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L. PRESENTATION DU TRAVAIL DE THESE

A. Buts du travail de these

Dans les pathologies respiratoires inflammatoires chroniques telles que la
Mucoviscidose (CF), I’épithélium bordant les voies respiratoires est fréquemment lésé et doit
régénérer sa structure afin de restaurer son intégrité et ses fonctions de défenses. Dans ces
pathologies, les |ésions épithéliales les plus importantes sont observées au niveau des voies
respiratoires bronchiolaires distales. La nature des cellules souches/progénitrices de
I’épithélium bronchiolaire a été trés largement étudiée au sein de modeéles animaux et
notamment murins, mettant en évidence la capacité progénitrice des cellules de Clara
impliquées dans le renouvellement épithélial, ainsi que la présence de cellules souches
épithéliales bronchiolaires résidant au sein de niches situées au niveau des corps
neuroépithéliaux (NEBs) et des jonctions bronchiolo-alvéolaires (BADJs) (Reynolds et al.,
2000; Hong et al., 2001; Giangreco et al., 2002). Cependant, la nature des cellules

souches/progénitrices de I'épithélium bronchiolaire humain adulte reste toujours inconnue.

Dans notre étude, a partir des cellules épithéliales bronchiolaires humaines adultes,
nous avons choisi d’étudier le potentiel progéniteur des cellules basales bronchiolaires. Pour
cela, nous avons isolé par cytométrie en flux les cellules basales, ainsi que les cellules « non-
basales » (cellules de Clara, ciliées et caliciformes), dans le but de tester leurs capacités a
proliférer et régénérer un épithélium bronchiolaire humain différencié et fonctionnel in
vitro, comparable a un épithélium bronchiolaire natif. Cette étude fait I'objet de la premiere

partie de ce travail de these.

En outre, chez I'animal, identification des cellules souches de I'épithélium trachéo-
bronchique a été réalisée in vivo, dans un contexte de lésion de I'épithélium a I'origine de la
régénération de celui-ci. Dans ces études, les auteurs ont mis en évidence les populations
cellulaires capables de proliférer, de se différencier puis de régénérer un épithélium mature
différencié, a I'aide d’un tracage génétique ou a partir de l'incorporation de BrdU (LRC). Ces

études ont identifié la population des cellules basales en temps que population de cellules

11



progénitrices au sein de laquelle serait présente une rare sous-population de cellules
souches située au sein de sa niche spécifique, montrant des capacités de différenciation
multipotentes, ainsi qu’une capacité a générer de larges colonies in vitro aprés leur

isolement.

En 2007, une étude menée au sein de notre laboratoire a montré que les cellules
basales de |’épithélium bronchique humain adulte exprimaient spécifiquement deux
marqueurs membranaires : le Facteur Tissulaire et le CD151. Isolées par cytométrie en flux
sur la base de I'expression de ces deux marqueurs, les cellules basales purifiées se sont
montrées capables de régénérer un épithélium respiratoire mucociliaire bien différencié, in
vitro (culture en IAL) et in vivo (xénogreffe humanisée de la souris nude). De plus, ces cellules
présentaient une forte activité enzymatique de la télomérase (Hajj et al., 2007),
comparativement aux cellules cylindriques (cellules ciliées et sécrétoires), ne présentant pas
ces capacités régénératives. Une autre étude récemment menée par Rock et al. en 2009, a
également démontré la capacité des cellules basales purifiées (expression spécifique du
NGF-R et de l'intégrine a6), a proliférer et a générer, in vitro, un épithélium respiratoire

différencié en utilisant un modele de sphéroide (Rock et al., 2009).

Ces études démontrent que, chez I'homme, les cellules basales sont les cellules
progénