation sont compensées par les échanges

entre les deux phases du mucus, la phase gel servant de réserve pour maintenir une phase
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liquide d'épaisseur constante, mais ce mécanisme de compensation est limité. Un équilibre
précis des flux hydriques est donc nécessaire. La régulation est réalisée grace a 1'équilibre entre
l'efflux d'ions chlorure (CI') par l'intermédiaire du canal CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
conductance Regulator), entrainant un efflux d'eau, et 1'absorbtion d'ion sodium (Na®),
principalement par le canal ENaC (Epithelial Na® Channel), entrainant une réabsorbtion d'eau.
Il est couramment admis que les échanges hydriques a travers 1'épithélium respiratoire se font
partiellement par voie paracellulaire, mais principalement par l'intermémédiaire de canaux
spécialisés, les aquaporines (AQP), et particulierement AQP3, AQP4 et AQPS dans I'épithélium
respiratoire (Donaldson et al., 2006). Cependant, des données récentes montrent que leur
absence n'altere pas I'équilibre hydrique de la surface de I'épithélium respiratoire, suggérant
l'existence d'autres mécanismes (Levin et al., 2006; Song et al., 2001). 1l existe peu de données
concernant I'osmolarité du mucus dans les conditions physiologiques chez I'hnomme, a cause de
la difficulté a le recueillir en 1'absence d'induction de la sécrétion ou d'ajout de soluté.
Historiquement, deux hypotheses ont été avancées pour expliquer la régulation de 1'hydratation
de la surface épithéliale. La premiere décrit le mucus comme hypo-osmotique par rapport au
sérum, et suppose que la régulation de l'hydratation est réalisée grice au contrdle des
concentrations ioniques. La seconde hypothese décrit le mucus comme iso-osmotique par
rapport au sérum, et suppose un controle de I'hydratation par régulation du volume du liquide de
surface. Les mesures de concentration ionique du mucus réalisée chez des patients atteints de
mucoviscidose, pathologie dans laquelle la clairance mucociliaire est gravement altérée, et dans
un modele murin de mucovicidose, montrent 1'absence de variations de ces concentrations
ioniques, favorisant I'hypothese « iso-osmotique » (Knowles et al., 1997; Grubb et al., 2002).
Le mécanisme impliqué semble étre indépendant de la présence de cils, suggérant un

mécanisme de détection directe du volume du liquide périciliaire (Tarran et al., 2006).
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L'équilibre du pH
L'acidité du mucus joue un r6le primordial dans la polymérisation du gel de mucines; une
hyperacidité a été décrite dans des maladies comme la mucoviscidose et pourrait €tre en partie
responsable des problemes de rhéologie associés a la maladie (Poschet ez al., 2002). Le mucus
des bronches a dans les conditions normales un pH avoisinant 6,6 (Bodem et al., 1983), et est

étroitement régulé par I'épithélium respiratoire (Jayaraman et al.,, 2001) sans que les
mécanismes mis en jeu ne soient completement élucidés. Les cellules épithéliales expriment des
canaux a protons dans leur membrane apicale, et des pompes NA*/H" dans leur membrane
basolatérale; 1'export du sodium réabsorbé par les cellules a partir de la lumiere pourrait ainsi
acidifier le cytoplasme; de méme, les canaux échangeurs d'anions (AE, Anion Exchangers)
basolatéraux permettent l'entrée dans la cellule des ions chlore sécrétés par 1'épithélium en
échange de la sortie basolatérale d'ions HCOs, acidifiant ainsi le cytoplasme. Les ions H*
diffuseraient ensuite vers la lumiere par 1'intermédiaire des canaux H" apicaux. Les ions HCO5
utilisés pour éviter une acidification excessive pourraient quant a eux étre sécrétés par le canal
CFTR et les canaux CaCC (Calcium-activated Chlore Channels). Une régulation paracellulaire,
qui tendrait a équilibrer les pH apical et basolatéral, est aussi a envisager (Ng et al., 2004). Le
mucus lui-méme a un fort effet tampon (Holma et Hegg, 1989), ce qui contribue probablement
au maintien du pH au niveau de la muqueuse respiratoire; cependant, I'absorbtion ou le
relargage d'ion H" par le mucus peut conduire a des variations de sa rhéologie: en effet, la
polymérisation finale des mucines a lieu a I'extérieur de la cellule et est dépendante du pH; de
plus la disponibilit¢ d'ions H* influence l'établissement de liaisons hydrogéne entre les

différents composants du mucus. Ceci limite évidemment son rdle de tampon dans les
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Figure 8: Structure des apomucines humaines

La famille des mucines peut étre divisée en deux classes: les mucines sécrétées
(MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6 et MUC7) et les mucines membranaires (MUC1, MUC3,
MUC4, MUC12, MUC13, MUC16 et MUC17). Toutes les mucines contiennent une ou
plusieurs zones de répétitions en tandem caractéristiques de cette famille. De
nombreux autres domaines, notamment des domaines d'interaction, sont identifiables
(voir texte) (d'apres Hollingsworth et Swanson, 2004).
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conditions physiologiques.

Les facteurs de défense

Le mucus contient une grande variété de facteurs anti-microbiens de structures variées, ce qui
permet d'éviter 1'émergence trop rapide de mécanismes de résistance. Les peptides de défense
sécrétés par 1'épithélium mucociliaire en font bien slir partie, avec des facteurs produits par les
glandes séreuses, les pneumocytes de type 11, les fibroblastes, les lymphocytes, les macrophages
alvéolaires, les polymorphonucléaires résidents ou encore des sources non pulmonaires. Ces
facteurs comprennent les acteurs de I'immunité innée de 1'épithélium, comme le lysozyme ou la
lactoferrine, le SLPI, I'élafine, les défensines o et (3, les cathélicidines, la phospholipase A2
(PLAZ2) les collectines (dont les protéines A et D du surfactant: SP-A et SP-D), des peroxydases
et des peptides cationiques riches en résidus aspartate. Il convient d'ajouter a cette liste les
facteurs provenant des cellules du systtme immunitaire, comme les immunoglobulines de classe
A, ou les protéases des polynucléaires neutrophiles (élastase du neutrophile, cathepsine G,
protéinase 3), qui sont produits en grandes quantités en cas d'inflammation et participent aux

propriétés antibactériennes du mucus.

Les mucines

La famille des mucines est composée de longues glycoprotéines fortement glycosylées de tres
haute masse moléculaire. Le squelette peptidique des mucines présente de nombreuses
répétitions en tandem d'une séquence caractéristique bien conservée, riche en sérines,
thréonines et prolines, qui constituent la cible de nombreuses O-glycosylations (Figure 8). Les

chaines glycaniques peuvent ainsi représenter de 50 a 80% de la masse des mucines et sont
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Les mucines, de par leur capacité a former un réseau macromoléculaire
dense, constituent un filtre capable de freiner la diffusion des particules et
solutés, et peuvent servir de réserve de facteurs bioactifs. Grace a leurs
nombreuses glycosylations, elles régulent [|'hydratation de la surface
épithéliale et la viscosité du mucus. Elles sont chargées négativement, ce qui
permet de réguler les échange ioniques.

Ces rbles combinés permettent aux mucines de controler I'environnement
cellulaire. Les mucines membranaires sont également capables d'intervenir
dans la signalisation cellulaire. (d'apres Hollingsworth et Swanson, 2004).
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variables selon l'environnement et I'état physiologique de la cellule: leur nombre et leur
longueur varient, et elles peuvent étre modifiées par sulfatation. Elles sont aussi remodelées
apres synthese, a l'extérieur de la cellule, en fonction de I'environnement extracellulaire. La
famille des mucines se divise en deux classes, les mucines membranaires et les mucines
sécrétées: les premieres sont ancrées dans la membrane cytoplasmique et se projettent loin a
I'extérieur de la cellule, alors que les secondes sont sécrétées pour former le mucus (Figure 9).
Les mucines sont historiquement les plus anciens composants identifiés dans le mucus couvrant
I'épithélium respiratoire, et sont les principales responsables de ses caractéristiques
rhéologiques. De nombreux nouveaux genes codant pour des protéines semblables ont été

récemment identifiés par analyse bioinformatique des séquences génomiques; leur classification

dans la famille des mucines fait encore débat (Porchet et Aubert, 2004).

Les mucines membranaires

Les mucines membranaires (MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC 11, MUC12, MUC13,
MUCI16, MUCI17 et MUC20) sont ainsi nommeées en raison de la présence dans leur squelette
peptidique d'une séquence transmembranaire. Elles contiennent également des zones
d'homologie avec le récepteur de I'EGF. Elles peuvent étre libérées dans le milieu
extracellulaire, grace a des mécanismes d'épissage alternatif ou par clivage protéolytique, bien
que les mucines clivées puissent rester associées a la membrane par liaison non covalente avec
leur partie transmembranaire. Des données récentes suggerent que ces mucines pourraient avoir
un role dans de nombreux processus comme la migration et la différenciation cellulaires, la

réponse immunitaire (Chan et al., 1999; Chang et al., 2000) ou la cancérogenese (Alos et al.,

2005; Andrianifahanana et al., 2001; Arai er al., 2005; Baldus et al., 2004; Leroy et al.,
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Détection: Les mucines membranaires peuvent lier de facon spécifique des lectines,
sélectines, molécules d'adhésion, bactéries ou autres facteurs (dont les TFF). Elles
sont également sensibles aux variations physico-chimiques de I'environnement.
Activation: Ces signaux peuvent modifier la structure des mucines, notamment par
clivage ou dissociation.

Transduction: Les fragments membranaires des mucines peuvent ensuite étre
phosphorylés et activer des voies de signalisation, ou se lier a des récepteurs
membranaires. D'apres Hollingsworth et Swanson, 2004.
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2002), par effet anti-adhesif (Hilkens er al., 1992; Kohlgraf er al., 2003; Meseguer et al.,
1998) ou par leur association spécifique avec des protéines cellulaires comme ICAM1 (Rahn et
al., 2004), la caténine [3 (Wen et al., 2003), APC (Hattrup ez al., 2004) (pour MUC1), ou le
récepteur HER2/Neu (Komatsu ez al., 2001) (pour MUC4). La surexpression de MUCI est
ainsi retrouvée dans 90% des cancers du sein, cette surexpression étant en partie responsable de
la tumorigenese (Schroeder et al., 2004). La grande variabilité inter-individuelle de la longueur
des mucines membranaires (Fowler er al.,, 2001) et de la séquence des motifs répétés,
particulierement pour MUCI1 (Fowler et al., 2003), joue probablement un rdle dans le
développement de certaines pathologies comme le carcinome gastrique (Carvalho ez al., 1997).
Leur long domaine extracellulaire et leurs capacités d'interaction ont conduit a les considérer
comme de potentiels récepteurs ou co-récepteurs (Hollingsworth et Swanson, 2004). Dans

'épithélium respiratoire, les principales mucines membranaires sont MUC1 et MUC4 (Figure

10).

Les mucines sécrétoires

Les mucines sécrétoires peuvent étre séparées en deux groupes: les mucines « vraies »,
identifiées par leur role dans les épithéliums muqueux, dont les genes sont situés en 11p15 dans
le génome humain (MUC2, MUCS5AC, MUCS5B et MUC6) (Pigny et al., 1996), qui sont les
principales responsables des propriétés rhéologiques des mucus biologiques, et les genes
découverts plus récemment, qui ont été classées dans cette famille par analogie de structure
(MUC7, MUCS8, MUC9 et MUC19). Les mucines sécrétoires principalement exprimées dans les
voie aériennes sont MUCSAC et MUCS5B, mais la présence de MUC2 a aussi été mise en

évidence, notamment dans des pathologies caractérisées par une inflammation chronique,
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comme la mucoviscidose (Davies er al.,, 1999; Kirkham et al., 2002). Ces mucines sont
produites par les cellules muqueuses des glandes et de 1'épithélium de surface. La longueur du
squelette protéique de MUCSAC et MUCSB est variable selon les individus, mais est supérieure
a 5000 résidus. Des implications de ces variations dans les processus pathologiques, comme
l'asthme, ont été suggérés chez 'homme (Fowler et al., 2001; Vinall et al., 2000). Les mucines
sécrétées partagent une structure caractéristique: elles possedent une région riche en cystéines a
leur extrémité carboxy-terminale, appelée noeud cystéine, homologue des noeuds cystéine du
facteur von Willebrandt et du TGF-f3. Plusieurs domaines homologues au domaine de
dimérisation du facteur von Willebrandt sont appelés domaines D. LLe domaine D4 mérite d'étre
distingué car il contient également un site auto catalytique. Il est notamment présent chez
MUC2 et MUCS5AC. Les mucines sécrétées contiennent aussi, comme toutes les mucines, une
région de répétitions caractéristique de la famille des mucines, avec de nombreux sites
accepteurs de glycosylation. La grande hétérogénéité dans la longueur du squelette protéique
des mucines est due au nombre variable de répétition des motifs « mucine » (Fowler et al.,
2001). Les mucines sécrétoires forment un réseau macromoléculaire tridimentionnel trés
complexe par établissement de ponts di-sulfures intermoléculaires. Cette polymérisation
s'effectue en plusieurs étapes: dans le réticulum endoplasmique granuleux, les monomeres
s'associent deux a deux grace a 1'établissement de ponts di-sulfures entre les noeuds cystéine de
leur extrémité carboxy-terminale (van Klinken et al., 1998; Asker et al., 1998). Les dimeres
sont ensuite glycosylés dans l'appareil de Golgi, puis s'assemblent, toujours grace a des ponts di-
sulfure, pour former des complexes de tres haute masse moléculaire (Sheehan ez al., 2004). Le
compartiment hébergeant cette derniere étape est encore inconnu, mais elle peut avoir lieu de

facon spontanée (Bromberg et Barr, 2000), et il est probable que des remaniements importants

de la structure de ce réseau aient lieu a I'extérieur de la cellule, apres sécrétion (Perez-Vilar et
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Boucher, 2004). Par ailleurs, leur implication dans des processus de tumorigénese a été
suggérée (Byrd et Bresalier, 2004; Perrais et al., 2001), et elles ont été associées a une activité

antibactérienne (Kawakubo et al., 2004).

Le role des mucines sécrétoires ne s'arréte pas a la rhéologie du mucus: les charges négatives
qu'elles portent leur permettent de participer a I'homéostasie ionique de 1'épithélium, et les
structures glycaniques qu'elles portent leur permettent de fixer les bactéries avant qu'elles
n'entrent en contact avec les cellules épithéliales (Middleton ef al., 2004). L'importance de leur
role dans le maintien de 1'intégrité des muqueuses est mise en évidence par l'apparition d'ulceres

du colon dans la souris déficiente pour MUC2 (Van der Sluis et al., 2006).

Régulation de l'expression des mucines
en physiopathologie respiratoire

humaine.

Les mucines sont régulées de facon tres précise au cours du développement et en cas

d'inflammation ou de tumorigenese, ce qui suggere leur implication dans ces processus

physiopathologiques (Van Seuningen ef al., 2001; Rose et Voynow, 2006).

La quantité de mucines sécrétoires libérée a la surface de 1'épithélium respiratoire est modulée
selon trois mécanismes: premierement, la réponse la plus rapide (quelques secondes a quelques
minutes) est permise grace a la modulation de la sécrétion des mucines stockées dans les
granules des cellules muqueuses. Chez 1'Homme, il a été suggéré que la régulation de la
sécrétion du mucus par la sécrétion d'agonistes cholinergiques, d'agonistes adrénergiques ou de
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neuropeptides comme la substance P par le systéme nerveux périphérique se fait au niveau des

sécrétions glandulaires (Jackson, 2001), alors que les cellules caliciformes répondent aux

nucléotides tri-phosphates (Lethem et al, 1993) mais sont peu sensibles a d'autres

sécrétagogues (Labat et al., 1999).

Deuxiemement, la régulation de la transcription et de la traduction permet une adaptation de la

syntheése des mucines par les cellules caliciformes mais requiert plusieurs heures. De nombreux

signaux extracellulaires peuvent augmenter la transcription des mucines sécrétées. Les

molécules d'origine bactérienne, comme le lipopolysaccharide (LPS) de Pseudomonas

aeruginosa sont capables d'augmenter la transcription de MUC2 et MUCSAC par I'épithélium

respiratoire humain (Dohrman et al., 1998), ce qui favorise probablement 1'élimination des

contaminants bactériens par la clairance mucociliaire in vivo. De méme, les médiateurs de

l'inflammation, comme le TNFa (Borchers et al., 1999) ou l'interleukine 1 3 (Song et al.,

2003b) ou les composés irritants inhalés (Longphre er al., 2000) peuvent augmenter la
transcription des mucines sécrétées, favorisant 1'élimination des contaminants. L'activation de la
transcription des mucines sécrétées par ces différents facteurs est déclenchée par des voies de
signalisation tres variées: ainsi, l'activation de la transcription de MUC2 par le LPS implique
l'activation NF-KB par l'intermédiaire de c-Src-Ras-Raf-1 puis de la kinase MEK (MAP

kinase / ERK kinase) 1/2, de la phosphorylation de ERK (Extracellular signal Regulated
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Kinase) 1/2 et de la kinase pp90rsk (90-kDa ribosomal S6 kinase) (Li et al., 1998). L'activation

de la transcription de MUCSAC par P. aeruginosa et de MUC?2 par Staphylococcus aureus passe

par la méme voie, déclenchée par l'activation du récepteur a 1'EGF (EGF-R) (Kohri et al.,

2002a; Lemjabbar et Basbaum, 2002).

Les voies déclenchées par Haemophilus influenzae sont différentes, puisque cette bactérie peut

augmenter la transcription de MUC2 grace a l'activation de NF-KB par l'intermédiaire du

récepteur du TGF-f3 (Transforming Growth Factor 3) et de Smad (Sma/MAD related protein)3/4

mais aussi par l'intermédiaire de 1'activation du récepteur TLR (7oll-Like Receptor)-2 (Jono et

al., 2002).

H. influenzae active la transcription de MUCS5AC de facon plus complexe, en activant plusieurs

activateurs et inhibiteurs de la voie des MAP kinases et en inhibant la phosphatidylinositol-3

kinase et Akt (Wang et al., 2002). Les mécanismes d'activation de la transcription des mucines

sécrétoires par les cytokines pro-inflammatoires impliquent I'activation des MAP kinases, qui

agissent ensuite par activation de la cyclooxygénase 2 (Kim et al., 2002), du récepteur de 1'acide

rétinoique (Koo et al., 2002) ou de MSK (Mitogen- and Stress-activated Kinase)-1 et CREB (c-

AMP Response Element-Binding protein) (Song et al., 2003a). Les protéases comme ['élastase

peuvent également augmenter la transcription et augmenter la stabilité des ARN messagers de
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MUCSAC (Fischer et Voynow, 2002) et de MUC4 (Fischer et al., 2003) par induction de

production d'especes réactives de 1'oxygene et par activation du récepteur a I'EGF (Kohri et al.,

2002b). Les ligands de I'EGF sont également capables d'augmenter la transcription de

MUCSAC et MUC2 par activation de la voie des MAP kinases (Perrais et al., 2002), ce qui

pourrait jouer un rdle dans les processus de tumorigenese, comme le suggere la surexpression

de MUC?2 dans les cancers du larynx (Jeannon et al., 2001).

Troisiemement, en cas de stimulations chroniques ou répétées des voies de signalisation de

I'EGF ou de l'infiltration leucocytaire, la régulation du nombre de cellules caliciformes permet

de moduler a une plus grande échelle la quantité de mucus produite et sécrétée (Burgel et al.,

2000; Kim et al., 2004). Dans 1'épithélium respiratoire de surface des patients atteints de
pathologies  respiratoires  induisant une inflammation chronique, comme Ia
bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO), 1'asthme ou la mucoviscidose, les cellules
caliciformes sont généralement beaucoup plus nombreuses que dans 1'épithélium respiratoire

sain.

Tous ces mécanismes de régulation sont stimulés de facon excessive dans les pathologies
respiratoires avec inflammation et infection chroniques, ce qui cause un dysfonctionnement du
mécanisme de clairance mucociliaire en créant un déséquilibre entre le nombre de cellules
ciliées et la quantité de mucus sécrétée, menant a une obstruction partielle ou totale des voies
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respiratoires. Dans 1'asthme, une surproduction de MUC2 a été démontrée (McNamara et al.,

2004), et il a été suggéré qu'une dérégulation de la production de mucines par l'intermédiaire de

la suractivation des voies décrites ci-dessus pourrait jouer un role majeur dans la morbidité et la

mortalité associées a cette pathologie (Morcillo et Cortijo, 2006). Dans la mucoviscidose,

I'hyperplasie des cellules caliciformes (Groneberg er al., 2002) participe a la diminution de

l'efficacité de la clairance mucociliaire, sans doute plus par la diminution de la densité des

cellules ciliées qu'elle induit que par une surproduction de mucines, car la sécrétion de

MUCSAC et MUCSB semble diminuée chez les patients atteints de mucoviscidose (Henke ef

al., 2004). Dans cette méme pathologie, il a été avancé que des modifications de la

glycosylation des mucines pourrait participer a l'altération de la rhéologie du mucus et au défaut

de clairance mucociliaire (Xia et al., 2005) mais ce point reste discuté car une autre équipe a

montré que la glycosylation des mucines sécrétées par les glandes de la sous-muqueuse n'est pas

altérée dans la mucoviscidose (Schulz et al., 2005). La viscosité excessive du mucus dans cette

pathologie (Lethem ef al., 1990) est donc probablement due a un déficit d'hydratation de la

surface épithéliale et/ou a des modifications de la structure du réseau tridimentionnel formé par

les mucines sécrétoires plutdt qu'a une surproduction ou a une glycosylation excessive des

mucines. A l'inverse, la suractivation des voies de signalisation de I'EGF est impliquée dans la

surproduction de MUCSAC associée a l'obstruction des voies respiratoires dans la
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bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) (Takeyama et al., 2001). Dans la BPCO,
les voies de régulation de la synthese de MUCSAC par les médiateurs de I'inflammation
peuvent également étre responsables de la surabondance de mucus et du défaut de la clairance
mucociliaire (Baginski ez al., 2006). Enfin, il a été proposé que l'infiltration des polynucléaires
neutrophiles dans les voies respiratoires, capables d'activer la dégranulation des cellules
caliciformes et de déclencher 1'expression et 1'activation du récepteur a I'EGF, pourrait elle aussi
participer a la sécrétion excessive de mucus dans la bronchopneumopathie chronique obstructive

(Kim et Nadel, 2004).

Les peptides trifoliés
La famille des peptides trifoliés, ou TFF (Trefoil Factor Family) comprend trois membres chez
les mammiferes, TFF1 , TFF2 et TFF3. Chez I'homme, les génes correspondants sont situés
dans la méme région du chromosome 21, bras q, région 22.3 (Gott et al., 1996). IIs sont
impliqués dans de nombreux phénomenes biologiques, comme le maintien de 1'intégrité des
muqueuses du systeme digestif (Mashimo et al., 1996; Tomasetto et Rio, 2005) mais leur role

a aussi été évoqué dans des processus tumoraux (Emami ez al., 2004).

Structure

La famille des peptides trifoliés est caractérisée par un domaine conservé contenant trois ponts
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Figure 11: Structure du peptide TFF3

A: une des 85 conformations possibles de TFF3 établies par Lemercinier et al.,
2001

B: une des 47 conformations possibles de I'homodimere de TFF3 établies par
Muskett et al., 2003

Les ponts di-sulfures sont représentés par les fines lignes orangées. Les
différences entre les différentes conformations portent essentiellement sur la
disposition des extrémités libres (carboxy- et amino-terminales pour le
monomere, amino-terminales pour le dimere)

1, 2, et 3: boucles formées par les ponts di-sulfures.

N,C: extréminés amino- et carboxy-terminales, respectivement.



Conditions /

Fonction . Modele Peptide
observations
o ) Estomac de souris TFF2
anti-inflammatoires Intestin de souris TFF1 et TFF3
non-stéroidiens
Cytoprotection Estomac de rat TFF1 et TFF3
Lt Ethanol Estomac de rat TFF2 et TFF3
Stress Estomac de rat TFF1 et TFF2
Salicylates Estomac de rat TFF2
Ulcération gastrique Estomac de rat TFF2
Dextran Colon de rat TFF3
Réparation de lésion Acide acétique Rectum de rat TFF3
D1n1trobenzepe, acide Rectum de rat TEF2
sulphonique
o Colon de souris, cellules HT29 et AGS TFF3
le?“““tlon de Cellules IEC18, HCT116 et AGS TFF1
apoptose
Cellules MCF-7 TFF2
Diminution de la Cellules IEC18, HCT116 et AGS TFF1
prolifération
cellulaire Cellules HT29 TFF3
Cellules IEC6, HT-29et CaCO-2 TFF1, TFF2 et TFF3
Cellules de la muqueuse gastrique de TFF2 et TFF3
Augmentation de la chien
migration cellulaire Cellules BEAS-2B TFF2 et TFF3
Cellules de la cornée humaine TFF2 et TFF3
Monocytes humains TFF2 et TFF3
Morphogenese Cellules MCF-7 TFF2
Membrane chorio-allantoique de
Angiogenese poulet et cellules endothéliales de TFF1
veine ombilicale humaine.
Cellules de rat et cellules humaines TFF2, TFF3
Cellules T84 TFF2 et TFF3
Interaction avec le Solution de mucines de porc TFF2
mucus et les Tests « double hybride » chez la TFF1
mucines levure
Mucines de porc et de boeuf purifiées TFF2 e{iggglere de
Activation de la TFF Estomac de souris TFF1
transcription de TFF Lignées cellulal}"es gastriques TFF2 et TFF3
peptides gastro- humaines
Intestinaux DAF Cellules HT-29, T84 et IEC-6 TFF3
Cellules HT-29 TFF3
HER-1
Cellules AGS TFF3
HER-2 Cellules HT-29 TFF3
o Caténine B Cellules HT-29 TFF3
Trans-activation des
voies de Akt/PKB Cellules HCT116 et IEC-6 TFF3
signalisation Cellules KATO-III et AGS TFF3
cellulaires ERK/ MAPK 1 et 2 Cellules IEC-6 TFF3
Cellules BEAS-2B TFF2
Fixation de NF-kB Cellules HT-29 TFF3

sur 'ADN

Tableau 1: Fonctions des peptides trifoliés (d'apres Taupin et Podolsky, 2003)
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di-sulfures selon le schéma 1-5 2-4 3-6, identifié a 1'origine chez une grenouille africaine,
Xenopus laevis. Ce domaine posseéde une grande résistance a la digestion protéolytique ainsi
qu'a I'hydrolyse acide (Jorgensen et al., 1982; Kinoshita et al., 2000). Chez les mammiferes
cette famille compte trois membres, TFF1 a 3, dont les génes sont groupés sur le chromosome
21 (Gott et al., 1996; Seib et al., 1997). TFF1 est synthétisé sous forme d'un précurseur de 84
acides aminés, et le peptide mature, apres clivage du peptide signal comporte 60 acides aminés
et un domaine en trefle. De méme, le propeptide TFF3 comprend 74 acides aminés et le peptide
mature en compte 59. TFF3 ne contient également qu'un seul domaine en trefle (Figure 11). Une
cystéine libre proche de 1'extrémité carboxy-terminale permet I'homodimérisation de TFF1 et de

TFF3. TFF2 est traduit sous forme d'un précurseur de 129 acides aminés, et le peptide mature
contient 106 acides aminés et deux domaines en trefle, mais pas de cystéine libre (De et al.,
1994; Muskett ez al., 2003; Williams er al., 2001). Les données concernant la nécessité d'une
dimérisation de TFF1 ou de TFF3 pour leur activité biologique sont contradictoires, certaines
études ayant démontré la nécessité d'une dimérisation (Marchbank er al., 1998; Prest et al.,
2002) alors que d'autres ont montré une efficacité comparable du monomere et du dimere

(Carrasco et al., 2004).

Expression et fonctions
Les peptides trifoliés sont sécrétés par les cellules muqueuses (Figure 12) de nombreux
épithéliums muqueux (tableau 1) dans lesquels ils exercent de nombreuses fonctions (Taupin et
Podolsky, 2003). IIs sont capables de modifier les propriétés rhéologiques du mucus in vitro
grice a leur interaction avec les mucines (Thim et al., 2002). TFF1 est aussi capable d'induire la

migration dans la lignée cellulaire tumorale mammaire MCF-7 (Prest et al., 2002), et sa
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Figure 12: Roles des TFF dans les épithéliums muqueux

Les fonctions démontrées sont représentées par des traits pleins, et les roles
supposés par des pointillés. La sécrétion coordonnée des mucines et des TFF
par les cellules muqueuses (cellules caliciformes) permet la mise en place de
la barriere de mucus. Les TFF affectent aussi la signalisation cellulaire: la
migration résulte de la diminution de l'adhérence intercellulaire et cellule-
matrice, et de l'inhibition de |'apoptose par anoikis. Les TFF sont capables
d'induire leur propre expression (auto-induction), ainsi que l|'expression des
autres TFF et des mucines. L'inhibition de la tumorigenése passerait également
par la modulation de la transcription. D'apres Taupin et Podolsky, 2003.



Introduction

surexpression dans le cancer du sein chez 'Homme a été démontrée (Crosier et al., 2001).
Cependant, certains auteurs ont démontré que TFF1 serait un marqueur des tumeurs peu dé-
différenciées, et prédirait donc une bonne sensibilité a la thérapie et serait associé a un bon
pronostic (Corte et al., 2005; Sanchez Salmon et al., 2005). TFF1 est aussi surexprimé dans
certains carcinomes de la peau (Hanby et al., 1998) et de la thyroide (Wang et al., 1998), mais
réprimé dans les cancers gastriques (Kirikoshi et Katoh, 2002), et sa suppression cause
l'apparition de lésions pré-cancéreuses dans l'estomac (Berr et al., 2003; Saukkonen ez al.,
2003). Dans les conditions physiologiques, TFF1 est fortement exprimé dans 1'estomac , ou il
joue un rdle important dans le maintien de l'intégrité de la muqueuse (Marchbank et al., 1998)
et dans la différenciation cellulaire (Bossenmeyer-Pourie ez al., 2002; Karam et al., 2004). Ses
effets combinés ont conduit a le présenter comme un gardien essentiel de l'intégrité de la
mugqueuse gastrique (Tomasetto et Rio, 2005). Certains auteurs ont rapporté la transcription de
TFF1 dans 1'épithélium des voies aériennes proximales (Lee er al., 2001; dos Santos Silva et
al., 2000) mais le peptide est indétectable dans 1'épithélium bronchique (Wiede et al., 1999). 11
reste possible que son expression dans certaines conditions joue un role dans la physiologie de
I'épithélium respiratoire.

Certains auteurs ont montré que TFF2 peut augmenter la migration des lignées MCF-7 et MDA-
MB231 (May et al., 2004), alors que d'autres ont démontré une absence d'effet motogene mais
un effet anti-apoptotique et morphogene (Lalani et al., 1999). Les effets de TFF2 ont aussi été
étudiés dans des lignées cellulaires d'origine respiratoire: il induit la migration des cellules
BEAS-2B en synergie avec I'EGF (Chwieralski er al., 2004; Oertel er al., 2001), et cet effet a
été confirmé sur des cultures primaires de cellules bronchiques humaines (Oertel ez al., 2001).

Bien ce peptide ne soit pas exprimé dans 1'appareil respiratoire humain (Lee ef al., 2001; Wiede
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Figure 13: Voies de signalisation empruntées par les TFF

Les voies dont l'implication est démontrée sont représentées par des traits
pleins, et les voies supposées par des pointillés. Les cercles rouges représentent
des phosphorylations sur des tyrosines, et les cercles verts des phosphorylations
sur des sérines ou des thréonines. D'apres Taupin et Podolsky, 2003.
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et al.,, 1999; dos Santos Silva er al., 2000), il pourrait y jouer un rdle dans certaines
pathologies, notamment 1'asthme: son expression a en effet été observée dans un modele murin

de cette pathologie (Nikolaidis ez al., 2003).

TFF3 est par ailleurs indispensable au maintien de l'intégrité de la muqueuse intestinale
(Taupin et Podolsky, 2003). L'expression de TFF3 dans I'hypothalamus et la glande pituitaire a
méme conduit a lui attribuer un rdle de neuropeptide (Probst et al., 1996; Schwarzberg et al.,
1999; Jagla er al., 2000). TFF3, dont les structures monomériques et dimériques ont été
déterminées par résonance magnétique nucléaire (Lemercinier et al., 2001; Muskett et al.,
2003), est exprimé constitutivement par 1'épithélium respiratoire; c'est le peptide trifolié
majoritairement retrouvé dans les voies aériennes, ou il est produit par les glandes muqueuses et
par les cellules caliciformes de 1'épithélium de surface (Wiede et al., 1999; dos Santos Silva et
al., 2000). 11 est capable d'induire la migration des cellules BEAS-2B (Oertel ef al., 2001), de
potentialiser 1'effet de I'EGF (Chinery et Cox, 1995), de provoquer l'activation du récepteur a
I'EGF et de la caténine 3 (Liu ez al., 1997), d'activer la voie akt, la phosphatidylinositol 3-kinase

et la voie des Mitogen Activated Protein kinases (MAP kinases) (Figure 13). Ces deux derniers
effets sont retenus par le peptide tronqué de son extrémité carboxy-terminale et sont donc
indépendants de la dimérisation (Kinoshita et al., 2000). Bien que nombre de ses effets soient
dépendants du récepteur a 'EGF ou synergiques avec 'EGF, TFF3 semble incapable de se fixer

directement au récepteur de I'EGF et n'a aucun récepteur connu (Otto et Thim, 2005).

Certains auteurs ont avancé que des co-localisations spécifiques entre TFF et mucines
pourraient jouer un role dans la protection et/ou la régénération des épithéliums muqueux

(Wright, 2001), ce qui pourrait expliquer leurs effets parfois contradictoires. Leur surexpression
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en cas d'inflammation et en bordure de lésion, notamment dans I'estomac (Taupin et al., 2001),
suggere un effet paracrine: leur sécrétion par les cellules environnant la 1ésion permettrait la
régénération rapide des zones 1ésées. Cependant, le role des TFF, et en particulier de TFF3,

dans la protection ou la régénération de 1'épithélium respiratoire n'est pas connu.

Les autres composants du mucus

Le mucus peut aussi contenir d'autres éléments selon les conditions physiologiques, notamment
des lipides (Widdicombe, 1987) et de 1'ADN, particulierement en cas d'infection et/ou
d'inflammation. Ces composants sont capables d'augmenter la viscosité du mucus. Ils sont
présents en grandes quantité dans le mucus des patients atteints de mucoviscidose. Ils
participent au défaut de clairance mucociliaire dans cette pathologie (Galabert et al., 1987;
Puchelle er al., 2002) et peuvent étre des cibles pour la correction d'anomalies de la clairance

mucociliaire (Harms et al., 1998).

56



Introduction

B.lll Différenciation de I'épithélium respiratoire

humain

L'appareil respiratoire humain se forme a partir de la cinquieme semaine de gestation. La
trachée se forme a partir de l'endoderme laryngo-trachéal, puis, par dichotomies inégales
successives, donne naissance aux 16 premicres générations de bronches, qui sont achevées a la
seizieme semaine de gestation. Cette premiere étape est trés reproductible, signe de sa
programmation génétique stricte. Les sept divisions suivantes, qui vont donner naissances aux
vingt-trois générations finales, suivent, elles, des schémas variables, et se poursuivent jusqu'a la

vingt-quatrieme semaine.

L'alvéolisation, phase finale de la morphogenese pulmonaire, commence entre 28 et 30
semaines de gestation et n'est complete que chez l'enfant de sept ans, au plus tot. L'organogenese
pulmonaire n'est complétée que longtemps apres la naissance, mais les mécanismes de défense
doivent, eux, étre opérationnels des le contact avec les contaminants de 1'air ambiant, c'est-a-dire
des la naissance. C'est pour cela que la différenciation ciliée des voies aériennes commence des
la septieme semaine de gestation, la différenciation de la trachée commencant a 11 ou 12
semaines (Gaillard er al, 1989; Moscoso et al., 1988). La différenciation des cellules
caliciformes et des cellules de Clara commence aux treizieme et dix-neuvieme semaines de

gestation, respectivement (Jeffery ez al., 1992).

57



Introduction

B.lll.1 Différenciation sécrétoire

La différenciation des cellules de phénotype sécrétoire commence a la dixieme semaine de
gestation, avec les cellules neuroendocrines (Jeffery et al., 1992). Les cellules mucosécrétrices
apparaissent plus tard, probablement sous I'influence de divers facteurs, dont des cytokines pro-
inflammatoires. Au cours du développement, les cellules de Clara apparaissent plus tard que les

cellules caliciformes; cependant, chez l'adulte, une hyperplasie des cellules caliciformes peut
apparaitre a partir de cellules de Clara, notamment sous l'influence de I'EGF (Nadel, 2001). De
méme, chez la souris, les cellules de Clara ne produisent-elles des mucines qu'en cas
d'inflammation (Evans er al., 2004). La différentiation des cellules caliciformes est aussi
influencée par la réponse immunitaire (Ahlstedt et Enander, 1987). En culture, la présence
d'une matrice basale adéquate est indispensable a la différenciation des cellules muqueuses
(Chevillard et al., 1993; Wu et al., 1990), de méme que la présence d'acide rétinoique (Koo et
al., 1999; Wu et al., 1990; Million et al., 2001) Chez le singe, une forte concentration en

calcium favorise 1'apparition de cellules sécrétoire muqueuses (Martin ez al., 1991).

Les mécanismes moléculaires impliqués dans la différenciation des cellules sécrétoires de
1'épithélium respiratoire humain sont mal connus. Chez la souris, le facteur de transcription
FoxAla (Forkhead bOX Ala) favorise la différenciation des cellules de Clara durant
I'embryogenese, mais les effets de son absence disparaissent apres la naissance (Besnard et al.,
2005). L'absence de FoxA2 semble nécessaire a la différenciation correcte des cellules
sécrétoires, sa présence orientant la différenciation vers un phénotype cili¢ (Wan et al., 2004).
De méme, les médiateurs de l'inflammation, comme 1'IL13, favorisent la différenciation

sécrétoire au détriment de la différenciation ciliée, ce qui pourrait jouer un role dans certaines
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pathologies respiratoires, comme l'asthme (Laoukili ez al., 2001).
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Figure 14: Ciliogenese

Les cils se développent a partir de corps basaux, qui sont des structures
centriolaires ancrées a la membrane plasmique. Les corps basaux s'assemblent
majoritairement de novo autour de corps denses, les deutérosomes, qui se
condensent dans des zones fibrogranuleuses (voie acentriolaire). Environ 5 % des
corps basaux s'assemblent a partir de centrioles pré-existants (voie centriolaire).
D'apres Lemullois et al., 1988
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T4

B.1ll.2 Différenciation ciliée

La différenciation des cellules épithéliales ciliées, ou ciliogenese, est un processus de
différenciation terminale. Il est caractérisé par la mise en place de structures hautement
spécialisées a la surface apicale de la cellule, les cils. Ces structures se développent a partir de
cinétosomes, ou corps basaux, composés de neuf triplets de microtubules dans leur partie
basale, donnant naissance aux neuf doublets de la partie proximale, comme les centrioles
centrosomaux. Les corps basaux sont situés a la base des cils, et sont associé€s a des structures
secondaires d'ancrage: le pied basal, qui relie la bases du cil au réseau de microtubules, et la
racine striée du coté opposé. Chaque triplet proximal du cinétosome donne naissance a I'un des
doublets de la partie proximale, 1'un des trois microtubules se terminant a l'intérieur du corps
basal. Les cinétosomes peuvent se former selon deux mécanismes: a partir d'un centriole

(cinétosome) préexistant (mode centriolaire) ou de novo (mode acentriolaire) (Anderson et

Brenner, 1971).

Le mode acentriolaire est largement prédominant puisqu'il est a l'origine de 95% des
cinétosomes (Anderson et Brenner, 1971). Les cinétosomes créés de cette maniere naissent
dans la région supranucléaire des cellules épithéliales, autour de structures condensées, les
deutérosomes, qui émergent au sein d'amas fibro-granulaires. Les cinétosomes migrent ensuite
dans le cytoplasme jusqu'a la région sous-membranaire apicale, et s'ancrent a la membrane
plasmique pour donner naissance au cil (Figure 14). Ce processus est bien décrit au niveau
structurel grace a de nombreuses études en microscopie électronique (Hagiwara et al., 2004).
Les corps basaux en migration sont facilement identifiables en microscopie électronique en

transmission, du fait de leur structure particuliere et de leur grande densité aux électrons. Une
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fois ancré a la membrane apicale, chaque corps basal va donner naissance a un cil, par extension

des doublets de microtubules de la partie proximale.

Plus récemment, les mécanismes moléculaires a la base de la ciliogenese ont été étudiés,
notamment a 1'aide de modeles de souris transgéniques et grace et a 1'émergence de nouvelles
techniques de culture. On sait ainsi que la présence d'acide rétinoique (Gray et al., 1996;
Million et al., 2001) et d'une matrice basale adéquate (Wu et al., 1990; Chevillard ef al., 1993)
sont essentielles a la différenciation ciliée de I'épithélium respiratoire, et il apparait que le
récepteur erbB2, de la famille des récepteurs a 'EGF, peut aussi étre impliqué (Vermeer et al.,
2006). L'activation de la caténine beta semble aussi essentielle a la différenciation des cellules
ciliées (Mucenski et al., 2005). L'environnement physique joue probablement aussi un grand
role dans la différenciation ciliée de 1'épithélium respiratoire; en effet, s'il est possible d'obtenir
des cellules sécrétrices en culture classique, les cellules ciliées se dédifférencient rapidement
dans de telles conditions; seules les cultures organotypiques en trois dimensions (Chevillard et
al., 1993; Hanamure e al., 1994; Neugebauer et al., 2003; Castillon er al., 2004) ou la
culture a l'interface air / liquide (Gray et al., 1996; Rhee et al., 2001) permettent de conserver
un phénotype cilié. Les modeles organotypiques permettent aussi une ciliogenese et une
redifférenciation limitées, alors que le modele de culture a l'interface air/liquide permet
d'obtenir un épithélium respiratoire pleinement différencié a partir de cellules completement
dédifférenciées.

Le facteur de transcription a boite Forkhead FoxA2 est crucial dans la détermination entre
différenciation ciliée et différenciation sécrétoire (Wan et al., 2004). D'autres genes plus
spécifiques ont été identifiés, comme celui du facteur de transcription FOXJ1 (Brody et al.,

2000), essentiel pour I'ancrage correct des corps basaux a la membrane apicale (You et al.,
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Figure 15: Réle de FOXJ1 dans la ciliogenése

La ciliogenese a été étudiée dans des cellules épithéliales de souris sauvages (+/+) ou
déficientes pour le facteur de transcription FOXJ1 (-/-) dans un modeles de culture cellulaire a
I'interface air / liquide. Le marquage de la tubuline y (y-tub) est utilisé pour identifier les
corps basaux, celui de la tubuline p (B-tub) permet de visualiser les cils.

A: Les cellules de souris sauvage expriment FOXJ1 (vert) et la tubuline y (rouge) des le
deuxieme jour de culture. Au jour 5, de tres nombreuses cellules expriment ces deux
marqueurs. Dans les souris déficientes pour FOXJ1, la tubuline y est exprimée dans de
nombreuses cellules au jour 5, mais FOXJ1 est absent.

B: Les cellules des souris déficientes pour FOXJ1 transfectées par un vecteur permettant
I'expression de FOX]1 (Adfoxjl) présentent un marquage FOXJ1 nucléaire au jour 5.

C: L'observation en microscopie confocale (plan Y/Z) permet d'identifier la présence de cils
(vert) associés aux corps basaux (rouge) dans les cellules de souris sauvages au jour 5. Les
cellules de souris déficientes pour FOXJ1 contiennent des corps basaux (rouge) désorganisés,
mais pas de cils. La ciliogenese (*) est rétablie dans les cultures de cellules déficientes
complémentée par FOX]1 (Adfoxjl)

D: L'analyse du contenu protéique des cellules montre que l'absence de FOXJ1 inhibe la
production de tubuline .

E: Ces résultats indiqguent que FOXJ1 est essentiel pour les étapes tardives de la ciliogenese
gue sont l'organisation des corps basaux au pdle apical de la cellule et la synthese des cils
(d'apres You et al., 2004).
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2004) (Figure 15). En l'absence de FOXJ1, la calpastatine est moins exprimée, la calpaine est
donc plus active, et elle dégrade alors 1'ezrine (Gomperts et al., 2004), une protéine connue

pour étre impliquée 1'organisation des domaines apicaux des cellules épithéliales polarisées en

servant d'adaptatrice entre le cytosquelette d'actine et de nombreuses protéines membranaires
(notamment CFTR et les récepteurs adrénergiques, (Bretscher, 1999; Castillon ez al., 2002)).

Les processus moléculaires présidant a l'assemblage des corps basaux sont mal connus, et la
majorité des quelques 250 protéines impliquées dans leur structure n'est pas encore caractérisée
(Dutcher, 1995). Certaines d'entre elles pourraient intervenir dans la régulation de la
ciliogenese, comme le montre la découverte récente de l'inhibition de la ciliogenese par

I'inflammation a travers la protéine structurelle ICIS-1 (Ponsard ef al., sous presse).
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B.IV Lésion et réparation de I'épithélium

respiratoire

Du fait de sa grande surface et des volumes importants d'air qui y transitent, 1'épithélium

respiratoire est tres fréquemment agressé et 1€sé.

B.IV.1 Principales causes des |Iésions de

I'épithélium respiratoire

B.IV.1.1 L'inhalation de xénobiotiques

L'inhalation de polluants inorganiques est 1'une des principales causes de 1ésion de 1'épithélium
respiratoire dans les populations humaines qui y sont exposées; les principales causes en sont la
pollution atmosphérique (trafic automobile et pollution industrielle) ou le tabagisme. La fumée
de cigarette contient de nombreux agents chimiques toxiques, mais sa complexité et sa réactivité
rendent difficile 1'évaluation des rdles respectifs de chacun (Borgerding et Klus, 2005). Les
principaux polluants atmosphériques toxiques pour 1'épithélium respiratoire sont le dioxyde
d'azote, les particules (fines et ultrafines) et 1'0zone. Le dioxyde d'azote et les particules sont
formés par combustion (gaz d'échappements, cigarette, ...) et I'ozone par irradiation ultra-violet
du dioxyde d'azote. Le dioxyde d'azote et '0zone sont trés peu solubles, donc peu absorbés,
mais ils sont tres réactifs et vont générer des radicaux libres dégradant la muqueuse. Les
particules exogenes inhalées sont quand a elles responsables d'une inflammation chronique des

voies respiratoires et vont donc indirectement avoir un puissant effet délétere (Brunekreef et

Holgate, 2002). De plus, I'inhalation combinée de plusieurs types d'agents polluants conduit a
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des dommages plus séveres: 1'exposition a 1'ozone aggrave par exemple la toxicité des particules

ultrafines (Oberdorster, 2001).

B.IV.1.2 Les agents infectieux

La clairance mucociliaire permet d'éliminer les bactéries et les virus avant qu'ils n'entrent en
contact avec les cellules épithéliales. Dans le cas d'une altération de l'efficacité de ce
mécanisme, les bactéries se multiplient, et, en phase stationnaire, vont étre capables de sécréter
des toxines, ou facteurs de virulence, qui vont altérer la cohésion de 1'épithélium par destruction
des jonctions intercellulaires, altération de 1'intégrité membranaire des cellules et finalement
desquamation partielle ou totale de I'épithélium. Ceci cause un remaniement important de
I'épithélium, avec notamment une hyperplasie mucipare qui aggrave le défaut d'activité
mucociliaire, et l'exposition de récepteurs basolatéraux qui favorisent 1'adhérence bactérienne

(Avadhanula er al., 2006), permettant a une infection durable de s'installer.

De méme, en cas de stase du mucus, des virus peuvent accéder aux cellules épithéliales, les
infecter et causer leur desquamation (Whiteman et al., 2003), laissant la lame basale exposée,

ce qui favorise encore I'adhérence bactérienne (de Bentzmann et al., 1996b).

Durant les processus de régénération, quelle que soit la cause de la 1ésion, I'épithélium est
également plus vulnérable aux infections bactériennes, ce qui peut dans certaines pathologies

comme la mucoviscidose conduire a des lésion chroniques de 1'épithélium respiratoire (de

Bentzmann et al., 1996a).

64



Introduction

B.IV.1.3 L'inflammation

En cas d'agression, les leucocytes, (macrophages, polymorphonucléaires neutrophiles et
€osinophiles) sécretent de grandes quantités de facteurs antimicrobiens: oxydants, protéases et
cytokines. S'ils sont généralement tres efficaces contre les agents infectieux, ces facteurs ont
I'inconvénient d'attaquer aussi les cellules épithéliales, au point que dans de nombreuses
pathologies les symptomes les plus graves sont causés par la réponse immunitaire de 1'hdte et
non par les contaminants inhalés. L'exemple le plus flagrant est bien entendu I'asthme,
pathologie dans laquelle la réponse immunitaire disproportionnée est largement responsable de
la maladie. Les bronchites chroniques causées par les particules inhalées sont aussi

représentatives de ce risque (Brunekreef et Holgate, 2002).

B.1V.1.4 L'abrasion

L'abrasion mécanique, bien que plus rare, peut aussi étre une des causes de lésion de
I'épithélium respiratoire. Elle est en général causée par une intervention médicale, notamment
lI'intubation trachéale (lors d'une anesthésie générale par exemple), ou la trachéotomie. Ces
interventions peuvent causer une desquamation de 1'épithélium de surface, laissant la lame

basale sans protection (Streitz et Shapshay, 1991).

B.IV.1.5 Aggravation par les défauts génétiques

De nombreux défauts génétiques peuvent altérer les capacités de défense et/ou de régénération
de 1'épithélium respiratoire, le rendant ainsi plus vulnérable aux agressions extérieures. C'est par

exemple le cas des dyskinésies ciliaires primaires, maladies qui sont caractérisées par une
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anomalie du battement ciliaire généralement causée par une malformation ultrastructurale des
cils (Greenstone et al., 1988; Stannard et al., 2004). Ces pathologies alterent I'évacuation du
mucus par le battement coordonné des cils et permettent donc le développement de
microorganismes et l'installation d'infections chroniques (Geremek et Witt, 2004; Kennedy et
Ostrowski, 2006). Dans la mucoviscidose, principale maladie génétique dans la population
caucasienne, la fonctionnalité du canal CFTR est génétiquement altérée, conduisant entre autres

a une dérégulation de I'équilibre hydrique du mucus et donc également a une altération
dramatique de la clairance mucociliaire et au développement d'infections chroniques (Boucher,

2002).
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B.IV.2 Modeles de restauration d'un épithélium

de surface fonctionnel

Afin d'étudier les mécanismes de régénération de I'épithélium respiratoire, de nombreux
modeles de 1ésion, réparation ou de différenciation ont été¢ développés, in vivo chez des
animaux, ex vivo a partir de tissus humains ou animaux, et enfin des modeles in vitro permettant

une manipulation plus facile.

B.IV.2.1 Les modeles in vivo

De nombreux modeles de 1ésions chez I'animal (rat, hamster, cochon d'inde, souris, furet) ont
été développés afin de mimer les différents types de 1€sions naturelles et les défauts génétiques.
Ces modeles permettent d'étudier la régénération dans les conditions physiologiques, et ainsi
d'étudier l'implication de différents facteurs comme l'inflammation ou le polymorphisme
génétique. Ces modeles ont permis de mimer l'exposition aux xénobiotiques, comme le nickel
chez le hamster (Adalis ef al., 1978), le NO, chez le rat et le hamster (Gordon, 1985), 1'0zone
chez le macaque (Wilson et al., 1984), ou l'acétaldéhyde chez le rat, ou encore d'étudier la
régénération de 1'épithélium apres métaplasie malpighienne chez le rat (Bootz et Reuter, 1992).
Plus récemment, les progres de la transgenese chez la souris ont permis 1'émergence de modeles
de maladies génétiques, comme la mucoviscidose, permettant de tester diverses thérapies,
particulierement les différentes techniques de thérapie génique (Bragonzi et Conese, 2002;
Hyde et al., 1993; Manson et al., 1997). Ces modeles sont les plus proches de la réalité

physiologique, mais ils sont difficiles d'acces et limitent I'étude dynamique des mécanismes de
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Figure 16: Modeles d'étude ex vivo.

Culture d'explant: un fragment de tissu respiratoire est mis en culture. Les
cellules épithéliales en contact avec la surface de culture s'étalent et migrent. Ce
modele permet de mimer la phase précoce de la régénération (d'apres Zahm et al.,
1991).

Culture organoide: des cellules dissociées de I'épithélium respiratoire sont
cultivées en suspension, sous agitation. Elles forment alors des sphéroides, au sein
desquels elle se différencient. Ce modele permet I'étude de la différenciation
(d'apres Castillon et al., 2001).

Xénogreffe humanisée: des cellules dissociées de I'épithélium respiratoire sont
ensemencées dans des trachées de rat dénudées de leur propre épithélium, puis
greffées sous la peau de souris immunodéficientes (ici, une souris nude). Ce modele
permet de reproduire toutes les étapes de la régénération de I'épithélium
respiratoire (d'apres Dupuit et al., 2000).
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régénération. De plus, de grandes différences dans l'organisation de I'épithélium respiratoire
existent entre les différentes especes couramment utilisées, et 1'extrapolation a 'Homme des

résultats obtenus dans ces modele peut s'avérer hasardeuse.

B.1V.2.2 Les modeles ex vivo

L'organisation de l'appareil respiratoire est tres variable selon l'espece, ce qui rend difficile
l'extrapolation a 'homme des données obtenues dans les modeles animaux in vivo. De plus, la
complexité des modeles in vivo peut parfois se révéler génante lorsqu'il s'agit de disséquer plus
précisément l'un ou l'autre des facteurs impliqués. Enfin, la mesure de certains parametres
physiologiques, comme la fréquence de battement ciliaire, ne peut s'effectuer qu'a I'extérieur du

systéme respiratoire.

Des modeles ex vivo (culture organoide, xénogreffe, culture d'explants) ont donc été utilisés, a
partir de prélevements de tissus humains (Baconnais er al.,, 1999; Castillon er al., 2004;
Dupuit ez al., 2000; Gamarra et al., 2006) ou animaux (Levrier et al., 1989; Pool-Zobel et al.,

1990) (Figure 16).

Ces modeles permettent notamment 1'étude de matériel humain dans des conditions éthiques
acceptables, et, chez I'animal, des études toxicologiques s'affranchissant des effets systémiques
des molécules utilisées. Certains parametres dynamiques restent difficilement accessibles avec
ces techniques, notamment I'établissement de la jonctionalité épithéliale (résistance trans-
épithéliale, imperméabilité au nitrate de lanthane) ou de la différence de potentiel trans-

épithéliale.
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Figure 17: Culture de cellules a I'interface air-liquide.

Des cellules dissociées de ['épithélium respiratoire sont cultivées sur membrane
poreuse dans un milieu adapté. Lorsqu'elles atteignent la confluence, le milieu
apical est éliminé pour permettre aux cellules de se différencier au contact de l'air.
Ce modele permet de reproduire toutes les étapes de la régénération de

I'épithélium respiratoire et permet un acces total a I'épithélium en cours de
régénération ou de différenciation.
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B.IV.2.3 Les modeles in vitro

Afin de suivre plus précisément les mécanismes impliqués dans la réparation de 1€sions et la
régénération épithéliale, des modeles de 1ésion in vitro ont été développés: 1ésion chimique
(Buisson et al., 1996; Zahm et al., 1997) ou mécanique (Garat et al., 1996; Zahm et al., 1991)

d'une couche cellulaire pour étudier la phase de migration.

Avec le développement des techniques de culture cellulaire sont apparus des modeles
permettant de mimer la régénération de 1'épithélium respiratoire jusqu'a sa différenciation

complete in vitro, dans des environnements complétement controlés et encore plus accessibles.

Ces modeles sont basés sur la culture des cellules sur membrane poreuse en double chambre, a

l'interface air/liquide (Figure 17). Ils permettent de mesurer de nombreux parametres
physiologiques, comme la résistance trans-épithéliale (Rowe et al., 2004), la fréquence de

battement ciliaire (Rhee e al., 2001), de facon dynamique au cours de la régénération.

Malgré leur grande accessibilité, ces modeles ont un défaut majeur: ils sont incapables
d'intégrer la réponse de l'organisme a la lésion, et certains facteurs essentiels, comme la

participation du mésenchyme ou de 1'inflammation, en sont absents.
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B.IV.3 Mécanismes impliqués dans la réparation
des lésions

La régénération de 1'épithélium respiratoire 1ésé fait intervenir de nombreux processus, comme
la migration et la prolifération cellulaires, et la perception par chaque cellules de son
environnement immédiat permettant I'établissement des jonctions intercellulaire et enfin la
différenciation. Tous ces mécanismes doivent étre bien coordonnés afin de permettre le

rétablissement correct et rapide des fonctions de protection de 1'épithélium respiratoire

(Puchelle et al., 2006).

B.IV.3.1 Détection de la Iésion

Afin d'initier les processus de régénération, il est évident que les cellules épithéliales doivent
percevoir la nécessité de la réparation de 1'épithélium. Les mécanismes de détection des lésions
de 1'épithélium respiratoire sont encore mal connus; en cas de desquamation totale d'une zone,

la levée des inhibition de contact joue probablement un role.

En cas de desquamation partielle, le relachement des contraintes mécaniques pourrait €tre
détecté par l'intermédiaire des jonctions intermédiaires (Waters et al., 2002). Le relargage de
molécules pro-inflammatoires et de facteurs de croissance par les cellules 1ésées est cependant
certainement 1'un des signaux majeurs, avec le démasquage de récepteurs basolatéraux rendus
accessibles aux ligands apicaux par la rupture des jonctions serrées et la perte de l'intégrité de

I'épithélium
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B.1V.3.2 Migration

Une fois les signaux appropriés percus, les cellules bordant la 1ésion s'étalent pour couvrir le
maximum de surface, en utilisant leurs microvillosités comme réservoirs de membrane pour
augmenter rapidement leur surface. Dans le cas d'une lésion étendue, elles migrent jusqu'a
recouvrir et protéger la totalit¢é de la lame basale dénudée. Ceci s'accompagne d'une

dédifférenciation, avec acquisition de caracteres mésenchymateux.

Cette étape permet de restaurer une protection limitée: la monocouche cellulaire ainsi formée est
toujours perméable aux petites molécules solubles, mais les sites d'ancrage des bactéries a la

lame basale sont masqués.

B.IV.3.3 Prolifération

Les cellules proliferent ensuite pour former un épithélium stratifi€é composé de plusieurs

couches de cellules cuboidales couvertes d'une couche de cellules étalées malpighiennes.

A ce stade, 1'épithélium est étanche et protege efficacement 1'organisme contre les agressions.
Cependant, en l'absence de cellules sécrétoires ou ciliées, il est incapable d'éliminer les

contaminants inhalés.

B.IV.3.4 Différenciation

Afin de recouvrer toutes ses fonctions de protection, 1'épithélium doit ensuite se différencier en

un épithélium respiratoire pseudostratifié mucocilié mature. Les mécanismes impliqués dans
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Figure 18: Régénération de I'épithélium respiratoire

Etapes de la régénération de I'épithélium respiratoire de surface:

Migration: Les cellules bordant la Iésion s'étalent et migrent afin de couvrir la
surface dénudée, protégeant ainsi la lame basale. A ce stade, I'épithélium est
completement perméable (double fleche).

Prolifération: Les cellules proliferent et forment un épithélium transitoire stratifié
composé de cellules cuboidales couvertes par une couche de cellules épithéliales
de type malpighien. Les nombreuses jonctions intercellulaires assurent I'étanchéité
de I'épithélium (fleche discontinue)

Différenciation: Les cellules se différencient pour former un épithélium
respiratoire pseudostratifié¢ comportant des cellules caliciformes, des cellules
basales et des cellules ciliées. A ce stade, la fonction de clairance mucociliaire est
restaurée.
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cette transition sont complexes et induisent un remodelage complet de I'épithélium, avec
probablement mort de certaines cellules, et migration, et différenciation des autres, comme le
montre 1'implication des métalloprotéases matricielles dans cette étape (Coraux et al., 2005).
La différenciation ciliée et la différenciation sécrétoires se déroulent de la méme fagon que lors
du développement foetal, mais, sans doute en raison du contexte inflammatoire, la proportion de
cellules sécrétoires est bien supérieure. Ceci pourrait étre un moyen d'accélérer le nettoyage des
voies respiratoires. En effet, en cas d'excés de mucus par rapport a 1'évacuation par le battement
ciliaire, un mécanisme alternatif se met en place: la toux, qui permet d'évacuer I'exces de mucus
et les contaminants associés méme en l'absence de cils fonctionnels. Ainsi, I'hyperplasie
sécrétoire suivant la régénération serait un mécanisme permettant d'évacuer rapidement les
contaminants résiduels et éventuellement les débris cellulaires avant le rétablissement d'une

fonction mucociliaire normale (Bootz et Reuter, 1992) (Figure 18).
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C Description de I'étude
Le but de ce travail est d'élucider les roles des peptides trifoliés (TFF) et des mucines dans la
régénération de 1'épithélium humain. En effet, leurs fonctions connues dans I'épithélum
respiratoire restent limitées a leur participation dans la défense épithéliale, principalement a
travers leur participation aux propriétés rhéologiques du mucus. Au vu des roles importants
qu'ils jouent dans la régénération et le maintien de 1'intégrité de nombreux épithéliums muqueux
et dans certains processus de cancérogenese, notamment dans le systeme digestif, il est probable
que leurs fonctions ne se limitent pas, dans 1'épithélium respiratoire, a un rdle physique dans la
rhéologie du mucus. Une meilleure compréhension de leur participation a la physiologie de
I'épithélium respiratoire pourrait permettre de mieux caractériser certaines affections
respiratoires, conduisant a une meilleure prise en charge des patient ou méme au développement

de nouvelles thérapies.

Afin de mieux appréhender les rdles potentiels des TFF et des mucines, nous avons tout d'abord
étudié leur expression au cours de la régénération et de la différenciation de 1'épithélium

respiratoire de surface humain.

Nous avons pour cela utilis€ un modele de xénogreffe bronchique humanisée dans la souris
NUDE, qui mime la régénération complete de 1'épithélium respiratoire humain dans des
conditions proches des conditions physiologiques griace a la contribution de I'hdte
(vascularisation, facteurs inflammatoires). Nous avons dans ce modele isolé trois stades, qui
correspondent chacun a une étape de la restauration des fonctions de protection et de défense de
I'épithélium respiratoire de surface (protection de la lame basale, imperméabilité et clairance

mucociliaire). A chacun de ces stades, nous avons €tudié la transcription et la localisation des
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peptides trifoliés, des mucines membranaires MUC1 et MUC4 et des mucines sécrétoire

MUCSAC et MUCSB.

Nous avons ensuite développé un modele de régénération in vitro grice a une technique de
culture a l'interface air/liquide dans lequel les cellules épithéliales sont en contact avec le
milieu de culture par leur pole basal, alors que leur pole apical est exposé a 1'air, mimant ainsi
'environnement physiologique de 1'épithélium respiratoire de surface. Ce modele est plus
accessible, permettant notamment les traitements pharmacologiques ou la mesure en temps
réels des caractéristiques de 1'épithélium au cours de la régénération, mais ne prend pas en
compte les relations complexes existant entre I'épithélium, la sous-muqueuse, le systeéme

immunitaire et la circulation sanguine.

Malgré cela, nous avons pu caractériser dans ce modele trois stades de régénération
correspondant aux stades observés dans le modele de xénogreffe et au cours de la régénération
de 1'épithélium respiratoire de surface in vivo. Nous avons utilis€ ce modele pour étudier
lI'expression, la localisation et la sécrétion des peptides trifoliés et des mucines sécrétoires

MUCSAC et MUCSB.

Nous avons ensuite mis a profit I'accessibilité de la technique de culture a l'interface air / liquide
pour examiner plus spécifiquement les effets du peptide trifolié TFF3 sur la régénération et la

différenciation de 1'épithélium respiratoire de surface humain.

Nous avons enfin commencé 1'étude des voies de signalisation responsables de l'effet de ce

peptide.
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D Matériel et méthodes

D.I Obtention des cellules de I'épithélium

respiratoire de surface humain.

Les cellules de 1'épithélium respiratoire ont été obtenues a partir de résections bronchiques et de
polypes nasaux. Les pieces chirurgicales, obtenues aupres d'oto-rhino-laryngologiste et de
chirurgiens selon les dispositions prévues a l'article 1245-2 du Code de la Santé Publique
modifié par la loi Bioéthique 94-654, sont rincées soigneusement dans du milieu Roswell Park
Memorial Institute (RPMI)-1640 tamponné par addition d'HEPES (4-(2-HydroxyEthyl)-1-
PiperazineEthaneSulfonic acid) et additionné de pénicilline (200 UI/mL) et de streptomycine
(200 pg/mL). Les cellules de I'épithélium de surface sont dissociées par agitation apres
incubation en présence de collagénase de type XIV (Pronase E, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) diluée a 0,1% dans du milieu RPMI 1640-HEPES, pendant 10 heures, a 4 °C. Les cellules
dissociées sont ensuite comptées sur cellule de Mallassez et utilisées dans le modele de culture a
l'interface air/ liquide, ou amplifiées sur plastique en flacon de culture dans du milieu de
prolifération, constitué d'un mélange Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) / Ham's
medium (HAM)-F12 (3/1) (Gibco BRL) additionné d'insuline sérique bovine (0,87 uM), de
transferrine (65 nM), d'EGF humain recombinant (1,6 nM), d'hydrocortisone (1,38 uM),
d'acétate de rétinyl (30 nM), de 3,3',5-triiodo-L-thyronine, d'épinéphrine (2,7 uM), d'extrait de
glande pituitaire bovine (35 uG.mL™"), de I'éthanolamine (5 uM), d' O-phosphorylethanolamine
(5 uM), de sélénite de sodium (30 nM), de chlorure de manganese tetrahydraté (1nM), du
vanadate d'ammonium (5 nM), de sulfate de nickel hexahydraté (InM), de chlorure d'étain
dihydraté (0,5 nM), de pénicilline (200 U.mL") et de streptomycine (200 mg.L") (Sigma

Aldrich).
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D.ll Modele de régénération in vivo: la xénogreffe

bronchique humanisée en souris nude.

Des trachées de rats Wistar males pesant 220 a 250 grammes (Charles River France, Saint-
Aubin-Les-Elbeuf, France) sont prélevées et dénudées de leur épithélium par deux cycles
successifs de congélation-décongélation. Elles sont ensuite rincées avec du DMEM - HAM-F12,

montées sur des cathéters en polyéthylene stériles, et stockées a -80 °C jusqu'a utilisation.

Apres amplification, les cellules épithéliales humaines sont rincées avec du PBS (Phosphate-
Buffered Saline) 0,1 M, pH 7,2, dépourvu de Ca™ et de Mg™" et détachées du support de culture
par incubation en présence de trypsine-EDTA 1X (Gibco BRL) a 37 °C pendant 5 minutes.
L'action de la trypsine est stoppée par addition de 10% de sérum de veau foetal (SVF) et les
cellules sont comptées, resuspendues dans du milieu de prolifération additionné de 10% de SVF
a raison de 1,25.10° cellules par millilitre. 80 pL (soit 1.10° cellules) sont ensemencée dans
chaque trachée dénudée. Des controles sont réalisés en utilisant le milieu de prolifération seul,

sans cellules.

Les trachées sont ensuite greffées en sous-cutané sur les flancs de souris nude femelles de 7
semaines (Charles River), a raison de 2 greffes par souris (Figure 19), sous anesthésie au
pentobarbital sodique (40 mg/kg) (Centravet, Gondreville, France). Les souris greffées sont
élevées en conditions stériles avec acces libre a I'eau et a la nourriture, et les greffes sont rincées
deux fois par semaine avec du milieu DMEM - HAM-F12 (GIBCO BRL) sans sérum,
additionné de pénicilline (200 U.mL"), de streptomycine (200 mg.L’l), de gentamycine (50
mg.L"), d'amphotéricine (2,5 mg.L") et de colimycine (420 U.mL") afin d'éliminer les débris

cellulaires. Les souris greffées sont euthanasiées par administration d'une dose létale de

76



Trachée de

Cellules épithéliales
rat dénudée

dissociées
S 4
O Tl
0 o

Figure 19: Modele de régénération en xénogreffe bronchique
humanisée

Les cellules dissociées de I'épithélium respiratoire sont ensemencées dans une
trachée de rat dénudée de son propre épithélium, qui est montée sur un cathéter
flexible. L'ensemble est greffé en sous-cutané sur les flancs d'une souris nude (2
greffes par souris). Les extrémités du montage sont a l'air libre, ce qui permet le
lavage régulier des greffes. 5, 15 ou 35 jours apres la greffe, les souris sont

sacrifiées et les trachées repeuplées sont recueillies et analysées.
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pentobarbital sodique (400 mg.kg") aprés 4, 15 ou 35 jours et les greffes sont prélevées. Une
partie de chaque xénogreffe est utilisée pour I'extraction d'ARN et l'analyse par RT-PCR et

l'autre partie est analysée fixée pour analyse histologique et immunohistochimique.
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Figure 20: Modele de régénération en culture a I'interface
air / liquide.

Des cellules dissociées de I'épithélium respiratoire sont cultivées sur membrane
poreuse dans le milieu de prolifération. Lorsqu'elles couvrent la totalité de la
membrane, le milieu apical est éliminé et le milieu basal est remplacé par le milieu
de différenciation supplémenté ou non avec de I'EGF, du TFF3 recombinant ou de la
Tyrphostine AG 1478 (inhibiteur de I'EGF-R). Les cultures sont récoltées et analysées
au jour de passage en interface air / liquide (jour 0, stade 1), au jour 10 (stade 2),
au jour 15 ou au jour 30 (stade 3).
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D.lll Modele de régénération in vitro: la culture

cellulaire a l'interface air / liquide.

La régénération de I'épithélium respiratoire humain est aussi reproduite in vitro dans des inserts
de culture définissant un compartiment basal et un compartiment apical séparés par une
membrane poreuse en polyester transparent (Transwell-clear, diametre 12 mm, pores de 0,4 um)
(Figure 20). Les membranes sont recouvertes d'une fine couche de collagéne de type IV (Sigma
Aldrich) par incubation pendant 2 heures en présence de collagéne placentaire dilué 2 0,2 g.L”
dans une solution d'acide acétique (0,02 %) et d'éthanol (30 %) a température ambiante. Apres
rincage au PBS, les membranes sont ensemencées avec les cellules de 1'épithélium de surface
humain fraichement dissociées, a raison de 3.10° cellules par membrane. Les cellules sont
cultivées dans le milieu de prolifération en condition liquide/liquide jusqu'a ce qu'elles
recouvrent la totalité de la membrane, puis le milieu du compartiment apical est éliminé et le
milieu du compartiment basal est remplacé par du milieu de différenciation (Figure 18). Le
milieu utilisé pour la différenciation in vitro de 1'épithélium respiratoire humain est un mélange
de DMEM (Gibco BRL) et de Bronchial Epithelial cell Basal Medium (BEBM) (Clonetics,
Cambrex, East Rutherford, NJ, USA) (1/1) additionné des suppléments fournis par Clonetics
pour I'EGF humain recombinant (0,5 mg.L™"), 1'épinéphrine, (5 mg.L™"), la BPE (0,13 g.L'™"),
I'hydrocortisone (0,5 mg.L"), I'insuline (5 mg.L™"), la triiodothyronine (6,5 mg.L"') et la
transferrine (0,5 mgL"'), auquel ont été ajoutés de la pénicilline (200 U.mL"), de la
streptomycine (200 mg.L"), de l'acide rétinoique (0,1 nM) et de l'albumine sérique bovine

(Bovine Serum Albumin, BSA) (1,5 mg.L") (Sigma Aldrich). La régénération et la
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différenciation de I'épithélium ont été analysées par histologie sur cultures fixées et mesure de la
résistance trans-€épithéliales, et trois stades successifs bien distincts ont été identifiés. Les
cultures ont donc été analysées le jour de passage en interface air / liquide (appelé jour 0, ou J O,
correspondant au stade 1), apres 10 jours en interface air / liquide (J 10, stade 2) et apres 30

jours de culture en interface air / liquide (J 30, stade 3).

Pour étudier les effets du peptide TFF3 recombinant, les cellules issues de trois patients
différents ont été cultivées en présence du milieu de différenciation avec ou sans addition de
TFF3 recombinant (2 uM) dans le compartiment baso-latéral, a partir du passage en condition
air / liquide. L'activation du récepteur a I'EGF et les voies de signalisation qu'elle active sont
impliquées dans certains des effets décrits pour TFF3. Afin d'isoler le r6le de ce peptide, nous
avons €liminé toute interférence potentielle avec I'EGF en cultivant les cellules de quatre
patients différents en présence de milieu de différenciation sans EGF, avec ou sans addition de
TFF3 recombinant (2 uM), a partir du passage en condition air / liquide. Afin de suivre le
processus de différenciation, il a été nécessaire d'étudier la transition du stade 2 au stade 3. Ces
cultures ont donc été analysées a une étape intermédiaire, apres 15 jours de culture a I'interface

air / liquide (J 15).

Dans ces conditions, nous avons quantifié les cellules basales (identifiées par immunomarquage
de la cytokératine 13), les cellules caliciforme (marquage de MUCSAC), les cellules ciliées
(marquage de la tubuline 3) et les cellules en cours de ciliogenése (marquage nucléaire FOXJ1).
Nous avons aussi analysé ces cultures par microscopie électronique a balayage afin de mettre en

évidence les mécanismes de ciliogenese a 1'échelle sub-cellulaire.

Nous avons également étudié 1implication du récepteur de I'EGF (EGF-R, ou HER1) dans

I'action du peptide TFF3 recombinant. Pour cela, les cultures a l'interface air / liquide de cellules
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provenant de trois patients ont été cultivées en absence d'EGF, avec ou sans addition de TFF3 (2
uM), en inhibant ou non l'activation du récepteur de 1'EGF par addition (des le jour 0) de
I'inhibiteur spécifique tyrphostine AG-1478 (100 nM) (Sigma-Aldrich). Les cultures effectuées a
partir du jour O dans ces quatre conditions (-EGF, -EGF+AG-1478, -EGF+TFF3 et -EGF
+TFF3+AG-1478) ont été analysées apres quinze jours de culture par quantification du nombre

de cellules ciliées par millimetre de lame basale, grace a I'immunomarquage de la tubuline [3.

A chaque stade, les sécrétions apicales ont été collectées: apres rincage des cultures au PBS, 100
uL de milieu de différenciation non complémenté ont été ajoutés dans le compartiment apical.
Apres 14 heures d'incubation, le milieu apical a été recueilli, centrifugé 5 secondes a 10000
tours par minutes et conservé a -20 °C avant analyse par western blot. Les membranes ont été
séparées de l'insert a I'aide d'une lame de bistouri, et une partie est utilisée pour l'extraction
d'ARN et l'analyse par RT-PCR alors que l'autre partie est analysée par des procédure

histologiques et immunohistochimiques.
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D.lIV Western Blot

Pour la détection des mucines, les sécrétions apicales des cultures ont ét€¢ décongelées et
dénaturées pendant 5 minutes a 95 °C dans du tampon de charge (tampon de Laemmli
supplémenté de 5 % de B-mercaptoéthanol, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Apres
passage sur glace et breve centrifugation, 80 uL de chaque échantillon sont déposés sur un gel
d'agarose a 2 % dans du tampon TRIS (2-amino-2-(hydroxyméthyl)propane-1,3-diol) / HCI, pH
8,8 (Bio-Rad Laboratories). Les protéines ont été séparées par électrophorese (7 heures a 100 V)
dans un tampon TRIS (25 mM) / Glycine (192 mM), additionné de 0,1 % de dodécyl sulfate de
sodium (Sodium Dodecyl Sulfate, SDS), pH 8,3 (TGS, Bio-Rad Laboratories) puis transférées
sur membrane de nitrocellulose (Amersham Biosciences, Little Chalfont, England) par transfert
passif par capilarité dans un tampon TRIS / Glycine (TG, Bio-Rad Laboratoratories) additionné
de 20 % de méthanol. La membrane a ensuite été saturée par incubation avec une solution de
PBS contenant 0,05 % de Tween 20 (Bio-Rad Laboratories) et 5% de lait écrémé pendant 1
heure, sous agitation. L'anticorps primaire dilué dans du PBS contenant 5 % de lait écrémé a été
appliqué pendant deux heures a température ambiante en sacs thermosoudés, sous agitation.
Anticorps monoclonal de souris anti-MUCS5AC: NCL-MUCSAC (Novocastra, clone CLH2)
dilué au 1/100; anticorps monoclonal de souris anti-MUCS5B: anticorps monoclonal fourni par
I'unité INSERM 560 (Lille), dilué au 1/100. La membrane a ensuite été lavée trois fois au PBS /
Tween 20 pendant 5 minutes. L'anticorps secondaire (immunoglobulines de classe G de chevre
anti-souris couplées a la peroxidase de raifort, Dako cytomation, 1/1000) a été appliqué pendant
1 heure, puis la membrane a été lavée trois fois au PBS/Tween pendant 5 minutes. La révélation
a été effectuée grice au kit ECL Plus Western Blotting Detection System (Amersham

Biosciences) selon les instruction du fournisseur. L'acquisition des images a été réalisée a I'aide
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a une caméra Las-1000 (Fujifilm, Tokyo, Japon).

La détection de TFF3 dans les sécrétions apicales des épithéliums régénéré in vitro a été réalisée
au sein de I'Institut fiir Molekularbiologie und Medizinische Chemie (Prof. Werner Hoffmann),
a Magdeburg, Allemagne. 45 pL. de chaque échantillon sont déposés sur gel de polyacrilamide a
15 %, et les protéines ont été séparées par électrophorese, avant d'étre transférées sur membrane
de polyacrylamide, par transfert électrique. Apres fixation des protéines sur la membrane par
incubation dans une solution de glutaraldéhyde a 0,2 %, la présence de TFF3 a été détectée par
incubation avec un anticorps polyclonal de lapin purifié par chromatographie d'affinité et dirigé
contre l'extrémité carboxy-terminale du peptide ou en présence d'un anticorps monoclonal
dirigé contre son extrémité amino-terminale (TFF315C6, nanolools Antikorpertechnik,
Teningen, Allemagne). La membrane a ensuite été incubée avec un anticorps anti-lapin couplé a
la peroxydase de raifort (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA, dilution 1/2000) ou un
anticorps anti-souris conjugué a la peroxydase de raifort (Vector Laboratories). La révélation a
été réalisée grace au systtme ECL et a un film photographique BioMax Light Film (Kodak

Industries, Chalons-sur-Sadne, France).

Pour tous les Western Blots, le milieu BEBM / DMEM non incubé avec les cultures a été utilisé
comme contrdle négatif, et un extrait protéique de polype nasal humain a été utilis€ comme

témoin positif.
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D.V Immunohistochimie et immunohistofluorescence

Les xénogreffes et les membranes de culture ont été soit cryofixées en OCT (Optimun Cutting
Temperature compound, Tissue-Tek, Sakura Finetek Europe BV, Zoeterwoude, Pays-Bas), soit
fixées au Lillie (Formaldéhyde 5 %, pH 7) puis inclus en paraffine. Les blocs obtenus ont été
coupés a une €paisseur de 5 um, et les coupes en paraffine ont été déposées sur des lames de
microscopie SuperFrost Plus (O. Kindler GmbH, Germany) alors que les coupes en OCT ont été
déposées sur des lames tannées par une solution d'alun de chrome (Kcr(SO,),, Fluka, Buchs,
Allemagne) a 0,4 % (poids/volume) et de gélatine de peau de poisson (Prolabo, Paris, France) a
0,5 % (poids/volume). Les lames ont ensuite été préparées pour l'immunohistochimie: les
coupes en paraffine ont été déparaffinées et réhydratées par des bains successifs de Xylene,
éthanol 100%, éthanol 95% puis eau distillée. Elles ont ensuite subi un traitement au four a
micro-ondes (4x5minutes a 350 W dans un tampon citrate pH 6) suivi d'un refroidissement de

20 minutes a température ambiante. Les coupes en OCT ont été fixées au méthanol glacé
(-20 °C, 10 minutes).

Les anticorps primaires suivants ont été utilisés: anti-MUCI1: 1/100 (anticorps monoclonal de
souris, clone M8, dirigé contre les répétitions en tandem, (Mcllhinney et al., 1985)) MUC4:
1/400 (anticorps monoclonal de souris dirigé contre les répétitions en tandem, (Swartz et al.,
2002)), MUCSAC: 1/1600 (anticorps polyclonal de lapin, sérum LUMS-1, dirigé contre
I'extrémité carboxyterminale et deux région flanquant une répétition (Hovenberg et al., 1996))
et 1/100 (anticorps monoclonal de souris NCL-MUCSAC, Novocastra, clone CLH2, dirigé
contre les répétitions en tandem), MUC5B: EU-MUCS5BD, 1/100, Consortium Européen, clone

BMH4-CT98-3222 (anticorps monoclonal de souris), TFF1: 1/100, TEBU, réf. sc-7842 (pS2

C20) (anticorps polyclonal de chevre), TFF2: 1/100 (anticorps polyclonal de lapin) TFF3: 1/200
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(anticorps polyclonal de lapin), Caténine beta: 1/500, BD Transduction Laboratories, clone 14
(anticorps monoclonal de souris), Vimentine: 1/40, DAKO, clone V9 (anticorps monoclonal de
souris) Ki-67: 1/10, DAKO-Cytomation, clone MIB-1 (anticorps monoclonal de souris),
Cadhérine E: 1/100, R&D Systems, clone HECD-1 (anticorps monoclonal de souris), Tubuline
beta: 1/10000, Chemicon, clone KMX-1 (anticorps monoclonal de souris), FOXJ1: 1/200,
clones 1A4 et 2A5 (anticorps monoclonal de souris), Cytokératine 13 (CK 13): 1/1000, clone
KS-1A3, Sigma (anticorps monoclonal de souris). Les anticorps dirigés contre les mucines
(sauf NCL-MUCS5AC) nous ont été gracieusement fournis par I'unité INSERM 560 (Lille), et
les anticorps anti-TFF2 et anti-TFF3 par les équipes d'Andrew Giraud (Université de
Melbourne, Australie) et de Daniel Podolsky (Unité gastro-intestinale, Hopital général de
Boston, Etats-Unis). Les anticorps dirigés contre FOXJ1 nous ont été aimablement fournis par
I'équipe de Steven Brody (Washington University School of medicine, St Louis, MO, Etats-
Unis) Les marquages immunohistochimiques ont été réalisés selon un protocole indirect avec
des anticorps secondaires biotinilés. La révélation a été effectuée grace a des fluorochromes
ALEXA couplés a la streptavidine (Interchim, Eugene, USA) ou grace a la peroxidase de raifort
couplée a la streptavidine et au substrat AEC (systeme Envision+ Dual link peroxydase/AEC,
DAKO-Cytomation). Les témoins négatifs correspondant a chaque marquage ont été réalisés en
utilisant des anticorps non immuns (produits dans l'espece correspondante) a la place des
anticorps primaires, et les témoins positifs ont été effectués par marquage de tissus respiratoires
adultes (bronches et polypes nasaux). Des témoins positifs supplémentaires ont été utilisés pour
TFF1 et TFF2, sur des coupes de muqueuse gastrique. Les coupes ont été contre-colorées a
I'hématoxyline de Harris (marquages fluorescents) ou a I'hématoxyline de Mayer (marquages a

la péroxydase).

Les co-immunomarquages FOXJ1/Tubuline beta ont été€ réalisés en appliquant successivement
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le protocole décrit ci-dessus pour chaque anticorps, et contre-colorés au 4', 6-diamidino-2-

phenylindol (DAPI), 300 nM pendant 10 minutes a température ambiante (DAKO-Cytomation).

Apres montage sous lamelle a I'aide de GEL/MOUNT (Biomeda, Foster City, CA, USA)
(marquages fluorescents) ou d'Aquatex (Merck, Damstadt, Allemagne) (marquages a la
péroxydase), les coupes ont été observées sous microscope optique a fluorescence, en

I'épifluorescence ou en lumiere transmise avec interférence différentielle (Nomarski).

Les co-marquages TFF3/Mucines ont été réalisés en ajoutant d'abord les deux anticorps
primaires, puis deux anticorps secondaires directement couplés aux fluorochromes ALEXA
(Interchim, Eugene, USA). Les co-marquages MUCI/MUC4 et MUC4/Calnexine ont été
réalisés en appliquant successivement le protocole décrit plus haut pour chaque anticorps. Ces
co-marquages ont été analysés en microscopie confocale (Biorad MRC 1024 avec lasers
krypton/argon et argon, sur un microscope Olympus IX70), en réalisant des coupes optiques

tous les 0,2 um.

Toutes les images obtenues en microscopie classique et en microscopie confocales ont été
traitées a l'aide du logiciel ImageJ (développé au National Institute of Health, Etats-Unis) avec

des additions développées au laboratoire.

Les marquages de la Tubuline 3, de MUCSAC et de la Cytokératine 13 pour la quantification
des cellules ciliées, basales et sécrétoires ont été réalisés avec le systeme péroxydase (DAKO-
Cytomation). Deux coupes distantes ont été entierement photographiées au microscope, en
réalisant de prises de vues successives, ne se recoupant pas, et couvrant la totalité de la
membrane. Les photographies ont ensuite été analysées en aveugle, puis les données ont été
regroupées et soumises a une analyse statistique. Les résultats obtenus avec les différents
traitements ont ét€ normalisés par rapport a la culture témoin réalisée avec des cellules

provenant de la méme piece chirurgicale, sans traitement par le TFF3 ni par la tyrphostine.
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D.VI Analyse transcriptionnelle

La transcription des TFF et des mucines a été étudi€e par transcription inverse et amplification

en chaine (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction, RT-PCR).

Les ARN totaux ont été extraits des échantillons griace au kit High Pure RNA isolation kit
(Roche) selon les instructions du fournisseur. Les ARN ont ensuite été dosés par
spectrofluorométrie (lecteur de plaque Xénius, Safas) en utilisant le kit Ribogreen RNA

Quantification kit (Molecular Probes) selon les indications du fabriquant.

Pour 'analyse de la transcription des peptides trifoliés dans les xénogreffes, les RT-PCR TFF1,
TFF2 et TFF3 ont été effectuées a partir de 10 ng d'ARN avec le kit RTth DNA Polymerase
(Applied Biosystem) selon les indications du fournisseur, en utilisant la GAPDH comme gene
de ménage de référence. Des ARN totaux extraits d'échantillons de muqueuse gastrique ont été
utilisés comme témoins positifs pour TFF1, TFF2 et TFF3. Des ARN extraits de xénogreffes

non ensemencées ont été utilisées comme témoins négatifs.

La transcription inverse a été effectuée pendant 15 minutes a 70°C avec une amorce spécifique
(amorce antisens de la PCR), et pour I'amplification les conditions suivantes ont été utilisées:
apres une dénaturation de 2 minutes a 95°C les cycles commencent par une dénaturation de 20
secondes a 90°C, puis les amorces sont hybridées pendant 30 secondes a 65°C, et enfin vient la
phase d'élongation: 30 secondes a 72°C. Apres les cycles, une phase finale d'élongation (2 min.

a 72°C) est appliquée. (voir tableau 2).
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Dénaturation Hybridation Elongation

2 min 4 95°C 2052 90°C 30's 4 65°C 30's272°C 2 min. 4 72°C

13 cycles pour I'ARN 288, 24 cycles pour la GAPDH,
35 cycles pour les TFF

Tableau 2: Conditions de RT-PCR utilisées pour la détection des peptides trifoliés

24 cycles ont été effectués pour la GAPDH, 35 cycles pour les TFF. Apres migration (gel de
polyacrylamide 12%), les produits de PCR ont été révélés au SybR Gold (Molecular probes) et
analysés par densitométrie grace a une caméra Las-1000 (Fujifilm). Les résultats ont été
rapportés a l'intensité de la bande GAPDH, puis soumis une analyse statistique. Dans les
cultures a l'interface air / liquide, la transcription de TFF1 et de TFF2 n'a pas été recherchée.
Les PCR TFF3 ont été réalisées selon le méme protocole que pour les xénogreffes, mais ' ARN

de la sous-unité ribosomale 28S, et non la GAPDH, est utilisé comme gene de ménage pour la

standardisation.

L'analyse de I'expression des mucines dans les xénogreffes a été réalisée a I'unité INSERM 560
(Lille) par 1'équipe de Nicole Porchet. La transcription inverse a été réalisée a partir de 50 ng
d'ARN en utilisant une amorce générique (amorce oligo-dT, reconnaissant la polyadénylation
des ARN messagers) et le systtme Advantage RT-for-PCR (Clontech). L'amplification a été
réalisée avec la polymérase de Thermophilus aquaticus (Taq, Roche) avec le programme
suivant: dénaturation pendant 4 minutes a 94 °C, puis 35 cycles (MUCS5B ou 40 cycles

(MUCS5AC) commengant par une dénaturation pendant 30 secondes a 94 °C, suivie d'une phase
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d'hybridation de 30 secondes a 94 °C et enfin d'une élongation d'une minute a 72 °C. Ces cycles
sont suivis d'une étape unique d'élongation a 72 °C pendant 7 minutes. Apres migration sur gel
d'agarose a 1,5% contenant du bromure d'éthidium, les produits d'amplification ont été analysés
avec le logiciel GelAnalyst GelSmart (Claravision, Orsay, France) et l'intensité des bandes a été

normalisée au signal obtenu pour la GAPDH.

L'analyse de l'expression des mucines dans le modele de culture a l'interface air / liquide a été
réalisée a 1'unité INSERM 560 (Lille) par 1'équipe d'Isabelle van Seuningen selon le méme
protocole, mais la transcription invers a été effectuée a partir de 0,5 ug d'ARN avec la
transcriptase inverse M-MLV (Promega, Charbonnieres, France) et 'ARN de la sous-unité

ribosomale 28S a été utilisée pour la normalisation.

Les amorces suivantes sont utilisées pour la détection des TFF:

TFF1 sens: 5'-CTGGGGTCCTGGTGTCCATGCT-3'

TFF1 antisens: 5'-CTCCTCTTCTGGAGGGACGT-3'

TFF2 sens: 5'-CTGGAATCACCAGGTGGACCAGTGTT-3'
TFF2 antisens: 5'-CCAGGGCACTTCAAAGATGAAGTT-3'
TFF3 sens: 5'-GCTGCTGCTTTGACTCCAGGAT-3'

TFF3 antisens: 5'-CGTTAAGACATCAGGCTCCAGAT-3'
GAPDH sens: 5'-CCAGGGCTGCTTTTAACTCTGGTA-3'
GAPDH antisens: 5'-GAGGGGATCTCGCTCCTGGAAGGA -3'
28S sens: 5'-GTTCACCCACTAATAGGGAACGTGA-3'

28S antisens: 5'-GGATTCTGACTTAGAGGCGTTCAGT-3'
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Les amorces suivantes sont utilisées pour la détection des mucines:

MUCI sens : 5-GAACTACGGGCAGCTGGACATC-3'
MUCI antisens: 5'-GCTCTCTGGGCCAGTCCTCCTG-3'
MUCH4 sens: 5'-CGCGGTGGTGGAGGCGTTCTT-3'

MUCH4 antisens : 5'-GAAGAATCCTGACAGCCTTCA-3'
MUCSAC sens: 5'-TGATCATCCAGCAGCAGGGCT-3'
MUCSAC antisens: 5'-CCGAGCTCAGAGGACATATGGG-3'
MUCSB sens: 5'-CTGCGAGACCGAGGTCAACATC-3'
MUCSB antisens: 5-TGGGCAGCAGGAGCACGGAG-3'
GAPDH sens: TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT

GAPDH antisens: CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC
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D.VIlI Tests de migration cellulaire

Les seuls tests existant a ce jour pour vérifier l'activité des peptides trifoli€s sont des tests
d'induction de la migration cellulaire. Nous avons donc testé l'effet du peptide recombinant
TFF3 sur la migration des cellules de 1'épithélium respiratoire humain dans un systeéme

d'anneaux de restriction.

Les cellules fraichement dissociées sont ensemencées dans des anneaux de silicone placés dans
des puits de plaque de culture (plaques 12 puits), a une densité de 350 000 cellules par cm?2.
Elles sont laissées pendant la nuit dans du milieu DMEM/BEBM contenant 10% de sérum pour
leur permettre d'adhérer, puis les anneaux sont retirés, les cellules sont rincées au PBS pour
éliminer les débris et les cellules n'ayant pas adhéré, et placées dans du milieu DMEM/BEBM
seul (témoin) ou contenant soit de I'EGF humain recombinant a 10 ng,mL’l, soit du TFF3
recombinant (aimablement fourni par 1'équipe de Daniel Podolsky, Unité gastro-intestinale,
Hopital général de Boston, Etats-Unis) a 2 uM. La circonférence des cultures traitées est
mesurée 72 heures plus tard et comparée a celle des cultures n'ayant regu ni le peptide TFF3

recombinant, ni I'EGF. Au moins cinq cultures sont analysées pour chaque condition.

D.VIIl Tests de digestion enzymatique

I1 a été décrit que les peptides trifoliés ont une grande résistance a la digestion protéolytique et a
I'hydrolyse acide, ce qui leur permettrait de résister aux conditions agressives régnant dans
I'appareil digestif. De telles propriétés de résistance seraient également trés importantes pour

permettre au peptide TFF3 de résister aux protéases sécrétées par les polynucléaires
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neutrophiles en cas d'inflammation de l'appareil respiratoire. Nous avons donc testé la

sensibilité de de peptide a la digestion par I'élastase, la cathepsine G et la protéinase 3.

Le peptide recombinant TFF3 fourni par I'équipe du Dr Podolsky a été analysé par migration sur
gel puis coloration au bleu de Coomassie, avant et apres incubation en présence des protéases du

polynucléaire neutrophile.

1 pg ou 2 pg du peptide recombinant TFF3 ont respectivement été mis en présence de 1 pg ou 2
pg d'élastase, de cathepsine G, de protéinase 3 ou de PBS (contrdle négatif) dans un volume
final de 20 pL. Le mélange réactionnel a été incubé sur la nuit a 37 °C, puis placés a -20 °C.
L'efficacité des protéases est vérifiée par incubation d'l ug de fibronectine en présence d'l pg de

chaque protéase ou de PBS, dans 20 uL, pendant 1 heure a 37 °C.

Les échantillons ont ensuite été dénaturés dans le tampon de dépot (tampon de Laemmli + 5 %
de B-mercaptoéthanol) pendant 5 minutes a 95 °C, passés sur la glace, brievement centrifugés et
déposés dans leur totalité sur gel de polyacrylamide a 12 % (fibronectine) ou 15 % (TFF3). Les
protéines ont été séparées par €lectrophorese (40 mA, 3h30) et les gels ont été révélés au bleu de

Coomassie.

D.IX Test de croissance bactérienne

L'effet de TFF3 humain recombinant sur Staphylococcus aureus (souche 8325-4) a été étudié
par suivi de croissance; S. aureus a ét€ mis en culture dans du milieu riche issu de digestion
trypsique de soja (TSB, AES laboratories) en présence de différentes concentrations de TFF3
recombinant a 0 nM (témoin), 10 nM, 100 nM ou 1 uM. La croissance bactérienne a été suivie
pendant 7 heures par mesures régulieres de la turbidité des cultures (mesures de densité optique

a une longueur d'onde de 650 nm).
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D.X Résistance trans-épithéliale

Dans le modele de culture a l'interface air/liquide, la fonction de barriere de I'épithélium
reconstitué a été suivie par mesure de la résistance trans-épithéliale. 500 pL de milieu
DMEM/BEBM ont été ajoutés dans le compartiment apical, a la surface de 1'épithélium, et la
résistance au passage du courant entre le compartiment apical et le compartiment basal a été

mesurée a 1'aide d'un ohmmetre équipé d'une sonde adaptée (Millicell).

D.XI Fréquence de battement ciliaire

La fonction de clairance mucociliaire de 1'épithélium régénéré dans le modele de culture a
l'interface air/liquide a été étudiée par mesure de la fréquence de battement des cils. Les
cultures ont été rincées au PBS et placées dans une chambre de culture a 37 °C avec 5 % de CO’
sous un vidéomicroscope. Le battement des cils a été enregistré a 1'aide d'une caméra CCD (JAI
PULNIX T-760, San Jose, CA, USA) et un enregistreur DVD. Les films obtenus ont été
visualisés sur un moniteur, et les variations de luminosité causés par le battement des cils ont
été enregistrées par un capteur photosensible placé sur I'écran du moniteur. Le signal a été
numérisé et analysé par transformation de Fourier pour donner un spectre de fréquences
permettant de calculer une fréquence de battement moyenne. Les mesures ont été effectuées sur
au moins 5 cellules ciliées par culture, et 10 cultures issues des cellules de deux patients

différents ont été analysées pour chaque traitement.
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D.XIl Microscopie électronique a transmission

Les processus de ciliogenese dans le modele de culture a l'interface air / liquide ont ét€ observés
a 1'échelle sub-cellulaire par microscopie électronique a transmission. A une étape précoce de la
différenciation (jour 15), les cultures ont été fixées par incubation a 4 °C pendant une heure en
présence de glutaraldéhyde (Sigma-Aldrich) en solution a 2,5 % dans du PBS. Une post-fixation
par 1 % de tétra-oxyde d'osmium a été réalisée (2 heures, 4 °C) puis les cultures ont été
déshydratées par passage dans des bain d'éthanol de concentration croissante a température
ambiante et enfin découpées et incluses en résine Agar 100 (Agar Scientific, Stansed, Royaume-
Uni). Des coupes ultrafines ont été réalisées et contrastées a 1'acétate d'uranyle et au citrate de
plomb. L'observation a été réalisée a I'aide d'un microscope électronique a transmission Hitachi

300 (Elexience, Verriere-le-Buisson, France) a 75 kV.

D.XIll Analyse d'image

Le traitement des images obtenues par les différentes techniques d'analyse histologique,
immunologique ou moléculaire a été réalisé a 1'aide du logiciel ImagelJ, développé au NIH, avec
des additions développées au laboratoire par I'équipe du professeur Noél Bonnet. La
reconstitution en volume des images de microscopie confocale a été réalisée a l'aide de

I'addition VolumelJ, développée pour Image] par Mickael Abramoff, et vérifiée a l'aide du

logiciel ConfocalAssistant (Bio-Rad).

D.X1V Analyse statistique

Les données chiffrées obtenues par les différentes techniques employées ont été soumises au
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test non paramétrique de Mann et Whitney. Une probabilité d'erreur inférieure a 5 % (p < 0,05)
a été considérée comme révélatrice d'une différence significative. Tous les résultats ont été
exprimées sous la forme médiane (Quartile 1;Quartile 3) a I'exception des mesures de
résistance trans-épithéliales au cours de la régénération dans le modele de culture a l'interface
air / liquide en I'absence de traitement, qui ont été exprimés sous la forme moyenne + écart-

type en raison du grand nombre de mesures effectuées.
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Figure 21: Caractérisation du peptide TFF3 et digestion par
les protéases des neutrophiles.

Le peptide recombinant TFF3 est incubé pendant une nuit a 37 °C en présence de [|'élastase

du neutrophile (EN),

de la cathepsine G (CG) ou de la protéinase 3 (P3). L'activité des

protéase est vérifiée par digestion de la fibronectine pendant une heure a 37 °C. Les puits
TFF3 et Fn correspondent au peptide TFF3 ou a la fibronectine incubés en présence de PBS
seul. Une heure d'incubation suffit aux protéases pour dégrader presque totalement la
fibronectine, alors que le peptide TFF3 reste visible sur le gel aprés une nuit d'incubation,
indiguant une grande résistance a la protéolyse.

1 ug, 2pg: dépbts correspondant a 1 pG de TFF3 et 1u de protéase, ou 2 ug de TFF3 et 2 ug
de protéase, respectivement. MM: marqueurs de masse moléculaire.
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E Résultats

E.l Caractérisation du peptide TFF3 recombinant et
sensibilité a la digestion par les protéases du

polynucléaire neutrophile

Le peptide TFF3 recombinant employé dans cette étude a été produit par 1'équipe du Dr
Podolsky dans un modele de levure et purifié par chromatographie d'affinité. Nous avons étudié
ses propriétés de migration sur gel et de sensibilit¢ a la digestion par les protéases du
polynucléaire neutrophile, apres avoir testé 1'activité des protéases employées par digestion de la

fibronectine (Figure 21).

L'analyse des produits de digestion de la fibronectine pendant une heure démontre la haute
activité protéolytique des enzymes employées: la piste ayant recu la fibronectine incubée en
présence de PBS présente plusieurs bandes de haut poids moléculaire, dont deux au-dessus du
marqueur de 170 kDa, représentant les sous-unités O et 3 complétes de la fibronectine. Apres
digestion par 1'élastase, quelques faibles bandes sont observables entre 100 et 130 kDa mais la
majeure partie de la fibronectine a été dégradée et n'est plus visible sur le gel. Apres digestion
par la cathepsine G, deux faibles bandes sont visibles aux alentours de 100 et de 130 kDa, et on
observe de nombreuses bandes entre 24 et 33 kDa. La digestion par la protéinase 3 produit une

bande principale entre 24 et 33 kDa.

La migration du peptide TFF3 incubé en présence de PBS révele une bande principale située
plus bas que le marqueur de masse moléculaire de 11 kDa, ce qui est cohérent avec la masse

moléculaire théorique du peptide recombinant, de 6,5 kDa. Sous cette bande, une trainée est
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observée, représentant probablement des fragments incomplets du peptide. Dans les pistes
contenant le peptide TFF3 incubé en présence d'élastase, de cathepsine G ou de protéinase 3, on
observe des bandes correspondant aux protéases entre les marqueurs de 17 kDa et de 24 kDa.
Plus bas, aux environs de 11 kDa, des bandes plus 1égeres représentent des fragments de ces
protéases, produits par digestion autocatalytique. Enfin, a une position correspondant a une
masse moléculaire plus faible que celle du peptide TFF3 intact, on peut observer les produits de
digestion du peptide TFF3 sous forme d'une trainée comportant une bande plus intense dans sa
partie haute. Cette bande plus intense se détache plus nettement pour la digestion par la
cathepsine G que par les deux autres enzymes. Dans les pistes ayant recu le produit de la
digestion de 2 pug de TFF3 par 2 ug de chaque protéase, on remarque également une faible bande
a la masse moléculaire correspondant a celle du peptide TFF3 intact. Cette bande est plus

intense apres incubation avec la protéinase 3 qu'avec les deux autre protéases.

L'absence de bandes a des masse moléculaires élevées dans les pistes ayant recu le peptide

TFF3 seul confirme la bonne pureté du peptide recombinant utilisé dans cette étude.

Il est intéressant de noter que malgré la durée importante de l'incubation en présence des
protéases, le peptide TFF3 digéré par les protéases des polynucléaires neutrophiles est
détectable a une masse moléculaire inférieure a celle du peptide TFF3 intact mais est toujours
clairement visible sur le gel, tres nettement au-dessus du front de migration. De plus, une bande
légere correspondant au peptide intact est toujours visible. Ceci indique une résistance
importante de ce peptide a la digestion par les protéases sécrétées par les polynucléaires
neutrophiles. La diminution de la masse moléculaire du peptide pourrait correspondre a la
digestion de l'extrémité carboxy-terminale, non impliquée dans le motif en trefle et donc

probablement moins protégée.
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Figure 22: Effet de TFF3 sur la croissance de
Staphylococcus aureus

Le peptide recombinant TFF3 est ajouté a des culture de Staphylococcus aureus en milieu
riche TSB, aux concentrations de 0 (Témoin), 10 nM, 100 nM et 1 uM. La densité optique des
cultures a 650 nm a été mesurée a des temps réguliers afin de suivre la croissance
bactérienne. Toutes les courbes obtenues sont superposables
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E.ll Le peptide recombinant humain TFF3 n'inhibe

pas la croissance de S. aureus

Le peptide TFF3 est sécrété par des épithéliums fréquemment exposés aux infections
bactériennes. Il a été suggéré qu'il pourrait jouer un role anti-bactérien. Pour vérifier cette

hypothese, nous avons testé son action sur la croissance de la souche de Staphylococcus aureus

8325-4.

La croissance de S. aureus dans le milieu TSB seul (témoin) se décompose en trois phases:
pendant 1h30 apres I'ensemencement, la turbidité de la culture augmente tres faiblement, signe
d'une croissance bactérienne tres lente. Il s'agit de la phase de latence, nécessaire a la bactérie
pour s'acclimater au milieu. Entre 2h et 4h30 apres 1'ensemencement, la turbidité de la culture
augmente rapidement, indiquant une multiplication rapide des bactéries. Il s'agit de la phase de
croissance exponentielle, durant laquelle les bactéries se divisent trés activement, tirant parti de
la richesse du milieu. Enfin, apreés 5 heures de culture, la densité optique de la culture
n'augmente plus que faiblement, signe d'une augmentation faible de la population bactérienne. Il
s'agit de la phase stationnaire, pendant laquelle la densité bactérienne élevée régule

négativement la croissance.

La turbidité des cultures bactériennes effectuées en présence de TFF3, quelle que soit la

concentration, évolue de facon identique a celle de la culture témoin (Figure 22).

Le peptide TFF3 recombinant n'inhibe donc pas la croissance de Staphylococcus aureus dans du

milieu TSB.
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Effets de TFF3 et de I'EGF sur la migration cellulaire
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Figure 23: Effet de TFF3 sur la migration des cellules de
I'épithélium respiratoire humain

Les cellules de I'épithélium respiratoire humain sont ensemencées en anneaux de
silicone et traitées avec 2 uM du peptide TFF3 recombinant (+TFF3) ou avec 10
ng/mL d'EGF (+EGF). 72 heures apres le retrait des anneaux, la circonférence de
la zone colonisée est mesurée. L'EGF induit un doublement des capacités
migratoires des cellules, alors que I'augmentation induite par le TFF3 est de 10%
environ.

Les colonnes représentent la médiane des résultats obtenus sur cing cultures au
moins.

Les barres d'erreurs représentent les premier et troisieme quartiles.

*: p<0.05 par rapport au témoin.

**. p<0.001 par rapport aux deux autres conditions.
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E.lIll Le peptide recombinant humain TFF3 induit la
migration des cellules de I'épithélium

respiratoire de surface humain.

Le peptide TFF est capable d'induire la migration des cellules d'origine respiratoire BEAS-2B
(Oertel et al., 2001). Un effet motogene sur les cellules de 1'épithélium respiratoire humain
pourrait favoriser la régénération in vivo en permettant 1'établissement précoce de 1'épithélium
indifférencié, premicre étape de la restauration des fonctions de défense de I'épithélium. Nous
avons testé cette hypothese en examinant l'effet du peptide TFF3 recombinant sur la migration

de cellules épithéliales humaines.

Dans le modele de culture en anneaux de restriction, les cellules fraichement dissociées de
1'épithélium respiratoire de surface humain colonisent, 72 heures apres retrait des anneaux, une
zone dont la circonférence est de 63,2 mm (62,86;64,54). Lorsque le peptide recombinant TFF3
est ajouté dans le milieu, la circonférence de la zone colonisée est de 68,9 mm (67,5;71,3). A
titre de comparaison, lorsque le peptide TFE3 est remplacé par de I'EGF, la circonférence des
zones de migration passe a 125,8 mm (123,8;128,3). L'augmentation des capacités de migration
induite par le peptide TFF3 est statistiquement significative (p < 0,05). La circonférence des
zones de migration obtenues en présence de I'EGF est significativement plus grande que pour
les cultures témoins et pour les cultures ayant ét€ incubées en présence du peptide TFF3 (2 uM)

(p < 0,05).

Ces résultats indiquent que le peptide TFF3 recombinant est capable d'induire la migration des
cellules de I'épithélium respiratoire de surface humain. Cependant, cet effet est faible comparé a

l'activité motogene de I'EGF (Figure 23).
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Figure 24: Localisation des mucines et des peptides trifoliés
dans I'épithélium respiratoire humain in vivo.

La localisation des mucines et des TFF a été examinée sur des coupes de bronche
humaine adulte.

A: MUC1 forme un liseré a la membrane apicale des cellules cylindriques.

B: MUC4 marque le cytoplasme de toutes les cellules de I'épithélium.

C: MUC5AC est détectée dans toutes les cellules caliciformes (fleches noires).

D: MUC5B est présente dans les cellules caliciformes (fleche noire). Certaines cellules
caliciformes ne présentent pas de marquage MUC5B (fleche blanche).

E: TFF3 marque les cellules caliciformes (fleche noire). Certaines cellules caliciformes
ne contiennent pas de TFF3 (fleche blanche).

TFF1 et TFF2 ne sont pas détectables.



Résultats

E.IV Localisation des peptides trifolies et des
mucines dans l'épithélium respiratoire de surface
humain

Avant de nous intéresser au role des peptides trifoliés et des mucines dans les modeles de
régénération ex vivo (xénogreffe bronchique humanisée) ou in vitro (culture a l'interface
air / liquide), nous avons vérifié€ leur expression et leur localisation dans 1'épithélium respiratoire

de surface humain adulte (Figure 24).

Nous avons pour cela analysé par immunohistochimie des coupes de polypes nasaux (n=4) et de
bronches (n=3). Dans tous les tissus examinés, la distribution des mucines et des peptides
trifoliés est identique. Le marquage MUCI1 forme un liseré a 1'apex des cellules cylindriques.
MUCH4 est détectable dans le cytoplasme de toutes les cellules de 1'épithélium.

Les mucines sécrétoires MUCS5AC et MUCSB sont observées dans les cellules caliciformes,
mais avec une différence notable: MUCS5AC est détectable dans toutes les cellules caliciformes,
alors que certaines de ces cellules ne présentent pas de marquage MUCS5B. Le peptide trifolié
TFF3 présente une localisation similaire a celle de MUCSB: il est observable dans certaines
cellules caliciformes, mais pas dans toutes.

Les peptides trifoliés TFF1 et TFF2 ne sont détectable dans aucun des tissus examinés.

Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature, et nous ont servi de référence
pour valider les modeles de régénération et de différenciation de 1'épithélium respiratoire

humain que nous avons ensuite utilisés.
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Figure 25: Régénération dans le modeéle de xénogreffe:
stade 1 (jour 5)

A: Apres cinqg jours de greffe, I'épithélium est constitué d'une simple couche de
cellules étalées.

B: A ce stade, aucun noyau n'est marqué par l'anticorps KlI-67, indiquant
I'absence de prolifération.

C: Un fort marquage vimentine indique une migration cellulaire importante.

D: Le marquage diffus de la cadhérine E indique une cohésion imparfaite.

E: Dans certaines zones, la caténine B est membranaire au niveau des contacts

intercellulaires, indiquant une mise en place partielle des jonctions
intercellulaires.



Résultats

E.V Caractérisation des modeles de régénération et

de différenciation

Nous avons étudié la régénération de 1'épithélium respiratoire humain dans les modeles de
xénogreffe bronchique humanisée et de culture a l'interface air / liquide, au cours du temps. Sur
des bases histologiques et immunologiques, nous avons identifié différentes phases distinctes

correspondant aux stades de la régénération de 1'épithélium respiratoire in vivo.

E.V.1 Régénération de Il'épithélium respiratoire
de surface humain dans le modele de
xénogreffe bronchique humanisée

E.V.1.1 Stade 1: étalement, migration

Le premier stade identifié dans le modele de xénogreffe est observable apres 5 jours de greffe

(Jour 5).

A ce stade, les cellules adhérent a la membrane basale dénudée de la trachée de rat et s'étalent
afin de couvrir toute la surface disponible. Les cellules sont donc tres étalées, et par endroits le
cytoplasme est si fin qu'on ne le distingue qu'a peine. Les noyaux sont ovoides, aplatis le long de

la membrane basale (Figure 25 A).

A ce stade, les cellules expriment la vimentine, qui est un marqueur de cellules en migration,
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Figure 26: Régénération dans le modele de xénogreffe:
stade 2 (jour 15)

A: Apres quinze jours de greffe, I'épithélium est stratifié. On observe quelques
couches de cellules cuboidales couvertes d'une couche de cellules allongées.

B: A ce stade, de nombreux noyaux sont positifs pour le KI67, indiqguant une
prolifération cellulaire importante.

C: Les cellules cuboidales sont fortement marquées par lI'anticorps anti-
vimentine, indiquant des processus de remaniement.

D: La cadhérine E est membranaire.

E: La caténine B est membranaire.

D,E: La localisation de la cadhérine E et de la caténine B au niveau des contacts
intercellulaires indique une bonne cohésion épithéliale.
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mais pas le KI-67, indiquant I'absence de prolifération cellulaire. La cohésion intercellulaire est
imparfaite, comme le montre le marquage diffus pour la cadhérine E, mais dans certaines zones
de contact intercellulaire un marquage membranaire est détecté pour la caténine [3, indiquant un

début d'organisation des jonctions intercellulaires (Figure 25 B-E).

Ces données indiquent que ce stade correspond a la mise en place d'une couche cellulaire de

protection, assurant un role de barriere imparfait.

E.V.1.2 Stade 2: prolifération, stratification

La deuxieme étape de la régénération est observable dans les xénogreffes au jour 15.

A ce stade, la trachée de rat est couverte par un épithélium stratifié, présentant plusieurs
couches de cellules cuboidales (généralement deux ou trois) recouvertes d'une couche de
cellules aplaties. Les noyaux des cellules cuboidales sont ronds alors que ceux des cellules

superficielles sont aplatis parallelement a 1'épithélium. (Figure 26 A)

De nombreux noyaux de cellules cuboidales sont marqués par l'anticorps KI-67, signe d'une
prolifération cellulaire importante au sein de ces couches. L'existence de remodelages
importants est mise en évidence par le fort marquage vimentine visible dans le cytoplasme de
toutes les cellules cuboidales. A ce stade, la forte cohésion de 1'épithélium est démontrée par la
présence de la cadhérine E et de la caténine 3 au niveau de toutes les membranes aux contacts

intercellulaires. (Figure 26 B-E)
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Figure 27: Regéenération dans le modele de xénogreffe:
stade 3 (jour 35)

A: Apres trente-cing jours de greffe, I'épithélium est pseudostratifié. On peut ici
identifier des cellules basales, des cellules ciliées et des cellules sécrétoires.

B: On observe quelques rares noyaux positifs pour le KI-67, exclusivement au
sein des cellules basales (fleche).

C: Quelques cellules tres allongées présentent un marquage vimentine,
suggérant la persistance de phénomenes de remaniement.

D: Le marquage de la cadhérine E est situé au niveau membrane basolatérale
des cellules cylindriques.

E: La caténine B est localisée au niveau de membrane basolatérale des cellules
cylindriques.
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Ces résultats indiquent qu'a ce stade I'épithélium constitue une barriere physique efficace. Les
remaniements en cours, mis en évidence par la présence de la vimentine, préfigurent les
transformations nécessaires a l'établissement d'un épithélium mature pseudostratifié. La couche
de cellules étalées couvrant I'épithélium ne présente pas de signe de prolifération ou de

migration; elle joue donc vraisemblablement un role de protection.

E.V.1.3 Stade 3: différenciation mucociliaire

Le troisieme et dernier stade de la régénération de 1'épithélium respiratoire humain dans le
modele de xénogreffe est observé apres 35 jours. Il correspond a I'établissement d'un épithélium

pseudostratifié mature de type mucociliaire.

L'épithélium est pseudostratifié, composé principalement de cellule cylindriques allongées et de
cellules basales plus compactes. Toutes ces cellules sont ancrées au niveau de la lame basale,
mais seules les cellules cylindriques atteignent la lumiere de la trachée. 1l s'agit de cellules
ciliées et des cellules caliciformes, semblables a celles observables dans ['épithélium
respiratoire humain adulte. L'épithélium ainsi reconstitué est donc typiquement un épithélium

pseudostratifié de type respiratoire (Figure 27 A).

A ce stade, les cellules proliferent peu, mais quelques noyaux marqués par l'anticorps KI-67
sont visible au sein des cellules basales. Quelques cellules, de morphologie tres allongée, et
situées entre les cellules basales et les cellules cylindriques, sont marquées pour la vimentine.
La cadhérine E et la caténine [3 sont détectées a la membrane basolatérale des cellules

cylindriques. La cadhérine E est également présente aux contacts entre cellules basales et
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cellules cylindriques (Figure 27 B-E).

La présence de cellules ciliées et de cellules caliciformes est caractéristique du rétablissement
de la fonction de clairance mucociliaire, alors que les jonctions intercellulaires assurent la
cohésion et le role de barriere de I'épithélium. A ce stade, 1'épithélium est donc un épithélium

respiratoire de surface pleinement différencié et fonctionnel.
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migration (jour 0)

Stade 2: prolifération
(jour 10)

Cellule ciliée

Stade 3: différenciation Cellule caliciforme

(jour 30)

Cellule basale

Figure 28: Régénération de I'épithélium respiratoire
humain dans le modeéle de culture a I'interface air / liquide

Dans le modele de culture a l'interface air / liquide, la régénération se fait en trois
étapes:

Stade 1: au jour 0O, les cellules couvrent la surface de culture, formant une
monocouche de cellules étalées. Par analogie avec stade 1 observé dans le modele
de régénération en xénogreffe, il s'agit probablement d'une étape de migration.
Stade 2: au jour 10, un épithélium transitoire stratifié se forme. On observe
quelques couches de cellules cuboidales, recouvertes d'une couche de cellules
malpighiennes. Ce stade est semblable au stade 2 observé en xénogreffe: il s'agit
d'un stade de prolifération.

Stade 3: apres 30 jours de culture a l'interface air / liquide, I'épithélium humain est
completement régénéré et différencié. Des cellules ciliées, caliciformes et basales
sont clairement identifiables.
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E.V.2 Régénération de I'épithélium respiratoire
de surface humain dans le modele de culture

a l'interface air / liquide

La régénération dans le modele de culture a l'interface air / liquide suit les mémes étapes que
dans le modele de xénogreffe et dans la régénération épithéliale in vivo (Figure 28). Les
propriétés de I'épithélium ont pu étre déterminées a chaque étape par observation directe au

microscope inversé et par mesure de la résistance trans-épithéliale.

E.V.2.1 Stade 1: étalement, migration

Dans le modele de culture a l'interface air/liquide, les cellules adherent et couvrent la
membrane poreuse pendant la phase de culture en conditions liquide / liquide. Le premier stade
de la régénération est donc atteint au jour de passage en interface air / liquide, soit jour 0. A
cette étape, la membrane est entierement recouverte d'un tapis de cellules étalées, parfois si
fines qu'elles sont a peine visibles en coupe transversale. Les noyaux sont aplatis le long de la
membrane de culture. A ce stade, la résistance trans-épithéliale est relativement faible (614 *
784 Q, n=186), signe du rétablissement incomplet du rdle de barriere de 1'épithélium (Figure 28

A).

E.V.2.2 Stade 2: prolifération, stratification

Le deuxieme stade de la régénération de I'épithélium est atteint apres 10 jours de culture a
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l'interface air / liquide. 11 est caractérisé par un épithélium stratifié composé d'une ou plusieurs
couches de cellules cuboidales couverte d'une couche de cellules étalées. L'épithélium a ce stade
est moins épais que dans le modele de xénogreffe, et comporte généralement une ou deux
couches de cellules cuboidales seulement. A ce stade, 1'épithélium est tres cohésif comme le
montrent les valeurs élevées de la résistance trans-épithéliale: 1876 £ 999 Q (n=75). Ce stade
correspond donc a la mise en place d'un épithélium transitoire, étanche et donc assurant

pleinement sa fonction de défense physique (Figure 28 B).

E.V.2.3 Stade 3: difféerenciation mucociliaire

Ce troisieme et dernier stade de la régénération de 1'épithélium respiratoire de surface humain
dans le modele de culture a l'interface air/liquide est atteint apres 30 jours. A ce stade
1'épithélium est composé principalement de cellules basales, de cellules ciliées et de quelques
cellules caliciformes. La résistance trans-épithéliale est plus faible qu'au stade 2 mais reste
élevée: 983 = 542 Q (n=44), ce qui est compatible avec le role de barriere sélective de
I'épithélium respiratoire de surface. La présence de cellules caliciformes et de nombreuse
cellules ciliées dont la fonctionnalité en terme de battement ciliaire a pu étre vérifiée par
observation au microscope inversé indique que 1'épithélium régénéré a rétabli sa fonction de

clairance mucociliaire.

Il s'agit donc bien d'un épithélium respiratoire de surface pleinement différencié et fonctionnel.
A la différence de 1'épithélium régénéré dans le modeles de xénogreffe bronchique humanisé,
I'épithélium différencié obtenu dans le modele de culture a l'interface air / liquide ne présente
que peu de cellules caliciformes, et ces cellules sont plus petites que celles que l'on peut

observer dans les xénogreffes au méme stade (Figure 28 C).
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Figure 29: Expression des peptides trifoliés en xénogreffe
et en culture a l'interface air / liquide

A: Dans le modele de xénogreffe, la transcription de TFF3 est tres faible au stade
1 et au stade 2 de la régénération. Elle augmente significativement dans
I'épithélium bien différencié (stade 3).

B: Dans le modele de culture a l'interface air / liquide, la transcription de TFF3 est
faible au stade 1, plus forte au stade 2 et elle atteint son maximum au stade 3.

*. p<0,05 par rapport au stade 1

**. p<0,005 par rapport au stade 1
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E.V.3 Expression des peptides trifoliés au cours
de la régénération de I'épithélium respiratoire
humain

Afin de déterminer le role potentiel des peptides trifoli€és dans la régénération de 1'épithélium
respiratoire humain, nous avons étudié leur expression aux différents stades de la régénération et
de la différenciation dans les modeles de xénogreffe bronchique humanisée et de culture a
l'interface air / liquide, reproduisant tous deux les étapes de la régénération de l'épithélium
respiratoire de surface in vivo. Nous avons tout d'abord recherché la présence des ARN
messagers codant pour ces peptides, au cours de la régénération et de la différenciation de
1'épithélium respiratoire humain. Dans le modele de xénogreffe, les ARN messagers de TFF1 et
de TFF2 n'ont pas pu étre détectés, quel que soit le stade. L'ARN messager codant pour TFF3
est tres faiblement exprimé au stade 1 (€pithélium indifférencié) et au stade 2 (épithélium
transitoire), mais présent en grande quantité au stade 3, dans I'épithélium completement

différencié (Figure 29 A).

Dans le modele de culture a l'interface air / liquide, I'ARN codant pour TFF3 est transcrit tres
faiblement au stade 1, et la transcription augmente ensuite au stade 2 pour étre maximale au

stade 3, dans I'épithélium pleinement différencié (Figure 29 B).

L'augmentation de la transcription de TFF3 est statistiquement significative au stade 3 dans les

deux modeles.
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A Localisation du peptide TFF3 au cours de la
régénération de 1'épithélium respiratoire
Xénogreffe Culture air / liquide
B Sécrétion du peptide TFF3 par les
cultures a l'interface air / liquide

___ Masse moléculaire
attendue pour TFF3

Témoin Stade 1 Stade 3

Figure 30: Localisation et sécrétion du peptide TFF3 au
cours de la régénération de I'épithélium respiratoire humain

A: Dans les modeles de xénogreffe et de culture a l'interface air / liquide, le peptide
TFF3 n'est pas détectable par immunohistochimie au stade 1 ni au stade 2. Au stade
3 (épithélium pseudostratifié bien différencié), TFF3 est présent dans certaines
cellules caliciformes (fleches noires). On remarque que certaines cellules
caliciformes ne contiennent pas de TFF3 (fleches blanches).

B: Dans le modele de culture a l'interface air / liquide, le peptide trifolié TFF3 est
détecté par Western Blot dans les sécrétions apicales de I'épithélium bien
différencié (stade 3). Stade 1, Stade 3: sécrétions apicales provenant de cultures
aux stades 1 et 3 de la régénération, respectivement. Témoin: milieu DMEM / BEBM
seul.
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La production des peptides trifoli€s a ensuite été étudiée par immunohistochimie au cours des
processus de régénération et de différenciation dans les modeles de xénogreffe et de culture a

l'interface air / liquide.

Les peptides TFF1 et TFF2 ne sont détectables ni dans le modele de xénogreffe, ni dans le

modele de culture a l'interface air / liquide, quel que soit le stade examiné.

Dans le modele de xénogreffe, TFF3 est indétectable par immunomarquage dans I'épithélium
indifférencié (stade 1) et dans I'épithélium intermédiaire stratifié (stade 2). Dans I'épithélium
mature différencié (stade 3), il est détecté dans certaines cellules caliciformes, mais pas toutes

(Figure 30 A).

Dans le modele de culture a l'interface air / liquide, les résultats obtenus sont similaires: TFF3
est détecté dans certaines des cellules sécrétoire de I'épithélium respiratoire de surface

différencié (stade 3), mais n'est pas détectable au stade 1 ni au stade 2 (Figure 30 A).

Nous avons ensuite étudié les sécrétions apicales de 1'épithélium aux différents stades de la
régénération dans le modele de culture a l'interface air / liquide afin de déterminer si le peptide
TFF3 produit au stade 3 peut étre sécrété (Figure 30B). Le peptide TFF3 est absent des
sécrétions de I'épithélium non différencié (stade 1), mais on le détecte dans les sécrétions

apicales de 1'épithélium mature différencié (stade 3) (Figure 30 B).

Ces résultats indiquent que les peptides TFF1 et TFF2 ne sont pas exprimés au cours des
processus de régénération de 1'épithélium respiratoire humain. Le peptide TFF3 est exprimé et

sécrété par les cellules caliciformes de 1'épithélium respiratoire humain différencié, mais il est
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absent des étapes précoces de la régénération. Au stade 3, le peptide TFF3 est détecté seulement
dans certaines cellules sécrétoires, ce qui suggere l'existence de sous-classes de cellules

caliciformes.
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Figure 31: Expression de MUC1 et MUC4 au cours de la
régénération de I'épithélium en xénogreffe

A: La transcription des mucines MUC1 et MUC4 est faible au stade 1. Elle augmente
régulierement au long de la régénération et de la différenciation de I'épithélium.
*: p<0,05 par rapport au stade 1.

B: MUC1 et MUC4 sont présentes dans I'épithélium indifférencié (stade 1, 1 et 3).
La microscopie confocale (plan X/Z) montre une localisation membranaire pour
MUC1 (2) et cytoplasmique pour MUC4 (4). Au stade 2, MUC1l et MUC4 sont
présentes dans les cellules aplaties couvrant I'épithélium (5 et 7). MUC1 est
localisée dans la membrane luminale de ces cellules (6), et MUC4 dans le
cytoplasme (8). Dans I'épithélium bien différencié, MUC1 est présente a la
membrane apicale des cellules cylindriques (9) et MUC4 dans le cytoplasme de
toutes les cellules (10).
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E.V.4 Expression des mucines au cours de la
régénération de I'épithélium respiratoire

humain

E.V.4.1 Expression des mucines membranaires
MUC1 et MUC4

Nous avons tout d'abord examiné la transcription des mucines membranaires MUC1 et MUC4
au cours de la régénération de 1'épithélium respiratoire humain dans le modele de xénogreffe

bronchique humanisé (Figure 31 A).

Les ARN messagers des mucines membranaires MUC1 et MUC4 sont détectables des le stade 1
(épithélium indifférencié). Leur transcription augmente au stade 2 (épithélium transitoire
stratifié) et est maximale dans I'épithélium différencié (stade 3). L'augmentation de la
transcription de ces mucines est réguliere au cours des processus de régénération et de

différenciation.

Nous avons ensuite examiné la localisation des glycoprotéines MUCI et MUC4 par

immunohistochimie (Figure 31 B).

Au stade 1, le marquage MUCI forme un liseré le long de I'épithélium indifférencié.
L'observation au microscope confocal montre que ce liseré correspond a la membrane luminale

des cellules étalées.

Au stade 2, l'anticorps MUCI1 forme un liseré a la surface luminale de I'épithélium. Aucun
marquage n'est visible dans les cellules cuboidales des couches sous-jacentes. L'observation en

microscopie confocale montre que ce marquage est localisé a la membrane luminale des cellules
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malpighiennes de surface.

Au stade 3, MUC1 marque I'apex des cellules cylindrique, notamment celui des cellules ciliées.

Au stade 1, le marquage MUC4 est plus diffus que le marquage MUCI. L'observation au
microscope confocal montre que MUC4 est présente dans le cytoplasme des cellules étalées.

Aucun marquage membranaire n'est visible.

Au stade 2, MUCH4 est détectable dans le cytoplasme des cellules malpighiennes de I'épithélium

stratifié. Elle est absente des couches de cellules cuboidales sous-jacentes.

De méme, au stade 3, le cytoplasme de toutes les cellules de 1'épithélium différencié est marqué

par l'anticorps MUCA4.

Ces données indiquent que les mucines membranaires MUCI et MUC4 sont exprimées des la
premiere étape de la régénération de 1'épithélium respiratoire humain. Alors que MUCI est
toujours localisée dans les membranes exposées vers la lumiere de 1'épithélium, MUC4 semble
étre présente dans le cytoplasme de toutes les cellules épithéliales. Aucune localisation de cette

glycoprotéine a la membrane plasmique n'a été mise en évidence.

Les propriétés anti-adhésives de MUC1 pourraient jouer un role dans la mise en place de
I'épithélium transitoire stratifié. Elle pourrait également jouer un role dans la défense de
I'épithélium en diminuant 1'adhérence des contaminants inhalés, notamment pendant les
premieres étapes de la régénération, au cours desquelles le mécanisme de clairance mucociliaire

n'est pas encore opérationnel.

MUCH4 pourrait étre présente dans la membrane d'organites cytoplasmiques. Son rdle dans la

110



A
100 -
T
(@)
o
<
)
©
()
o
$
B
1007
0
Q
s 50
©
$
0

Transcription de MUCSAC et

MUCSB dans les xénogreffes
*k

E MUCsAC
E MUCSE

3

Stade de la régénération

Transcription de MUCSAC et MUCSB
dans les cultures air / liquide

E MUC5AC k3

B MUCSE * ‘
1 ' 2 ' 3

Stade de la régénération

Figure 32: Transcription de MUC5AC et MUC5B au cours
de la régénération de I'épithélium respiratoire humain

A: Dans le modele de xénogreffe, la transcription de MUC5AC est faible dans
I'épithélium plat indifférencié (stade 1) et dans ['épithélium stratifié transitoire
(stade 2). Elle augmente légerement dans I'épithélium bien différencié (stade 3).
MUC5B est faiblement transcrite au stade 1 et au stade 2, et sa transcription
augmente de facon significative dans I'épithélium pseudostratifié bien différencié

(stade 3).

B: Dans le modele de culture a l'interface air / liquide, les ARN messagers de
MUC5AC sont indétectables quel que soit le stade de régénération examiné. La
transcription de MUC5B est faible au stade 1 et augmente dans |'épithélium
stratifié transitoire (stade 2). Elle se maintient ensuite au méme niveau dans
I'épithélium bien différencié (stade 3).

*: p<0,05 par rapport au stade 1
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régénération et la différenciation reste difficile a évaluer.

E.V.4.2 Expression des mucines sécrétées
MUC5AC et MUC5B

Nous nous sommes ensuite intéressés a la transcription des mucines sécrétées au cours de la

régénération de I'épithélium respiratoire humain dans les modeles de xénogreffe et de culture a

l'interface air / liquide ,que nous avons étudiée par RT-PCR.

Dans le modele de xénogreffe, les genes codant pour MUCSAC et MUCSB sont faiblement
transcrits dans 1'épithélium indifférencié (stade 1) et dans I'épithélium stratifié transitoire (stade
2). Leur transcription est significativement augmentée dans 1'épithélium pseudostratifié bien
différencié (stade 3), mais cette augmentation est relativement faible pour MUCSAC (Figure 32

A).

Dans le modele de culture a l'interface air / liquide, 'ARN messager de MUCSAC n'est pas
détectable, quel que soit le stade examiné. L'ARN MUCSB est présent en faible quantité au
stade 1. Son expression augmente dans 1'épithélium stratifié (stade 2) et est maintenue au stade 3

(épithélium bien différenci€) (Figure 32 B).

Nous avons vérifié la localisation des glycoprotéines MUCSAC et MUCSB par marquage

immunocytochimique (Figure 33).

Dans le modele de xénogreffe, MUCSAC et MUCSB ne sont pas détectables dans 1'épithélium

indifférencié ni dans I'épithélium stratifié transitoire (stades 1 et 2). Dans ['épithélium
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Figure 33: Localisation de MUC5AC et MUC5B au cours de
la régénération de I'épithélium respiratoire humain

Dans les modeles de xénogreffe et de culture a l'interface air / liquide, les mucines
sécrétoires MUC5AC et MUC5B ne sont pas détectables par immunohistochimie
dans I'épithélium indifférencié (stade 1) ni dans I'épithélium stratifié (stade 2).

Au stade 3 (épithélium pseudostratifié bien différencié¢), MUC5AC est présente
dans toutes les cellules caliciformes dans les deux modeles (A et C, fleches
noires).

A ce stade, MUC5B est également détectée dans les cellules caliciformes (B et D,
fleches noires). On remarque cependant que certaines cellules caliciformes ne
sont pas marquées par l'anticorps MUC5B (B et D, fleches banches).
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completement régénéré et différencié, l'anticorps MUCSAC marque toutes les cellules
caliciformes (Figure 33 A). A ce méme stade, la mucine MUCSB est détectée dans certaines

cellules caliciformes, mais pas dans toutes(Figure 33 B).

Dans le modele de culture a l'interface air / liquide, MUCSAC et MUCSB sont également
absentes des épithéliums indifférencié et transitoire (stade 1 et stade 2). Dans I'épithélium
pseudostratifié mature (stade 3), MUCSAC est présente dans toutes les cellules caliciformes
(Figure 33 C). Comme dans le modele de xénogreffe, MUCS5B est détectée seulement dans une

sous-population de cellules caliciformes (Figure 33 D).

Nous avons également étudié par western blot la sécrétion des mucines MUCSAC et MUCSB
dans le modele de culture a l'interface air / liquide, aux différentes étapes de la régénération
épithéliale.

Ces deux mucines sécrétoires ne sont pas détectables dans les sécrétions apicales de 1'épithélium
plat indifférencié (stade 1) ou de 1'épithélium stratifié transitoire (stade 2). MUCSAC et
MUCSB sont par contre présentes dans les sécrétions apicales de 1'épithélium pseudostratifié

mature (stade 3) (Figure 34).

Ces résultats indiquent que les mucines sécrétoires MUCSAC et MUCSB sont exprimées par
I'épithélium pseudostratifié bien différencié dans les modeles de xénogreffe et de culture a
l'interface air / liquide. Elles sont sécrétées dans le compartiment apical par I'épithélium
différencié dans le modele de culture a l'interface air / liquide. Dans ce modele, la transcription
de MUCSB est faible et précoce: le geéne codant pour cette mucine est en effet transcrit au méme

niveau dans 1'épithélium stratifié transitoire et dans 1'épithélium pseudostratifié mature. La
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Témoin Stade 1 Stade 3

Figure 34: Sécrétion de MUC5AC et MUCS5B au cours de la
régénération de I'épithélium respiratoire humain

Dans le modele de culture a l'interface air / liquide, les mucines sécrétoires
MUC5AC et MUC5B sont détectées par western blot dans les sécrétions apicales
de I'épithélium bien différencié (stade 3), mais sont absentes des sécrétions de
I'épithélium plat indifférencié (stade 1). Stade 1, Stade 3: sécrétions apicales
provenant de cultures aux stades 1 et 3 de la régénération, respectivement.

Témoin: milieu DMEM / BEBM seul.
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protéine correspondante est absente au stade 2 (épithélium stratifié transitoire) malgré une
transcription détectable. La transcritption du gene codant pour MUCSAC n'est détectable a
aucun stade dans le modele de culture a l'interface air / liquide, or la protéine correspondante est
correctement produite et sécrétée par les cellules caliciformes de 1'épithélium bien différencié
(stade 3) dans ce méme modele. De plus, dans le modele de xénogreffe, I'application d'un grand
nombre de cycles d'amplification (40) a été nécessaire afin de détecter 'ARN messager
MUCSAC. Ceci indique que le géne codant pour MUCSAC est transcrit de fagon précoce (stade
2) et a un faible niveau. Les ARN messagers produits sont vraisemblablement stockés pour étre
traduits de facon tres efficace dans 1'épithélium bien différencié (stade 3). Le faible niveau de
transcription associé a une traduction tres efficace expliquerait que I'ARN messager MUCS5AC
soit sous le seuil de détection des techniques employées dans le modele de culture a I'interface
air / liquide, dans lequel les cellules caliciformes sont rares et de petite taille, bien que la

protéine correspondante soit détectable.

La forte augmentation de la transcription de MUCSB observée dans le modele de xénogreffe au
stade 3, que 1'on ne retrouve pas dans le modele de culture a l'interface air / liquide, suggere de
méme une transcription précoce (stade 2) de cette mucine pour créer un stock d'ARN messagers
transcrits plus tardivement (stade 3). Dans le modele de xénogreffe, ou les cellules caliciformes
sont nombreuses et volumineuses, une production supplémentaire d'’ARN messagers serait

nécessaire.

L'expression de MUCSAC dans toutes les cellules caliciformes alors que MUCS5B n'est détectée
que dans certaines d'entre elles, ainsi que les différences de profils de transcription pour ces

mucines, suggerent que l'expression de MUCSAC et de MUCSB est régulée de facon différente.
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Figure 35: Co-localisation partielle de TFF3 et MUC5B

Dans les modeles de xénogreffe et de culture a l'interface air / liquide,
I'observation des marquages TFF3 et MUC5B au microscope confocal révele qu'ils
sont tous deux localisés dans les granules sécrétoires des cellules caliciformes.

La superposition des marguages obtenus dans le modele de xénogreffe montre
que certains de ces granules ne contiennent que TFF3 (rouge), d'autres ne
contiennent que MUC5B (vert) et certains contiennent a la fois TFF3 et MUC5B
(jaune).Dans le modele de culture a l'interface air / liquide, la co-localisation de
TFF3 et MUC5B est encore moins importante.

Barres d'échelle: 15 um.
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E.V.5 MUC5B est partiellement co-localisée avec
le peptide TFF3

Nous avons observé un marquage MUCSAC dans toutes les cellules caliciformes de 1'épithélium
respiratoire humain bien différencié dans les modeles de xénogreffe et de culture a l'interface
air / liquide. Au contraire, les marquages TFF3 et MUCS5B ne sont observées que dans des sous-
catégories de cellules caliciformes, dans ces deux modeles. Ceci suggere 1'existence de sous-
classes de cellules caliciformes dans 1'épithélium respiratoire humain, et indique que
l'expression de MUCSAC d'une part, et de MUCSB et TFF3 d'autre part, est régulée
différemment. Afin de mieux caractériser les sous-populations de cellules caliciformes
identifiées par les marquages TFF3 et MUCS5B, et notamment pour vérifier si TFF3 et MUCSB
sont exprimés conjointement par les mémes cellules, nous avons effectué des doubles
immunomarquages TFF3/MUCSB au stade 3 (épithélium mature) dans les modeles de
xénogreffe et de culture a l'interface air/liquide. Ces marquages ont été analysés en

microscopie confocale (Figure 35).

Dans le modele de xénogreffe bronchique humanisée, les marquages TFF3 (en rouge) et
MUCSB (en vert) sont présents sous forme de granules, qui correspondent aux granules de
sécrétion des cellules caliciformes. La superposition des deux marquages fait apparaitre
quelques points jaunes, correspondant a une superposition des marquages rouge et vert. Ces
granules jaunes sont donc les granules sécrétoires dans lesquels TFF3 et MUCSB sont co-

exprimés. On remarque aussi de nombreux granules rouges qui correspondent aux granules

114



Résultats

contenant TFF3, mais pas MUCS5B et des granules verts qui correspondent aux granules

contenant MUCS5B, mais pas TFF3.

Dans le modeles de culture a l'interface air/liquide, les marquages rouge (TFF3) et vert
(MUCSB) sont également présents sous forme de granules dans les cellules caliciformes. La
superposition des deux marquages fait apparaitre de tres rares points jaunes, correspondant aux
granules contenant a la fois TFF3 et MUCS5B. Dans leur majorité, les marquages TFF3 (rouge)

et MUCSB (vert) sont bien distincts, et sont présents dans des cellules différentes.

Ces résultats indiquent que TFF3 et MUCSB ne sont pas strictement co-localisés dans les
cellules caliciformes de 1'épithélium respiratoire différencié régénéré dans les modeles de
xénogreffe et de culture a l'interface air/liquide. Dans le modele de culture a l'interface
air / liquide, certaines cellules caliciformes expriment uniquement TFF3 ou uniquement
MUCSB. Dans les deux modeles, certaines cellules expriment conjointement TFF3 et MUCS5B.
Dans ces cellules, les granules de sécrétion peuvent contenir soit TFF3 seul, soit MUCSB seule,
soit TFF3 et MUCSB. L'expression et la sécrétion de TFF3 et de MUCSB semblent donc étre

régulées de facon différente.
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E.VI Effet du peptide TFF3 recombinant dans le

modele de culture a l'interface air / liquide

Nous avons vu que le peptide TFF3 ne semble pas avoir d'effets sur la croissance de
Staphylococcus aureus. 11 est capable d'induire une augmentation de la migration des cellules de
I'épithélium respiratoire de surface humain, mais cet effet est tres faible comparé a 1'effet
motogene de 'EGF. Afin de déterminer le rdle joué par le peptide TFF3 dans les voies aériennes
humaines, nous avons étudié l'effet de 1'addition du peptide TFF3 recombinant dans le modele
de culture a l'interface air / liquide. Pour cela, nous avons ajouté le peptide TFF3 au milieu
basolatéral de nos cultures au moment du passage a l'interface air / liquide (jour 0), et nous 1'y
avons maintenu jusqu'a un stade de différenciation précoce (jour 15), intermédiaire entre le

stade 2 et le stade 3.

Ce traitement a été appliqué en présence et en absence d'EGF, afin d'étudier les éventuelles
interférences avec la voie de signalisation de I'EGF. Dans le méme but, le traitement par le
peptide TFF3 a également été réalisé en absence d'EGF, mais en présence de tyrphostine AG

1478, qui est un inhibiteur puissant et spécifique du récepteur HER1 (récepteur de I'EGF).

E.VI.1 Quantification des cellules ciliées, basales

et sécrétoires.

Dans les différentes conditions testées, les cellules ciliées ont été identifiées par
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immunomarquage de la tubuline B, puis quantifiées. Pour le comptage des cellules basales, le
marquage de la cytokératine 13 a été utilisé, alors que les cellules caliciformes ont été
identifiées par marquage de MUCSAC. Nous avons €également utilisé le facteur de transcription

FOXIJ1 pour quantifier les noyaux des cellules en cours de ciliogenese.

L'addition du peptide TFF3 recombinant (2 uM) dans le milieu de différenciation n'induit pas de
modification significative du nombre de cellules ciliées: dans les cultures ayant recu TFF3. On
compte, apres 15 jours de culture, 26,4 (15,21; 29,42) cellules positives pour la tubuline 3 par
millimetre d'épithélium contre 25,44 (14,81;31,11) cellules ciliées par millimetre dans les
cultures témoin (p=0,41). L'expérience a été réalisée de facon indépendante sur trois cultures

issues de polypes nasaux différents.

Le milieu de différenciation que nous utilisons est congu pour optimiser la différenciation des
cellules de 1'épithélium respiratoire de surface humain. Il est donc compréhensible que 1'addition
d'un facteur supplémentaire n'a pas d'effet. Nous avons donc réitéré cette expérience en utilisant
cette fois un milieu de différenciation dans lequel I'EGF n'a pas été ajouté. En dehors de cette
omission volontaire, la composition de ce milieu est identique a celle du milieu de

différenciation utilisé précédemment.

Dans ces conditions, 1'ajout de TFF3 n'induit pas de modification significative du nombre de
cellules positives pour la cytokératine 13 apres 15 jours de culture a l'interface air / liquide: on
dénombre 38,9 (31,6;50,7) cellules basales par millimetre d'épithélium dans les cultures témoins
contre 52,4 (40,0;68,5) cellules basales par mm dans les cultures ayant recu le peptide TFF3
(p=0,28). Le nombre de cellules caliciformes n'est pas non plus significativement modifié par ce
traitement, puisqu'on compte 1,8 (1,4;2,9) cellules marquées pour MUCSAC par mm

d'épithélium dans les cultures témoins contre 1,4 (0,6;2,0) cellules MUCSAC+ par mm dans les
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Figure 36: Effet de TFF3 sur la différenciation des cellules
ciliées au jour 15 en culture a l'interface air / liquide

A: Le peptide TFF3 recombinant ajouté aux cultures a l'interface air / liquide en
absence d'EGF induit une augmentation significative du nombre de cellules ciliées
(marquées par la tubuline B) par millimetre d'épithélium au quinzieme jour de
culture.

B: L 'addition du peptide TFF3 recombinant dans le modele de culture air / liquide
sans EGF induit une augmentation significative de la densité de noyaux marqués
par le facteur de transcription FOX]1, indiquant une augmentation du nombre de
cellules en cours de ciliogenese.

Les colonnes représentent les médianes, et les barres d'erreur représentent les
premier et troisieme quartiles.

*: p<0,05.
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cultures traitées par le peptide TFF3 (p=0,26).

Par contre, nous avons constaté une augmentation significative du nombre de cellules ciliées
apres traitement continu par le peptide TFF3 recombinant pendant 15 jours: le nombre de
cellules marquées par la tubuline 3 par mm d'épithélium est augmenté d'un facteur de 2,8
(2,4;2,9) dans les cultures traitées par rapport aux cultures témoin correspondantes (p<0,05)

(Figure 36 A).

Ce résultat est confirmé par I'augmentation du nombre de cellules en cours de ciliogenese,
évalué a l'aide du marquage du facteur de transcription FOXJ1: le nombre de noyaux positifs
pour ce marqueur par mm d'épithélium est multipli€é par un facteur de 4,1 (2,9;5,0) dans les
cultures ayant recu le peptide TFF3 recombinant, par rapport aux cultures témoin

correspondantes (p<0,05) (Figure 36 B).

Ces résultats indiquent que 1'ajout de TFF3 recombinant dans le modele de culture a l'interface
air / liquide permet d'augmenter spécifiquement la différenciation des cellules ciliées en
absence d'EGF. L'absence d'effet du peptide TFF3 en présence de 'EGF suggere que ces deux

facteurs partagent des voies de signalisation communes.
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Figure 37: Effet de TFF3 sur la ciliogenese au jour 15

1 et 2: Au jour 15 dans le modele de culture a l'interface air /liquide en absence
d'EGF, I'observation en microscopie électronique a transmission montre que la
surface des cultures présente principalement de longues microvillosités (2, fleche
blanche) et des cils immatures (2, fleche noire).

3 et 4: Les cultures réalisées en absence d'EGF, mais en présence du peptide
TFF3 recombinant présentent des cils matures (4, fleche noire) et on peut
observer des corps basaux en cours de migration vers la membrane apicale (4,
fleche blanche).

1 et 3: grossissement initial x 3000

2 et 4: grossissement initial x 7000

Barres d'échelle: 3 um
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E.V1.2 Observation des marqueurs

ultrastructuraux de la ciliogenese

La ciliogenese est caractérisée au niveau sub-cellulaire par la migration vers la membrane
apicale des structures a partir desquelles se développent les cils: les corps basaux. Nous avons
donc examiné les cultures a l'interface air / liquide réalisées en absence d'EGF, avec ou sans
addition du peptide TFF3, a la recherche de telles structures. L'observation a été réalisée au
début de la différenciation, apres 15 jours de culture (étape intermédiaire entre 1'épithélium

stratifié transitoire et 1'épithélium pseudostratifié mature), comme décrit précédemment.

La surface des cultures réalisées en absence d'EGF et sans TFF3 présente majoritairement de
longues microvillosités et des cils immatures caractérisés par l'absence de structure du type
«9+2 ». Dans ces cultures, nous n'avons pas observé de corps basaux en migration. A l'inverse,
les cultures ayant recu le peptide TFF3 recombinant en absence d'EGF portent de nombreux cils

matures, et des corps basaux en formation et/ou en migration sont observables (Figure 37).

Ces résultats confirment au niveau sub-cellulaire 1'augmentation de la différenciation des
cellules ciliées induite par le peptide TFF3 apres 15 jours de culture a l'interface air / liquide en
absence d'EGF. La présence de nombreux cils matures indique une fonctionnalité accrue des
cellules ciliées, alors que les corps basaux en migration révele l'existence d'un processus de
ciliogenese actif dans les cultures ayant recu le peptide TFF3. A l'inverse, les cellules n'ayant
pas recu ce peptide sont moins fonctionnelles (cils immatures et microvillosités) et ne montrent

pas de signe de ciliogenese active.
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Figure 38: Effets de TFF3 sur la fonctionnalité de
I'épithélium au jour 15 en culture a l'interface air / liquide

A: Le peptide TFF3 recombinant ajouté aux cultures a l'interface air / liquide en
absence d'EGF n'induit pas de variation significative de la résistance trans-épithéliale
au jour 15.

B: L 'addition du peptide TFF3 recombinant dans le modele de culture air / liquide
sans EGF induit une augmentation faible mais statistiquement significative de la
fréquence de battement des cils.

Les colonnes représentent les médianes, et les barres d'erreur représentent les
premier et troisieme quartiles.

*: p<0,05.
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E.VI.3 Parametres fonctionnels: battement

ciliaire, perméabilité

Nous avons vu que l'addition du peptide TFF3 recombinant en absence d'EGF est capable
d'augmenter le nombre de cellules ciliés et de cellules en cours de ciliogenese, et favorise
I'apparition des marqueurs ultrastructurels des cellules ciliées fonctionnelles. Nous nous
sommes donc ensuite naturellement penchés sur les effets de TFF3 sur la fonctionnalité de
I'épithélium. Nous avons choisi d'étudier la résistance trans-épithéliale, reflet de la
jonctionnalité de 1'épithélium et donc de sa fonction de barriere, et la fréquence de battement

des cils, qui reflete la fonction de clairance mucociliaire (Figure 38).

La résistance trans-épithéliale, mesurée sur les cultures issues de 8 polypes différents, est de
1560 (1475,5;1942,5) Q dans les cultures réalisées en absence d'EGF, sans addition de TFF3,
contre 1895 (1667,5;1940) Q dans les culture sans EGF mais traitées par le peptide TFF3

recombinant. Cette tres 1égere augmentation n'est pas statistiquement significative (p=0,26).

A l'inverse, La fréquence de battement des cils est de 8,9 (7,9;9,9) Hz dans les cultures ayant
recu le peptide TFF3, ce qui constitue une augmentation significative (p<0,05) par rapport a la

fréquence observée dans les cultures témoins, qui n'est que de 7,8 (7,4;8,6) Hz.

Ces données démontrent que l'addition du peptide TFF3 dans les cultures a l'interface
air / liquide réalisées en absence d'EGF induit une augmentation spécifique de la fonction
défensive de clairance mucociliaire, par 1'intermédiaire d'une augmentation de la fréquence de
battement des cils. La perméabilit¢ de 1'épithélium aux ions, par contre, n'est pas

significativement altérée.

120



¥}
tn
1

w
1

Y
tn
1

M
1

|
un
1

Cellules ciliées par mm
(rapporté au témoin)

=
L

o
wn
L

e

Témoin + AG-1478 + TFF3 + TFF3
+ AG-1478

Figure 39: Effet de I'inhibition de I'EGF-R sur I'action du
peptide TFF3

Dans le modele de culture a l'interface air / liquide, I'ajout de I'inhibiteur de I'EGF-R
AG-1478 (+AG-1478) n'induit pas de variation de la densité de cellules ciliées
(marquées par la tubuline B) au jour 15. L'ajout du peptide trifolié TFF3
recombinant (+ TFF3) induit une augmentation significative du nombre de cellules
ciliées par millimetre d'épithélium. Cette augmentation est totalement inhibée par
['ajout de l'inhibiteur AG-1478 conjointement au peptide TFF3 (+TFF3, +AG-
1478).

Les colonnes représentent les médianes, et les barres d'erreur représentent les
premier et troisieme quartiles.

*: p<0,05
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E.VI1.4 Effet de l'inhibition du récepteur de I'EGF

Le peptide TFF3 recombinant n'augmente pas le nombre de cellules ciliées lorsqu'il est ajouté
aux cultures a l'interface air / liquide réalisées en présence d'EGF. Ceci suggere que le peptide
TFF3 pourrait partager des voies de signalisation communes avec 1'EGF. Pour éclaircir la nature
de ces interactions, nous avons employé un inhibiteur puissant et spécifique du récepteur de
I'EGF HERI1 (EGF-R), la tyrphostine AG-1478, dans des cultures a l'interface air /liquide
réalisées en 1'absence d'EGF, avec ou sans addition de TFF3. Dans ces différentes conditions,

nous avons quantifié les cellules ciliées grace a I'immunomarquage de la tubuline [3 (Figure 39).

Le traitement des cultures cellulaires réalisées sans EGF par l'inhibiteur de HER1 n'induit pas
de changement significatif dans le nombre de cellules ciliées par mm d'épithélium apres 15
jours de culture a l'interface air / liquide (8,1 (4,0; 15,2) cellules ciliées par mm dans les cultures

traitées, contre 7,4 (7,2;13,9) cellules ciliées par mm dans les controles).

L'addition du peptide TFF3 recombinant dans les mémes conditions induit une augmentation
d'un facteur 2,7 (2,3;3,0) du nombre de cellules positive pour la tubuline [3 par mm d'épithélium

(p<0,05).

Lorsque I'on ajoute en méme temps le peptide TFF3 et 1'inhibiteur de 'EGF-R, le nombre de
cellules ciliées observées par millimetre de lame basale est similaire a celui observable dans les
cultures témoins, et significativement plus faible que dans les cultures ayant recu le peptide
TFF3 seul (10,1 (9,8;18,4) cellules ciliées par millimetre dans les cultures ayant recu TFF3 et
I'inhibiteur AG 1478 contre 18,6 (16,7;40,2) cellules ciliées par mm dans les cultures ayant recu

le peptide TFF3 seul).
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Ces résultats confirment I'augmentation du nombre de cellules ciliées induite par 1'ajout du

peptide TFF3 recombinant.

L'inhibiteur AG 1478 seul n'a pas d'effet sur le nombre de cellules ciliées lorsqu'il est ajouté
dans les cultures a l'interface air / liquide réalisées en absence d'EGF. Par contre, lorsqu'il est
ajouté dans les cultures réalisées sans EGF mais avec le peptide TFF3 recombinant, il inhibe
I'augmentation du nombre de cellules ciliées, annulant completement 1'effet du peptide TFF3.
Ceci suggere que l'augmentation du nombre de cellules ciliées induite par le peptide TFF3

recombinant requiert l'activation du récepteur a I'EGF.
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F Discussion: implications des mucines et des
TFF dans la physiologie et les pathologies
de I'épithélium respiratoire

Nous montrons que les modeles de xénogreffe bronchique humanisée et de culture a l'interface
air / liquide permettent de reproduire toutes les étapes de la régénération de I'épithélium
respiratoire de surface humain, jusqu'a la différenciation complete d'un épithélium
pseudostratifié mucociliaire fonctionnel. Les étapes de la régénération de 1'épithélium
respiratoire humain dans le modele de xénogreffe bronchique humanisée ont ét€ décrites
précédemment (Dupuit er al.,, 2000). Nous avons ici démontré que la régénération de
1'épithélium respiratoire de surface humain dans le modele de culture a l'interface air / liquide
suivait les mémes étapes que la régénération de I'épithélium respiratoire humain in vivo. Dans
ce modele, les cellules caliciformes sont plus rares que dans le modele de xénogreffe, et leur
taille est réduite. Ceci peut s'expliquer par l'absence, dans le modele in vitro de culture a
l'interface air / liquide, des facteurs sécrétés par la sous-muqueuse et les cellules immunitaires,
notamment les facteurs pro-inflammatoires dont l'importance dans la différenciation des

cellules sécrétoires de 1'épithélium respiratoire est bien établie (Ahlstedt et Enander, 1987;

Evans et al., 2004).

Nous avons également démontré que les mucines dites membranaires MUC1 et MUC4 sont
exprimées des les premieres étapes de la régénération dans le modele de culture a l'interface
air / liquide, leur transcription augmente graduellement au cours de la différenciation. MUC1

est toujours et exclusivement présente au niveau des membranes cellulaires exposées vers la
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lumiere des voies respiratoires, quel que soit le stade considéré. Ses propriétés anti-adhésives
pourraient lui permettre de jouer un rdle dans la mise en place de 1'épithélium stratifié
transitoire (stade 2). Elle pourrait aussi jouer un role dans la défense de 1'épithélium, en
diminuant 1'adhérence des contaminants inhalés (bactéries ou particules). Ce rdle pourrait étre
particulierement important durant les premicres étapes de la régénération (stade 1 et stade 2),
car le mécanisme d'élimination des contaminants par clairance mucociliaire n'est alors pas

encore en place.

Nous avons détecté MUC4 dans le cytoplasme de toutes les cellules au stade 1, dans le
cytoplasme des cellules malpighiennes de surface au stade 2, et dans toutes les cellules de
I'épithélium pseudostratifié différencié. Aucune localisation membranaire de cette mucine n'a
pu étre mise en évidence. A notre connaissance, aucune preuve d'une localisation de MUC4 a la
membrane plasmique des cellules de 1'épithélium respiratoire n'a été publiée. Une localisation

cytoplasmique de cette mucine dans l'appareil respiratoire est notamment décrite par (Lopez-

Ferrer et al., 2001) et par (Llinares et al., 2004). 11 est possible que MUC4 soit présente dans la
membrane d'organites cytoplasmiques spécifiques, mais le role de cette mucine dans la

physiopathologie de I'épithélium respiratoire reste mal connu.

Les mucines MUC1 et MUC4 gardent la méme localisation a toutes les étapes de la
régénération et de la différenciation de 1'épithélium respiratoire humain dans les modeles de
xénogreffe et de culture a l'interface air / liquide, ce qui suggere qu'elles ne jouent pas de role

spécifique dans une étape particuliere.

Nous nous sommes donc plus particulierement orientés vers 1'étude des mucines sécrétoires

MUCSAC et MUC5B. Nous avons démontré que les ARN messagers de ces deux mucines sont
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exprimés a un faible niveau dans 1'épithélium stratifié transitoire (stade 2), alors méme que les
protéines correspondantes ne sont pas détectables par marquage immunologique. Ces ARN sont
transcrits plus tardivement, dans 1'épithélium pseudostratifié bien différencié (stade 3). En cas
de différenciation sécrétoire importante, comme dans le modele de xénogreffe, la transcription
de MUCSAC et MUCSB augmente encore dans 1'épithélium bien différencié (stade 3). Par
contre, lorsque les conditions environnementales n'induisent pas de différenciation
mucosécrétoire importante, comme dans le modele de culture a l'interface air-liquide, la
transcription des mucines sécrétoires reste stable, e¢ MUC5AC et MUCSB sont produites a
partir du stock d'’ARN messagers existant. Dans tous les cas, la transcription de MUCS5AC reste
faible, au point que les ARN messagers sont indétectables dans le modele de culture a I'interface
air / liquide, malgré une production et une sécrétion active de la protéine correspondante. Ceci

suggere une forte régulation post-transcriptionnelle positive de 'expression de cette mucine.

Les différences dans les profils d'expression de MUCSAC et de MUCSB entre le modele de
xénogreffe et les cultures a l'interface air / liquide peuvent s'expliquer par l'absence, dans ce
dernier modele, de facteurs inflammatoires produits par la sous-muqueuse ou les cellules
immunitaires, dont l'importance pour la production des mucines sécrétoires est démontrée

(Elsheikh et Mahfouz, 2006; Fischer et Voynow, 2002; Jonckheere e? al., 2004; Smirnova et

al., 2000; Smirnova et al., 2001; Smirnova et al., 2002).

Nous démontrons également que les peptides trifoliés TFF1 et TFF2 ne sont détectables a aucun
stade de la régénération ou de la différenciation dans les modeles de xénogreffe et de culture a
I'interface air / liquide. Ils ne jouent donc probablement pas un role majeur dans la régénération
normale de 1'épithélium respiratoire. L'expression de TFF1 décrite dans les tissus respiratoires

de patients atteints de mucoviscidose, de bronchite ou de carcinome bronchique (dos Santos

125



Discussion: implications des mucines et des TFF dans la physiologie et les pathologies de I'épithélium respiratoire

Silva et al., 2000) pourrait donc correspondre a des situations pathologiques particulieres.

Le peptide TFF3, par contre, est fortement exprimé par I'épithélium pleinement régénéré et
différencié dans les modeles de xénogreffe et de culture a l'interface air / liquide. Cette situation
est similaire a ce que 1'on peut observer au niveau de 1'intestin, organe dans lequel TFF3 joue un

role crucial dans le maintien de l'intégrité mucosale.

Tous ces résultats concordent avec la localisation des TFF et des mucines que nous avons
observé dans I'épithélium respiratoire humain in vivo, confirmant la validité des modeles de
xénogreffe et de culture a l'interface air / liquide pour évaluer le role des peptides trifoliés au

cours de la régénération de I'épithélium humain.

Les profils de transcription de TFF3 dans les modeles de xénogreffe et de culture a l'interface
air / liquide different moins que ce que nous avons observé pour les mucines. Ceci suggere que
I'expression du peptide TFF3 n'est pas principalement contrdlée par 1'inflammation, soutenant
I'hypotheése d'un role important de ce peptide dans la physiologie de I'épithélium respiratoire

humain, indépendamment des influences exogenes.

TFF1 et TFF3 sont capables de se lier a Staphylococcus aureus, et il a ét€ suggéré qu'ils
pourraient jouer un role antibactérien (dos Santos Silva et al., 2000). TFF3 étant exprimé et
sécrété par les cellules de 1'épithélium respiratoire humain in vivo et dans nos deux modeles de

régénération, son role pourrait étre la lutte contre les bactéries pathogenes inhalées.

Nous avons testé cette hypothese en utilisant la souche de référence de Staphylococcus aureus
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8325-4. Le peptide TFF3 recombinant n'a aucun effet sur la croissance de cette souche
bactérienne. Il est cependant possible que ce peptide trifolié joue un réle dans la lutte contre les
contaminants bactériens dans l'appareil respiratoire in vivo, grace a une association avec un ou
plusieurs autres facteurs. Il est aussi possible que TFF3 ait une activité antibactérienne dirigée

contre d'autres souches ou d'autres especes microbiennes.

Pour pouvoir écarter I'hypothese d'un peptide recombinant inactif, nous avons testé l'activité
biologique du peptide TFF3 recombinant que nous avons utilisé. A ce jour, les seuls tests
existants pour tester l'activité biologique du peptide TFF3 sur des cellules de 1'épithélium

respiratoire sont des test de migration réalisés sur des lignées cellulaires (Chwieralski ef al.,

2004; Oertel et al., 2001).

Nous avons ici démontré que le peptide TFF3 humain recombinant est également capable
d'induire la migration des cellules fraichement dissociées de 1'épithélium respiratoire humain,
confirmant l'activité biologique du peptide que nous avons employé. In vivo, le peptide TFF3
pourrait donc favoriser la migration des cellules de la bordure vers le centre d'un Iésion,

participant ainsi a la régénération de 1'épithélium respiratoire.

Cependant, nous avons aussi montré que l'effet motogene de TFF3 est tres faible comparé a
celui de I'EGF. Cet effet motogene n'est donc probablement pas le role principal de ce peptide

dans 1'épithélium respiratoire in vivo.

Dans les modeles de xénogreffe bronchique humanisée et de culture a l'interface air / liquide, le
peptide trifolié TFF3 est produit par les cellules caliciformes de 1'épithélium pseudostratifié bien

différencié. Il a été démontré que l'expression de ce peptide augmente en bordure des 1ésions
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dans l'appareil digestif (Taupin et al., 2001), suggérant un rdle paracrine dans la régénération
de la 1ésion adjacente. Nous avons mimé la production de TFF3 par les cellules bordant la 1ésion
en ajoutant le peptide TFF3 recombinant dans le modele de culture a l'interface air / liquide des

la premiere étape de la régénération (stade 1, jour 0).

Dans le milieu de différenciation complet et optimal, 1'addition du peptide TFF3 recombinant
n'a pas d'effet détectable. Lorsque nous avons réitéré cette expérience en utilisant un milieu de
différenciation sans EGF, nous avons observé que le peptide TFF3 recombinant induit une
augmentation du nombre de cellules ciliées (tubuline [3) et du nombre de cellules en cours de
ciliogenese (FOXJ1). Cette augmentation de la différenciation des cellules ciliées est observée
également au niveau sub-cellulaire par l'apparition précoce de marqueurs ultrastructuraux de la

ciliogenese (corps basaux en migration).

Ces résultats indiquent que le peptide TFF3 recombinant favorise la différenciation des cellules
ciliées en agissant en amont de la migration des corps basaux et de leur ancrage a la membrane

apicale.

L'effet du peptide TFF3 recombinant semble spécifique de la différenciation ciliée, comme le
montre la quantification des cellules basales et caliciformes. Il est cependant possible que
l'absence d'effets sur la différenciation sécrétoire soit due a 1'absence dans ce modele de facteurs
normalement présents in vivo dans le mésenchyme, qui pourraient &tre nécessaires a cette

différenciation.
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Nous avons aussi montré que 1'augmentation de la différenciation des cellules ciliées induite par
l'ajout de TFF3 exogene se traduit au plan fonctionnel par une augmentation de la fréquence des

battements ciliaires.

Le peptide TFF3 recombinant n'induit pas de modification significative de la perméabilité de
1'épithélium aux ions. A ce stade (jour 15), 1'épithélium est déja bien jonctionnel et assure une
bonne protection physique, comme le montre la résistance trans-épithéliale élevée. De plus, les
transports ioniques a travers I'épithélium sont étroitement régulés, et toute modification pourrait
conduire a un déséquilibre altérant potentiellement I'hydratation de la surface de 'épithélium, et

donc la clairance mucociliaire in vivo.

L'ensemble de ces résultats suggere que le peptide TFF3, par l'intermédiaire de 1'augmentation
du nombre de cellules ciliées et de la fréquence de battement des cils sans altération de
I'hydratation du mucus, pourrait in vivo conduire a une amélioration importante de la fonction

de clairance mucociliaire dans I'épithélium respiratoire incompletement régénéré.

Nous avons observé que le peptide TFF3 est tres résistant a la dégradation par les protéases des
polynucléaires neutrophiles. Cette caractéristique pourrait lui permettre de jouer son role
efficacement méme en cas de forte réponse immunitaire, fréquemment rencontrée in vivo en cas

de Iésion de 1'épithélium respiratoire.

L'épithélium respiratoire est tres fréquemment agressé, et une meilleure défense mucociliaire
précoce au cours de sa régénération pourrait éviter 1'apparition de nouvelles 1ésions, conduisant

a une amélioration globale de la fonction respiratoire.

Ces propriétés du peptide trifolié TFF3 pourraient étre particulierement importantes dans les
pathologies de I'épithélium respiratoire comme la mucoviscidose, la bronchite chronique et

I'asthme, dans lesquels une grande proportion de I'épithélium respiratoire est incompletement
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différencié de facon chronique et qui présentent une réponse immunitaire tres forte.

Nous avons ensuite étudié les voies de signalisation impliquées dans 1'effet du peptide TFF3 sur
la différenciation des cellules ciliées. De nombreux liens ont été établis entre les voies de
signalisation empruntées par les TFF et le récepteur de 'EGF (EGF-R, ou HER1) (Chwieralski
et al., 2004; FitzGerald et al., 2004; Oertel et al., 2001; Rodrigues ef al., 2003). Nous avons
donc utilisé un inhibiteur spécifique de ce récepteur, la tyrphostine AG 1478, dans le modele de

culture a l'interface air / liquide sans EGF, avec ou sans addition de TFF3 exogene.

Nous avons démontré que I'ajout de la tyrphostine AG 1478 seule, en absence d'EGF et de TFF3,
n'induit pas de variation de la densité des cellules ciliées au jour 15 dans le modele de culture a

l'interface air / liquide.

L'ajout de TFF3 seul induit une augmentation significative du nombre de cellules ciliées par

millimetre d'épithélium, comparable a ce que nous avions observé précédemment.

L'ajout de la tyrphostine AG 1478 conjointement au peptide TFF3 recombinant inhibe

completement 1'effet de ce dernier.

L'effet de la tyrphostine AG 1478 correspond bien a une inhibition spécifique de I'action du

peptide TFF3, comme le montre I'absence d'effet de I'inhibiteur lorsqu'il est ajouté seul.

Ces résultats suggerent que l'augmentation de la densité de cellules ciliées provoquée par le

peptide TFF3 nécessite 1'activation du récepteur HER1.

Le peptide TFF3 est incapable de se lier directement au récepteur HER1 (Otto et Thim, 2005).
Son action pourrait donc impliquer la production d'un ligand endogene de ce récepteur par les

cellules épithéliales. Il est également envisageable que l'activation de 1'EGF-R par le peptide
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TFF3 nécessite un co-récepteur. TFF3 est capable de se lier aux mucines; ces dernicres

pourraient donc jouer ce role de co-récepteurs in vivo.
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Nous avons démontré que le peptide trifolié TFF3 et les mucines sécrétoires MUCSAC et
MUCSB sont exprimés et sécrétés par 1'épithélium respiratoire de surface humain bien
différencié dans deux modeles de régénération, ex vivo (xénogreffe bronchique humanisée) et in
vitro (culture a l'interface air/liquide). Leur expression au cours de la différenciation de
I'épithélium est régulée différemment, indiquant des roles distincts pour chacun de ces trois
facteurs: MUCSAC et MUCSB, dont la transcription est fortement dépendante de
I'environnement, joueraient plutot un role de protection, alors que TFF3 pourrait avoir un role

plus actif dans la régénération et la différenciation de 1'épithélium respiratoire.

La mucine MUCI est exprimée des le premier stade de la régénération dans le modele de
xénogreffe, et est présente exclusivement dans les membranes cellulaires exposées vers la
lumiere de la trachée. Elle pourrait jouer un role dans la mise en place de 1'épithélium transitoire

et dans la protection précoce contre les contaminants inhalés, grace a ses propriétés anti-

adhésives.

Le peptide TFF3 recombinant intervient dans la mise en place précoce du mécanisme de
clairance mucociliaire, en favorisant la différenciation rapide des cellules ciliées par une voie
dépendant de 1'activation du récepteur de 'EGF. Nous proposons que le peptide trifoliés TFF3,
sécrété par 1'épithélium différencié en bordure des zones l€sées, pourrait participer au

rétablissement rapide d'un épithélium fonctionnel apres une l1ésion (Figure 40).

En ajoutant le peptide trifolié TFF3 recombinant de fagon exogeéne, nous avons mimé la
sécrétion du peptide TFF3 par I'épithélium différencié situé autour d'une 1ésion. La participation

des cellules différenciées bordant une lésion pourrait étre évaluée de facon plus précise en
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Figure 40: Role de TFF3 et des mucines sécrétoires dans la
régénération de I'épithélium respiratoire de surface humain

Nous proposons que le peptide TFF3 sécrété par les cellules caliciformes intactes
bordant une Ilésion de ['épithélium respiratoire de surface pourrait activer les
récepteurs a I'EGF exposés par les cellules de la zone lésée. Le peptide TFF3
accélérerait ainsi le rétablissement de I'épithélium différencié grace a ses effets sur
la migration et la différenciation cellulaires. Les mucines pourraient jouer le role de
co-récepteurs, permettant I'activation de I'EGF-R par le peptide TFF3.
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étudiant la régénération de 1ésions expérimentales de 1'épithélium différencié (stade 3) dans le
modele de culture a l'interface air/liquide et dans le modele de xénogreffe bronchique

humanisée.

Afin de mieux comprendre les effets de TFF3 dans les processus de régénération et de
différenciation de 1'épithélium respiratoire, il est maintenant essentiel d'étudier plus précisément
les voies de signalisation impliquées dans l'action du peptide TFF3. Ceci pourrait étre réalisé
dans le modele de régénération de 1'épithélium respiratoire humain a l'interface air / liquide, en
utilisant des inhibiteurs spécifiques des différents intermédiaires de signalisation, comme les

MAP kinases ou akt, ou en étudiant l'activation de ces intermédiaire apres ajout de TFF3.

Pour étudier la participation de la sécrétion endogene du peptide TFF3 dans les modeles de
xénogreffe bronchique humanisée et de culture a l'interface air / liquide, nous avons obtenu, en
collaboration avec 1'équipe du Dr Podolsky et le Génethon (Evry, France), un vecteur lentiviral
permettant I'expression du peptide TFF3. Ce vecteur sera utilis€ pour transfecter les cellules
fraichement dissociées de 1'épithélium respiratoire humain, qui seront ensuite ensemencées dans
les modeles de régénération, permettant d'évaluer les effets d'une expression endogene précoce

du peptide trifolié TFF3.

L'inhibition de la production endogene de ce peptide pourrait également permettre de mieux
comprendre son implication dans les mécanismes de régénération et de différenciation. Cette
étude pourrait étre effectuée en utilisant dans les modeles de xénogreffe et de culture a
I'interface air/liquide des cellules de 1'épithélium respiratoire humain transfectées par un
vecteur permettant la syntheése d'ARN interférents inhibant spécifiquement la production de

TFF3.
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Dans le modele de culture a l'interface air/liquide, les cellules caliciformes sont peu
nombreuses et de petite taille. Ceci correspond probablement a la morphologie d'un épithélium
respiratoire de surface établi en absence d'infection et de facteurs inflammatoires. L'ajout des
médiateurs de l'inflammation dans ce modele pourrait donc étre utilisé afin d'évaluer
précisément les effets de ces facteurs sur la régénération de 1'épithélium respiratoire humain.
Les résultats préliminaires que nous avons obtenus suggerent que l'interleukine 1 3 est capable
d'induire une sécrétion trés importante de mucus dans ce modele, suggérant une augmentation
de la production de mucines et de TFF3, qui pourrait favoriser in vivo la régénération rapide de
I'épithélium. Le peptide TFF3 pourrait également favoriser la différenciation ciliée de
I'épithélium et ainsi contrebalancer I'hyperplasie sécrétoire généralement observée en cas
d'inflammation, permettant le rétablissement rapide de la fonction de clairance mucociliaire. Il a
été démontré que l'interleukine 13 favorise la différenciation sécrétoire au détriment de la
différenciation ciliée, ce qui pourrait participer a I'accumulation de mucus dans des pathologies

respiratoires comme l'asthme ou les bronchopneumopathies chroniques obstructives (Laoukili

et al, 2001). Dans de telles pathologies, I'apport exogene du peptide TFF3 pourrait permettre de
rétablir I'équilibre entre différenciation ciliée et différenciation sécrétoire, améliorant la fonction

de clairance mucociliaire

L'étude de l'expression du peptide TFF3 dans les pathologies chroniques de I'épithélium
respiratoire pourrait également permettre de mettre en évidence des anomalies dans la
production de ce peptide, notamment en cas de différenciation incomplete prolongée de
I'épithélium respiratoire (métaplasie malpighienne), ouvrant la voie a des thérapies
régénératives basées sur l'administration de peptide TFF3 exogene. Dans la mucoviscidose, en

particulier, de nombreux remaniements ont été décrits a un stade avancé de la maladie, se

traduisant par une hyperprolifération cellulaire et surtout par une métaplasie malpighienne de
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I'épithélium respiratoire de surface, qui pourraientt correspondre a une régénération incomplete
de I'épithélium 1ésé par les agressions bactériennes, tres fréquentes dans cette pathologie. Nous
avons de plus démontré, dans un modele de régénération en xénogreffe bronchique, que les
cellules de 1'épithélium mucoviscidosique présentent un retard de régénération par rapport aux
cellules de 1'épithélium respiratoire normal (Hajj er al., 2006b) Il serait donc tres intéressant
d'évaluer le bénéfice de 1'apport de TFF3 exogene dans la régénération et la différenciation de

1'épithélium respiratoire mucoviscidosique.

Dans une telle perspective, il est crucial de connaitre les interactions entre les effets de TFF3 et
les facteurs apportés par la sous-muqueuse, le systtme immunitaire et la circulation sanguine.
Les effets du peptide trifolié TFF3 devront donc étre étudiés dans des modeles permettant de
rendre compte de 1'influence de ces facteurs, soit individuellement en réalisant des co-cultivant
les cellules épithéliales de surface avec des fibroblastes ou des cellules immunitaires dans le
compartiment basal dans le modele de culture de cellules épithéliales de surface a l'interface
air / liquide, soit dans le modele de xénogreffe bronchique humanisée qui mime les interactions
entre tous ces facteurs. Enfin, des études sur l'effet de 1'ajout de TFF3 exogéne pourront étre

menées dans des modeles in vivo de 1ésion de I'épithélium respiratoire chez I'animal.

Afin de mieux comprendre les mécanismes d'action de TFF3, et dans la perspective de
l'utilisation de TFF3 dans des thérapies régénératives, il sera nécessaire de déterminer les
parametres optimums d'action de ce peptide. La concentration de TFF3 optimale pourra étre
évaluée dans un premier temps par étude de courbes de réponse dans le modele de culture a
l'interface air / liquide et de xénogreffe bronchique humanisée. Une telle étude est actuellement

en cours dans le modele de régénération a l'interface air / liquide.
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Abstract

Human airway surface epithelium is frequently damaged by inhaled factors (viruses, bacteria,
xenobiotic substances) as well as by inflammatory mediators that contribute to the shedding of
surface epithelial cells. To regain its protective function, the epithelium must rapidly repair and
redifferentiate. The Trefoil Factor Family (TFF) peptides are secretory products of many mucous
cells. TFF3, the major TFF in the airways, is able to enhance airway epithelial cell migration, but
the role of this protein in differentiation has not been defined. To identify the specific role of TFF3
in the differentiation of the human airway surface epithelium, we analyzed the temporal expression
pattern of TFF3, MUC5AC and MUCS5B mucins (goblet cells) and ciliated cell markers B-tubulin
(cilia) and FOXJ1 (ciliogenesis) during human airway epithelial regeneration using in vivo
humanized xenograft and in vitro air-liquid interface (ALI) culture models. We observed that TFF3,
MUCSAC, MUCSB and ciliated cell markers were expressed in well-differentiated airway
epithelium. The addition of exogenous recombinant human TFF3 to epithelial cell cultures prior to
the initiation of differentiation resulted in no change in MUCS5AC or cytokeratin 13 (CK13, basal
cell marker) -positive cells, but induced an increase in the number of FOXJ1 positive cells and in
the number of B-tubulin-positive ciliated cells (p<0.05). Furthermore, this effect on ciliated cell
differentiation could be reversed by specific epidermal growth factor (EGF) receptor (EGF-R)
inhibition. These results indicate that TFF3 is able to induce ciliogenesis and to promote airway

epithelial ciliated cell differentiation, in part through an EGF-R dependent pathway.

Keywords

Human airway xenograft, airway air-liquid interface culture, airway epithelium, ciliated cell

differentiation, TFF3, mucins, FOXJ1.



Introduction

Surface airway epithelium is repeatedly damaged by inhaled noxious agents, such as viruses,
bacteria or xenobiotic substances, as well as by the associated inflammatory response. This results
in epithelial remodeling and desquamation leading to denuding of the basal lamina and loss of the
epithelial barrier function, which has to be restored rapidly.

In mammals, the Trefoil Factor Family (TFF) consists of three low molecular weight peptides
(TFF1: ~6.6 kDa; TFF2: ~11.6 kDa; TFF3: ~6.5 kDa) that share a TFF domain composed of three
intramolecular disulfide bridges. TFFs have been identified in various mucous epithelia and have
been attributed different functions in regeneration and tumorigenesis (review in [1]). The protective
role of TFF3 in the digestive apparatus has been clearly established [2-4]. Under physiological
conditions, TFF3 is the major TFF in the respiratory tract, being expressed by glandular and surface
mucous cells [5; 6]. TFFs are also able to bind to mucins, and can modulate mucus rheology [7].
Although a role for mucins [8] or EGF-R [9; 10] have been proposed in TFF signal transduction,
there are no molecular data published that unambiguously describe TFF receptors. Mucins (MUCs)
are very high molecular weight glycoproteins that can be classified in two main categories:
membrane-bound mucins (mainly MUC1 and MUC4) and secreted, mucus-forming mucins (mainly
MUC2, MUC5AC and MUCSB in the respiratory tract) (review in [11]). Secretory MUCs are
responsible for the mucus rheological properties that facilitate the elimination of pathogens through
mucociliary clearance[12] but they may also act as reservoir or as co-receptors as their heavy
glycosylation, von Willebrandt-type domains and receptor-like domains provide docking sites for
lectins [13] or growth factors [14; 15]. The aim of this study was to analyze the temporal expression
and secretion patterns of TTF3 relative to MUCS5AC and MUCS5B during airway epithelial
regeneration and to determine the specific role of TFF3 in epithelial differentiation.

To reproduce human airway epithelial regeneration and differentiation, we used two different



models: an in vivo open humanized tracheal xenograft model and an in vitro air-liquid interface
(ALI) primary human epithelial cell culture model, both mimicking the in vivo dynamics of
epithelial regeneration and allowing complete epithelial differentiation. In these models, as
previously demonstrated in animal models in vivo [16], epithelial cells migrate to cover the whole
area, then they proliferate and form a pluristratified (multi-layered undifferentiated) epithelium ,
and finally re-differentiate into a columnar, pseudostratified mucociliary epithelium. We show in
the present study that, in these models, TFF3 and secretory MUCs are increasingly expressed and
secreted by airway surface epithelial mucous cells, in which they are partially co-localized. We also
report that the addition of recombinant human TFF3 in the basal culture medium promotes ciliated
cell differentiation and ciliogenesis in the ALI cultures, as assessed by the appearance of
ultrastructural markers of ciliogenesis associated to an increase in the number of cells expressing
the ciliogenesis-related transcription factor FOXJ1 [17] in their nuclei. Furthermore, we
demonstrate that the specific EGF-R inhibitor 4-(3-Chloroanilino)-6,7-dimethoxyquinazoline
(tyrphostin AG-1478) could reverse TFF3-dependent induction of ciliated cell differentiation.
Taken together, these observations support the hypothesis that TFF3 is capable of promoting
ciliated cell differentiation in human airway epithelial cells through EGF-R and FOXJ1 signaling

pathways.

Material and Methods

Human surface airway epithelial cell isolation

Human surface airway epithelial cells were dissociated from bronchi or nasal polyps as previously
described [18]. Briefly, surgical pieces (obtained according to the L1245-2 article of Bioethical Law
94-654, new Public Health Code) were carefully rinsed with HEPES-buffered Roswell Park
Memorial Institute (RPMI)-1640 culture medium (Gibco BRL, Paisley, UK) supplemented with

penicillin (200 UI/mL) and streptomycin (200 ng/mL). Airway tissues were incubated with 0.1%



type XIV collagenase (Pronase E, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) in RPMI 1640-HEPES
overnight at 4°C. Epithelial cells were dissociated by agitation, numbered and either used in the in
vitro ALI culture model or amplified on plastic culture dishes in proliferation medium consisting of
DMEM/Ham F-12, 3/1 (Gibco BRL) supplemented with 0.87 pM bovine insulin, 65 nM human
transferrin, 1.6 nM rhEGF, 1.38 uM hydrocortisone, 30 nM retinyl acetate, 9.7 uM 3,3',5-triiodo-L-
thyronine, 2.7 uM epinephrine, 35 pg/mL bovine pituitary extract (BPE), 5 uM ethanolamine, 5
uM O-phosphorylethanolamine, 30 nM sodium selenite, 1 nM manganese chloride tetrahydrate, 5
nM ammonium vanadate, 1 nM nickel sulfate hexahydrate, 0.5 nM stannous chloride dihydrate
(Sigma Aldrich) then seeded in the in vivo xenograft model described below.

Humanized bronchial xenografts

The use of animals was authorized by the French Veterinary Services (N° A 51-454-5). Open
tracheal xenografts were performed as previously described [18]. Briefly, tracheae of adult Wistar
rats (weighing 220-250g) (Charles River France, Saint-Aubin-Lés-Elbeuf, France) were frozen at -
80°C, thawed and flushed with DMEM/Ham F12 medium to remove the rat surface epithelium.
Each end of the rat tracheae was then tied aseptically to sterile polyethylene tubing. Human airway
epithelial cells (1.10° cells/80pul in proliferation medium supplemented with 10% fetal calf serum,
or culture medium alone (control tracheae), were inoculated in epithelium-denuded rat tracheae that
were grafted subcutaneously (2 per mouse) into the flanks of 7 week-old female nude mice (Charles
River France) anaesthetized with an intraperitoneal injection of pentobarbital sodium (40mg/Kg)
(Centravet, Gondreville, France). Nude mice were housed under pathogen-free conditions. The
lumen of tracheal xenografts were flushed twice a week with serum-free DMEM/Ham F-12
medium (Gibco BRL) supplemented with 200 U/ml penicillin, 200 pg/ml streptomycin, 50 pg/ml
gentamicin, 2.5 pg/ml amphotericin, 420 U/ml colimycin to remove cell debris from the lumen.
Nude mice were euthanized by injection of a lethal dose of pentobarbital sodium after 4, 15 and 35

days of engraftment and xenografts were removed. A portion of each xenograft was used for



histological and immunohistochemical analyzes and remaining portion was processed for RNA
extraction.

Air-liquid interface (ALI) culture

Dissociated human airway epithelial cells were seeded on porous polyester membranes (3.10* cells
per membrane), in cell culture inserts (Transwell-clear, diameter 12 mm, 0.4 pum pores; Corning,
Acton, MA, USA) coated with human placenta collagen (Sigma-Aldrich) (0.2 mg/mL for 2 hrs at
room temperature (RT)). Cells were cultured in liquid-liquid conditions in the proliferation medium
until confluent (~1 week). Then the culture medium was removed from the upper compartment and
the epithelium was allowed to differentiate by using the differentiation medium consisting of 1:1
DMEM (GIBCO) and bronchial epithelial basal medium (BEBM) (Clonetics, Cambrex, East
Rutherford, NJ, USA) with the Clonetics complements for hEGF (0.5 ng/mL), epinephrine (5
pg/mL), BPE (0.13 mg/mL), hydrocortisone (0.5 pg/mL), insulin (5 pg/mL), tritodothyronine (6.5
pg/mL) and transferrin (0.5 pg/mL), supplemented with 200 UI/mL penicillin, 200 pg/mL
streptomycin, 0.1 nM retinoic acid (Sigma-Aldrich) and 1.5 pg/mL bovine serum albumine (BSA)
(Sigma-Aldrich) in the basal compartment. At ALI day O (step 1), day 10 (step 2) and day 30 (step
3), the cultures were collected: 100 uL DMEM/BEBM were added on the epithelial surface in the
upper chamber, collected after 14 hours, centrifuged for 5 seconds at 10,000 rpm and stored at -20
°C until used for western blotting analysis. A portion of each membrane was used for histological
and immunohistochemical analyzes and another portion was processed for RNA extraction.

To investigate the effects of exogenous TFF3 addition in the ALI culture model, recombinant TFF3
(2 uM) (kindly provided by D.K. Podolsky, Massachusetts General Hospital, Boston, USA) was
added to the medium of ALI cultures from 3 different patients and to EGF-free medium of ALI
cultures from 4 different patients, at ALI day 0. Membranes were processed for either
immunohistological analysis and RNA extraction or for transmission electron microscopy (TEM)

examination.



To study the role of EGF-R in the induction of ciliated cell differentiation by TFF3, we used a
specific EGF-R inhibitor, 4-(3-Chloroanilino)-6,7-dimethoxyquinazoline (tyrphostin AG1478,
Calbiochem) (100 nM): in ALI cultures from 3 different patients, cells were cultured in EGF-free
medium alone (control), in EGF-free medium with AG1478, in EGF-free medium with TFF3 (2
uM) or in EGF-free medium with both TFF3 and AG1478.

Epithelial differentiation was evaluated at days 12 and 15, corresponding to intermediate steps of
differentiation between step 2 (day 10, undifferentiated pluristratified epithelium) and step 3 (day
30, mature pseudostratified differentiated epithelium).

RNA extraction and RT-PCR analysis

Total RNA was extracted from xenografts or ALI cultures using the High Pure RNA Isolation kit
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA), following the manufacturer's instructions. RT-PCR
amplification of TFF3 was performed with 10 ng RNA using the R7th DNA Polymerase kit
(Applied Biosystem, Foster City, CA, USA), following the manufacturer's instructions.

The following TFF3 primers were used: forward: 5'-GCTGCTGCTTTGACTCCAGGAT-3';
reverse: 5-CGTTAAGACATCAGGCTCCAGAT-3' (expected amplicon size: 230 bp). RT was
performed at 70°C (15 min.), followed by cDNA denaturation for 2 min at 95°C and amplified by
35 PCR cycles using the protocol as follows: 90°C, 20 s; 65 °C, 30 s; 72°C, 30 s. A final elongation
step (72°C, 2 min) was performed before PAGE analysis. Resulting bands were quantified by
fluorescence scanning (LAS-1000, Fujifilm, Tokyo, Japan) and normalized to GAPDH (forward
and reverse primers: 5'-CCAGGGCTGCTTTTAACTCTGGTA-3' and 5'-
GAGGGATCTCGCTCCTGGAAGAT-3") for xenografts and 28S RNA (forward and reverse
primers: 5-GTTCACCCACTAATAGGGAACGTGA-3' and 5'-
GGATTCTGACTTAGAGGCGTTCAGT-3'") for ALI cultures.

For MUC:s transcription analysis in the ALI culture model, 0.5 pg of total RNA was used to prepare

cDNA using oligod(T) (1 uL) and recombinant reverse transcriptase M-MLV (1 pL) from Promega



(Charbonnieres, France). PCR was performed using Taq Polymerase (Roche) on 5 pL of cDNA
using specific pairs of primers for MUC5AC and MUCS5B genes (described in [19]). PCR reactions
were carried out in 50 pL final solutions as previously described [20]. The ribosomal RNA 28S
subunit was used as the internal control. PCR products (10 uL) were separated on a 1.5 % agarose
gel containing ethidium bromide run in 1X Tris-borate-ethylenediaminetetraacetic acid buffer. The
mucin gene/28S ratio was calculated after scanning DNA bands with GelAnalyst-GelSmart
software (Claravision, Orsay, France). Stomach mRNA was used as a positive control.

For MUC:s transcription analysis in the xenograft model, the same protocol was used except that the
RT was performed using the Clontech advantage RT-for-PCR kit with 50 ng of total RNA and
oligod(T). The following program was used: 94°C 4 min then 35 cycles (MUC5B) or 40 cycles
(MUCSAC) : 94°C 30s, 58°C 30s, 72°C 1 min, followed by a a final elongation step (72°C 7 min),
and the results were normalized to GAPDH.

Western Blotting analysis

Secretions from ALI cultures were analyzed for TFF3 and MUC secretion; for MUC detection, 30
uL of culture secretion products in Laemmli buffer containing 20 % [-mercaptoethanol were heat
denatured (95 °C, 5 min) and allowed to migrate for 7 hrs (100 V) in a 2 % agarose gel. Proteins
were transferred to a nitrocellulose membrane by passive, capillary transfer overnight. After non-
specific sites were blocked (1 hour at room temperature in PBS containing 5 % non-fat milk)
membranes were blotted with anti-MUCS5B monoclonal antibody (mAb), 1/500 [21] or anti-
MUCSAC mAb, 1/500 (HGM, Novocastra), then rinsed three times in PBS containing 0.5 %
Tween 20 (Sigma-Aldrich) and revealed using ECL+ Western Blotting Detection System
(Amersham Biosciences) according to the manufacturer's instructions and observed by
chemiluminescence scanning (LAS-1000, Fujifilm).

Methods used for TFF3 western blot analysis under reducing conditions were essentially as

described previously [22]. In brief, centrifuged culture supernatants were analyzed on 15% SDS-



polyacrylamide gels (45 pL supernatant per lane). After electrophoretic transfer to nitrocellulose
membranes and fixation with 0.2 % glutaraldehyde, the membrane was treated with the affinity-
purified polyclonal rabbit antiserum (anti-hTFF3-2) directed against the peptide FKPLQEAECTF
representing the C-terminus of human TFF3 [6] or with the monoclonal antiserum anti-TFF315C6
raised against the N-terminus of mature human TFF3 (nanoTools Antikdrpertechnik, Teningen,
Germany). As secondary antibody a peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody (1:2000 dilution;
Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA) or a peroxidase-conjugated anti-mouse antibody (Vector
Laboratories Inc.) were used, respectively. Detection was with the help of the enhanced
chemiluminescence (ECL) system and Kodak BioMax Light Film (Kodak Industrie, Chalon-sur-
Saone, France).

For all western blotting analyses BEBM/DMEM medium alone and nasal polyp protein extracts
were used as negative and positive controls, respectively.

Immunohistochemistry

Xenografts and ALI cultures were either embedded in optimum cutting temperature (O.C.T.)
compound (Tissue-Tek, Sakura Finetek Europe BV, Zoeterwoude, The Netherlands), frozen in
liquid nitrogen and conserved at -80 °C, or fixed in Lillie (5% formaldehyde in water, pH 7) and
paraffin embedded. 5 pm thick sections were performed and collected on gelatin-coated microscopy
slides (cryosections) or SuperFrost Plus (O. Kindler GmbH, Germany) slides (paraffin sections).
Frozen sections were cold methanol permeabilized (-20°C, 10 min) whereas deparaffinization in
graded ethanol concentrations and microwave oven antigen retrieval (350 W, 4x5min in pH 6.6
citrate buffer) were performed on paraffin-embedded sections.

Immunohistology for TFF3, MUC5AC and MUCS5B was performed as follows: paraffin-embedded
and frozen sections were incubated with 3% BSA in phosphate buffered saline 0.1 M pH 7.2 (PBS)
(Sigma-Aldrich) to prevent unspecific binding, then primary antibody was added for 1 hour at RT,

slides were rinsed twice in PBS and once in PBS + 1% BSA, and detection was performed using



ALEXA-conjugated secondary antibodies (Interchim, Eugene, USA). Slides were counter-stained
using Harris hematoxylin and coverslip mounted using Biomeda GEL/MOUNT medium (Biomeda,
Foster City, CA, USA). MUC/TFF co-immunostaining was performed by adding both primary
antibodies (mouse and rabbit antibodies) then both secondary antibodies (ALEXA 488-conjugated
anti-mouse and ALEXA 594-conjugated anti-rabbit antibodies), and were then analyzed by
confocal microscopy.

FOXJ1/B-tubulin coimmunostaining was performed on paraffin-embedded sections by using the
protocol described above successively with B-tubulin antibody and ALEXA 488-conjugated anti-
mouse antibody then FOXJ1 and ALEXA 594-conjugated anti-mouse antibody. Slides were
counterstained using 4', 6-diamidino-2-phenylindol (DAPI, Molecular Probes, 300 nM, 10 min. at
RT) instead of hematoxylin.

B-tubulin, MUCS5AC and CK 13 immunostaining for ciliated, mucous and basal cell numeration, as
well as KI-67 immunostaining were performed using Envision+ Dual link peroxydase/AEC system
(DAKO-Cytomation) according to the manufacturer's instructions. At least two distant full width
sections from each membrane (12 mm) were analyzed by counting the number of stained cells per
mm of membrane. For the numeration, pictures of the stained sections were taken, so that the
successive pictures covered the whole section, without overlaps. The pictures were analysed under
blind conditions, then the results were gathered and submitted to statistical analysis. The number of
positive cells in each TFF3-treated, AG1478-treated or TFF3+AG1478-treated culture was
normalized to the corresponding number of positive cells observed in the same, non-treated culture.

The following antibodies (at the indicated dilution) were used: anti-B-tubulin mouse monoclonal
antibody (mAb), 1/5000 (KMX-1, Chemicon); anti-MUC5B mAb, 1/200 (EU-MUC5Bb, European
consortium, BMH4-CT98-3222) [21]; anti-MUCS5AC mAb, 1/100 (CLH2, Novocastra); anti-TFF3
rabbit polyclonal antiserum, 1/200 (kindly provided by Dr Giraud, Melbourne, Australia); anti-

FOXJ1 mAb, 1/200 (clones 1A4 and 2AS5); anti-KI-67 mAb, 1/50 (DAKO-Cytomation). Adult
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respiratory tissues (bronchial resections and nasal polyps) were used as controls.

Transmission electron microscopy

Ciliogenesis was assessed in TFF3 treated and non-treated cultures using transmission electron
microscopy. At day 15, ALI cultures were fixed in 2.5% glutaraldehyde in PBS (Sigma-Aldrich) for
60 min at 4°C, postfixed in 1% osmium tetraoxide-H,O (Merck) for 120 min at 4°C, dehydrated
through graded ethanol concentrations at RT and embedded in agar resin 100 (Agar Scientific,
Stansted, UK). Ultrathin sections were stained with uranyl acetate and lead citrate, and observed
using a Hitachi 300 transmission electron microscope (Elexience, Verri¢res-le-buisson, France),
operating at 75 kV. Active ciliogenesis was assessed by basal body migration identification on
TEM micrographs.

Ciliary beat frequency

Video-recordings of PBS washed cell cultures were performed in a culture chamber at 37°C with 5
% CO,, with a x40 phase contrast lens by using a CCD camera (JAI PULNIX TM-760, San Jose,
CA, USA) and a DVD recorder (RDR-HX900, Sony). The recorded images were then displayed on
a video monitor where ciliated cells were selected for ciliary beat analysis. The variations in light
intensity induced by the ciliary beat were detected by a photodetector placed on the screen of the
monitor. The signal was then digitized by a computer and the resulting data converted by a Fast
Fourier Transform method into a frequency spectrum from which a mean ciliary beat frequency was
calculated [23]. Measurements were performed on at least 5 different ciliated cells per culture, and
10 cultures from 2 different patients were measured for each condition.

Statistical analysis

All results were expressed as median value and quartiles (median (Q1;Q3)). Statistical significance
was evaluated using a non-parametric Mann-Whitney test. A p value < 0.05 was considered to be

significant.
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Results

TFF3 and MUC:s localization during regeneration

Regeneration of a functional, fully differentiated human airway epithelium in the xenograft model
has already been described [18]. A similar regeneration profile was observed in the ALI culture
model. At step 1, the cells flattened and migrated to cover the whole denuded rat trachea or
microporous membrane in xenograft or ALI culture, respectively (figures 14 and 1G), at step 2 the
cells proliferated, as identified by nuclear KI-67 positive immunostaining (data not shown), and
formed a pluristratified epithelium (figures 1B and 1H), and finally at step 3 they differentiated into
a normal pseudostratified epithelium characterized by basal, ciliated and goblet cells (figures 1C
and 1I). MUC and TFF3 expression was characterized at these three regeneration steps using
immunohistochemistry. At steps 1 and 2, no TFF3, MUC5AC or MUCSB staining was observed
(data not shown). At step 3, all goblet cells (as identified by alcian blue-periodic acid-Schiff
staining, not shown) expressed MUCSAC antibody in both models (figures 1D and 1J). MUCS5B
was detectable in a subset of goblet cells (figures IE and 1K). TFF3 expression was identified in a
subset of goblet cells (figures 1F and IL).

MUCs and TFF3 are partially co-localized

To define the cell types that expressed TFF3, we examined ALI cultures and xenografts for TFF3
and MUCs, and we colocalized MUCS5AC/TFF3 and MUCS5B/TFF3 by immunostaining analyzed
using confocal microscopy. MUCS5AC expression was present in all observed secretory granules of
all goblet cells, whereas TFF3 antibody stained a subcategory of MUCS5AC-positive cells (data not
shown). There was partial overlap between cells that expressed TFF3 and MUCSB, suggesting that
some cells expressed both markers, whereas some other expressed only one. Moreover, in cells
expressing both markers, some granules expressed only a single marker whereas some others
expressed both TFF3 and MUCSB (figure 2).

MUCs and TFF3 expression and secretion increase with differentiation
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Secretory MUCs and TFF3 gene expression during regeneration was assessed by RT-PCR analysis.
In the xenograft model, TFF3 expression was low at steps 1 and 2, and a significant (p < 0.005)
increase was observed at step 3 (67.9 (45.0;92.7)) as compared to step 1 (0.5 (0.1;1.8)) (figure 3A4).
Similarly, MUC5AC and MUCSB expression significantly increased at the differentiated step (step
3, as compared to step 1: 40.7 (38.1;45.9) vs 4.9 (3.8;12.4), p < 0.05 and 91.0 (89.9;95.5) vs 13.6
(13.1;21.4), p < 0.005 respectively) (figure 3B). In the ALI culture model, TFF3 expression was low
at step 1 and markedly increased by step 3. This increase was statistically significant at step 3 as
compared to step 1 (42.1 (16.7;56.9) vs 6.1 (4.8;16.7), p < 0.05) (figure 3C). MUCSB transcription
followed the same profile as TFF3, whereas the MUC5AC mRNAs were barely detectable at steps
1 and 2 (figure 3D).

At the final step 3 of differentiation, epithelia synthesized MUCs and TFF3, as shown in figure 1.
Western blot analysis of the ALI culture supernatants allowed us to investigate products that were
secreted in the upper compartment. The undifferentiated epithelium (step 1) did not secrete TFF3,
MUCS5AC or MUCSB. In contrast, these proteins could be detected in the secretions obtained from
well-differentiated epithelia (step 3) (figure 4) although in several samples of apical ALI surface
liquid the secretion was very low or even absent.

TFF3 promotes ciliated cell differentiation in ALI cultures

We next sought to determine if TFF3 might have a role in the differentiation of airway epithelial
cells. In ALI cultures, ciliated cell differentiation (FOXJ1 and apical B-tubulin expression) was
detectable as soon as day 12, and nuclear FOXJ1 was detectable in some cells devoid of apical 3-
tubulin staining (data not shown). However, the number of ciliated cells was relatively low at day
12, precluding quantification. Accordingly, ALI day 15, a time at which ciliogenesis was initiated,
but not complete, was selected to analyze TFF3 effects on human airway epithelial differentiation.
When the cells were cutured in the fully-complemented medium, the addition of TFF3 peptide did

not significantly modify the number of ciliated cells (+TFF3: 26.4 (15.21;29.42) vs control: 25.44
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(14.81;31.11) ciliated cells/mm, p=0,41). We therefore removed the EGF from the medium to avoid
interferences.

The addition of TFF3 to EGF-deprived ALI cultures at ALI day 0 did not change the number of
goblet cells or basal cells at day 15 (1.4 (0.6;2) vs. 1.8 (1.4;2.9) goblet cells/mm, p=0.26 and 52.4
(40.0;68.5) vs. 38.9 (31.6;50.7) basal cells/mm, p=0.28, respectively). However, the continuous
addition of TFF3 resulted in a significant increase (2.8 (2.4;2,9) fold, p < 0.05) in the number of 3-
tubulin-positive ciliated cells at day 15 of ALI culture (figure 54). Compared to control media-
treated cells, the number of cells expressing transcription factor FOXJ1 increased by 4.1 (2.9;5.0)
fold (p < 0.05) (figure 5B). TEM observation obtained at ALI day 15 in TFF3-treated cultures
showed initiation of ciliogenesis demonstrated by basal body migration in addition to mature cilia
(figures 5C and 5D), whereas the non-treated cell cultures exhibited mainly long microvilli and
immature megacilia and a relative lack of ultrastructural changes of ciliogenesis (figures SE and
5F).

Light microscopy observation before culture fixation showed that the cilia were functional,
moreover the ciliary beating frequency has been used as an index of ciliated cell maturation in
culture models. In this regard, the ciliary beating frequency was significantly higher in TFF3-treated
than in control cultures (8.9 (7.9;9.9) Hz vs 7.8 (7.4;8.6) Hz in control, p < 0.05).

TFF3 signal transduction requires EGF-R activation

A role for EGF-R [9; 10] has been proposed in TFF signal transduction. To assess a role for EGF-R
in TFF3 promotion of ciliated cell differentiation, we used the specific EGF-R inhibitor AG1478 in
combination with TFF3 treatment, in EGF-free ALI cultures. AG1478 addition did not show any
significant effect (8.1 (4.0;15.2) vs control: 7.4 (7.2;13.9) ciliated cells per mm) in the absence of
TFF3. In contrast, TFF3 treatment significantly increased the number of ciliated cells (2.7 (2.3;3.0)
fold; p<0.05). When TFF3 and AG1478 were added together, the number of ciliated cells was

similar to that observed in control cultures but was significantly lower than in TFF3-treated cultures
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(10.11 (9.8;18.4) vs 18.8 (16.7;40.2) ciliated cells per mm, p<0.05) (figure 6).

Discussion

Several studies have reported that TFF peptides are upregulated at the sites of mucosal injury and
participate in mucosal repair in the gastrointestinal tract, mainly related to an increased migration of
cells at the wounding edge [2-4]. We demonstrate herein, for the first time, that apart from its
motogenic activity, TFF3 plays a major role in human airway epithelial regeneration by promoting
ciliated cell differentiation. We analyze the temporal expression pattern of secretory mucins
MUCSAC and MUCSB and of TFF3, which are secreted in the apical airway liquid collected from
the ALI cultures after complete epithelial differentiation. At this step, the epithelium is a
pseudostratified mucociliary epithelium similar to that observed in well-polarized human airway
surface epithelial tissues. This result is consistent with a previous study showing that MUC
transcription was activated concomitantly to mucous cell differentiation in an airway epithelial cell
ALI culture model [24]. MUCs and TFF3 localization in mucous cells is in agreement with the
results previously reported by Groneberg et al. [25], Wiede et al. [5] and dos Santos Silva et al. [6].
Nevertheless, though mucins and TFF3 may co-localize inside the secretory granules, their
association is not an exclusive feature.-In ALI culture, MUCS5AC transcripts were barely detectable
in the first two steps of the regenerative process whereas the corresponding protein was expressed
and secreted at a later stage (step 3). Moreover, in the xenograft model, mucin mRNAs were
detectable at a low level at step 2, but the corresponding proteins were not detectable. This suggests
that mucins, in particular MUCS5AC, are transcribed early during the regeneration process, allowing
a pool of mRNA to be present in the cell and translated at a later stage of mucous differentiation.
The fact that MUC5S5AC mRNA was hardly detectable in the ALI culture model, though MUCSAC
protein was expressed and secreted, suggests a very strong positive post-transcriptional regulation.

This is supported by the fact that we had to apply 40 PCR cycles to detect this mRNA in the
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xenograft model, to be compared to the strong MUCS5B signal obtained at 35 PCR cycles. Although
MUCs and TFF3 co-localized in secretory granules, the pattern of MUC expression was distinct
from TFF3, suggesting that these factors were independently regulated.

In this ALI model, devoid of inflammatory factors, mucous cells are small and sparse. This may
explain the weak MUCS5AC expression in ALI cultures as compared to the high MUC5AC mRNA
level and the numerous goblet cells in the xenograft model, which could be specifically induced by
immune cells [26] or other signals absent in the ALI culture model. MUCS5B gene was more highly
transcribed but the corresponding protein was present in fewer cells. This is consistent with
differential regulations of MUCs and TFF3 expression, suggesting that these molecules could play
important and independent roles in the physiology of human airway surface epithelium.

We also demonstrate here that addition of exogenous TFF3 to ALI cultures at a very early step,
when ciliated cells are not present, can favor ciliated cell differentiation, as shown by the increase in
the number of B-tubulin positive cells. Chwieralski ef al. have shown that TFF3 has pro-migratory
effects on the respiratory cell line BEAS-2B [27]. An increased migration of epithelial cells cannot
alone be responsible for the effect of TFF3 on epithelial regeneration. Indeed, TFF3 promoted
ciliogenesis when added at the post-confluency step (step 1), a point at which cell migration is of
secondary importance and cell proliferation and differentiation dominated. This suggests that TFF3
does not only act as a pro-migratory factor, but may also specifically enhance ciliated cell
differentiation. Moreover, migrating basal bodies could be observed in TFF3 treated cultures at day
15 but never in control cultures, and FOXJ1 (HFH4)-positive cell number significantly increased as
well. The fact that FOXJ1 was detectable in some cells with no apical B-tubulin staining in the early
steps of ciliated cell differentiation (day 12) is in agreement with studies showing that this
Forkhead-box factor is necessary to airway ciliated cell differentiation in mice [28] by allowing
basal body docking to the apical membrane [17; 29]. These findings suggest that TFF3 may

function upstream of FOXJ1 to activate ciliogenesis.
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Interestingly, TFF3 also increased ciliary beating frequency at ALI day 15. It is difficult to directly
link dynamic functional parameters, such as ciliary beating frequency, with histological or
cytological observations. However, it has been reported that ciliary beating frequency (CBF)
increases with differentiation in the ALI culture model [30]. The CBF increase that we observed can
be interpreted as the marker of a higher differentiation stage in the TFF3 treated cultures, further
supporting the role of TFF3 peptide in airway epithelial ciliated cell differentiation.

Taken together, these results suggest that TFF3 signaling plays an early role in the ciliogenesis
process, upstream to axoneme assembly. TFF3 appears to specifically enhance ciliated cell
differentiation, as the number of goblet or basal cells did not significantly change. Nevertheless, we
observed a tendency towards a higher number of goblet cells. The lack of statistical significance
may be explained by the overall low number of goblet cells in the ALI culture model. This model
system is devoid of immune cells, normally present in the mesenchyme and may therefore lack
additional signals necessary for mucous differentiation of the airway surface epithelium. This view
is supported by the higher number of goblet cells observed in the xenograft model as well as by
reports showing that inflammatory factors such as chemokines and cytokines are responsible for
mucous metaplasia (review in [8]).

TFF3 peptide did not increase the number of ciliated cells when added in the fully-complemented
ALI medium. This suggests that TFF3 and EGF may share common signalling patways, as TFF3
effects are dependent on EGF-R activation.

Indeed, we also demonstrated that TFF3 effects could be reversed by tyrphostin AG1478 addition.
This molecule is a potent HER1 inhibitor (IC50= 3 nM) but does not affect other receptors at low
concentration (PDGF-R and HER2 IC50 > 100 pM). At the concentration used (100 nM), the
addition of the EGF-R inhibitor did not induce any change in EGF-free culture differentiation. Liu
et al. demonstrated that rat TFF3 can enhance EGF-R phosphorylation in the colonic cell line HT29

[9]; Rivat et al. showed that STAT3 activation is necessary to TFF3 pro-invasive effect on colonic
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cells, but the upstream pathway was not elucidated [31]. Our results strongly suggest that TFF3
signal transduction and pro-differentiation effect in ALI-cultured primary airway epithelial cells
require EGF-R (HER1) activation. This is also supported by the fact that we had to remove EGF
from the medium in order to unravel the effects of TFF3 addition. Furthermore, a recent case report
from Vermeer et al. [32] showed that EGF-R family receptor ErbB2 blockade could impair airway
epithelial differentiation, further emphasizing the importance of this family in the differentiation of
the respiratory epithelium.

It is not clear yet whether TFF3 can bind to EGF-R. TFF3 effects could depend on endogenous
synthesis of an EGF-R ligand, or a co-receptor may be needed. As TFF3 is present in a wide variety
of tissues, specific co-receptors could modulate its activity and allow tissue-specific effects. TFFs
can bind to MUCs [33], with which they are specifically co-expressed in various organs (review in
[34]), thus mucins could play this regulatory role. Modulation of TFF signals by specific
association with mucins would allow a fine-tuned regulation of local cell signaling by allowing

local variations in TFFs/MUCs association, and thus local variations in signal transduction.

We show here that TFF3 is not endogenously produced by undifferentiated regenerating cells, but is
secreted by well-differentiated mucous cells. Thus, by adding TFF3 at the beginning of the
regeneration, we presumably mimick the role of the secretory cells surrounding a lesion in vivo. We
propose that, in addition to its role in mucus rheology, it could act both as a lesion sensor and a
regeneration enhancer. When the airway epithelium is damaged, TFF3 present in the mucus layer
could conceivably bind to EGF-R present at the membrane of injured cells and promote cell
migration, as well as differentiation, leading to the faster restoration of a fully functional airway
epithelium. TFF3 would thus be a key peptide in the in vivo airway epithelial regeneration.

A role for TFF3 as a differentiation factor would be in line with a previous report on the altered

differentiation of gastric cells in TFF1-deficient mice [35]. Cross-talk with the ciliogenesis
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signaling pathway is likely to occur early, at or before the axoneme assembly step.

Elucidating the mechanisms involved in TFF3 expression may provide insights into the epithelial
diseases related to abnormal repair and regeneration after injury. Whether defects in TFF3
expression and release at the airway epithelial level could lead to impaired restoration of functional
epithelium and may occur in chronic airway diseases is unknown, but the frequent extensive
remodeling observed in pathologies such as asthma, chronic obstructive pulmonary disease and
cystic fibrosis, is likely to impair TFF3 secretion, and this mechanism could participate in the
pathological process. Pro-regenerative molecules such as TFF3 may represent novel therapeutic

approaches in chronic and acute airway diseases involving epithelial injury and repair.
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Figure legends

Figure 1

TFF3 and secretory mucins localization during airway epithelial regeneration in the xenograft

and ALI culture models.

TFF3, MUCSAC and MUCS5B immunostainings. A-F: xenograft model. G-L: ALI culture model.

A, B, C, G, H, I: regeneration steps: migration (step 1, A, G); proliferation (step 2, B, H); final

differentiation (step 3, C, I). D, J: MUCS5AC immunostaining in well-differentiated epithelia (step
3). E, K: MUCS5B immunostaining in well-differentiated epithelia (step 3). Arrows and arrow heads
show MUCS5B-positive and -negative mucous cells, respectively. F, L: TFF3 immunostaining in
well-differentiated epithelia. Arrows and arrow heads show TFF3-positive and -negative mucous

cells, respectively.

Scale bars: 20 um

Figure 2

TFF3 and MUCSB co-localization
TFF3 and MUCS5B co-immunostaining in the xenograft or ALI culture models at regeneration step

3. A, B, C: xenograft model. D, E, F: ALI culture model. A, D: MUC5B immunostaining observed

using a confocal microscope. B, E: TFF3 immunostaining observed using a confocal microscope. B,
E: merge. In the xenograft model, some secretory granules contain both TFF3 and MUC5B
(yellow) while some contain only TFF3 (green) or MUCS5B (red) staining. In the ALI culture, very
few co-localization of MUCS5B and TFF3 is observed even though some cells exhibit both stainings.

Xeno: xenograft model. ALI: ALI culture model. Scale bars: 15 pm

Figure 3
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Transcription of TFF3 and secretory mucins during airway epithelial regeneration.

A, C: TFF3 transcription along the regeneration in the xenograft model (A) and in the ALI culture
model (C). B, D: MUC5AC and MUCSB transcription along regeneration in the xenograft model
(B) and in the ALI culture model (D). Column height represents the median of 3 to 8 independent
experiments. Error bars represent the first and third quartiles.

*: p<0,05 as compared to step 1. **: p<0,005 as compared to step 1.

Figure 4

Secretion of TFF3 and secretory mucins during airway epithelial regeneration.

Western blot analysis of ALI culture apical secretions at regeneration steps 1 and 3. TFF3,
MUCSAC and MUCS5B are secreted by well-differentiated epithelia (step 3). Control: negative
control (cell culture medium). Step 1 and Step 3: apical secretions from ALI cultures at

regeneration step 1 and step 3, respectively.

Figure 5

Effect of TFF3 on ciliated cell differentiation.

Ciliated cell differentiation analyzed at day 15 in EGF-deprived, TFF3-treated ALI cultures. A, B:
B-tubulin and FOXIJ1 positive cells quantified after immunostaining. Results are expressed as
positive cell number per mm, and each value normalized to the corresponding control. A: B-tubulin
positive cell number at day 15 with (TFF3) or without (control) TFF3 treatment. B: FOXJ1 positive
cell number at day 15 with or without TFF3 treatment. Column height represents the median of 4

independent experiments. Error bars represent the first and third quartiles. *: p< 0.05. C, D, E, F:

Transmission electron microscopy observation of EGF-deprived ALI cultures at day 15, without or
with TFF3 treatment. C, D: In EGF-deprived ALI culture without TFF3 treatment, the cells exhibit

microvilli (mv) and megacilia (Mc) but very few cilia and no migrating basal bodies. E, F: EGF-
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deprived ALI culture treated with TFF3. Cilia are observed (c), as well as migrating basal bodies
(arrowheads), indicating active ciliogenesis. A mucous cell is also visible (E, white arrowhead).

Scale bars 3 um

Figure 6

Reversal of TFF3 effect on ciliated cell differentiation by EGF-R inhibition.

Ciliated cell differentiation analyzed by [B-tubulin-positive cell numeration at day 15 in EGF-
deprived cultures with either TFF3 or TFF3 and tyrphostin AG1478 addition.

Control: EGF-free medium; +AG1478: EGF-free medium plus 4-(3-Chloroanilino)-6,7-
dimethoxyquinazoline (tyrphostin AG1478); +TFF3: EGF-free medium plus TFF3; +TFF3
+AG1478: EGF-free medium plus TFF3 and tyrphostin AG1478. Column height represents the
median of 3 independent experiments. Error bars represent the first and third quartiles. *: p< 0.05 as

compared to control; §: p<0.05 as compared to TFF3 treatment.
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TFF3

LeSimple e al., Figure 1
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LeSimple et al., Figure 2
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LeSimple et al., Figure 3
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LeSimple ef al., Figure 4
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LeSimple ef al., Figure 5
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LeSimple ef al., Figure 6
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L'épithélium respiratoire de surface est fréquemment 1€sé et doit rapidement régénérer pour maintenir
ses fonctions de barricre et de défense. L'identification de molécules capables de promouvoir la
différenciation de 1'épithélium respiratoire est donc d'un intérét thérapeutique majeur. Les peptides
trifoliés et les mucines, exprimés notamment par les épithéliums muqueux, ont des roles importants
dans de nombreux processus biologiques, mais leur role dans la régénération de 1'épithélium
respiratoire humain n'est pas connu.

Dans cette étude, nous décrivons l'expression des mucines MUC1, MUC4, MUCSAC et MUCSB, et
des peptides trifoliés, au cours de la régénération de 1'épithélium respiratoire de surface humain dans
un modele ex vivo de xénogreffe bronchique humanisée et dans un modele in vitro de culture a
l'interface air/liquide. Nous montrons que le peptide trifoli€é TFF3 est capable de favoriser la
migration des cellules épithéliales in vitro et la différenciation des cellules ciliées de 1'épithélium
respiratoire humain dans le modele de culture a l'interface air /liquide, de facon dépendante de
I'activation du récepteur a I'EGF.

Nous proposons un modele selon lequel le peptide TFF3, sécrété par les cellules intactes en bordure
de 1ésion, favoriserait la régénération et la différenciation de 1'épithélium respiratoire fonctionnel in
vivo. Cet effet pourrait nécessiter une association avec les mucines.

Ce travail permet de mieux comprendre le role du peptide TFF3 dans la régénération de 1'épithélium
respiratoire humain, et ouvre des perspectives de thérapies régénératives applicables aux pathologies
1ésionnelles de 1'épithélium respiratoire.

Mots-clefs: Régénération, Différenciation, Ciliogenese, Epithélium respiratoire, Xénogreffe
bronchique, Mucines, TFF3, Culture a l'interface air / liquide.

Following injury, the surface airway epithelium has to rapidly repair and redifferentiate to recover its
barrier and protective functions. Mucins and trefoil factors are expressed by mucous epithelia and
have been shown to play important roles in various biological processes. However, their role in human
airway epithelial regeneration and differentiation is not known.

We analyzed the spatio-temporal expression of trefoil factors and mucins MUCI1, MUC4, MUCS5AC
and MUCSB during airway epithelial differentiation and regeneration using an in vivo open tracheal
xenograft model and an in vitro air-liquid interface cell culture model.

We show that trefoil factor TFF3 is able to enhance human airway epithelial cell migration in vitro and
human airway epithelium differentiation in the air / liquid interface culture model. This last effect was
dependent on EGF receptor activation.

We propose that the trefoil factor family peptide TFF3 secreted by goblet cells surrounding a lesion
could enhance in vivo the regeneration and differentiation of a mature and functional airway surface
epithelium, possibly in association with mucins.

This study provides an insight on the role played by trefoil factor TFF3 in the human airway
epithelium regeneration and differentiation processes, and suggests that it could be applied as
regenerative therapy in chronic airway diseases with epithelial injury.

Keywords: Regeneration, Differentiation, Ciliogenesis, Respiratory epithelium, Bronchial xenograft,
Mucins, TFF3, Air / liquid interface culture.



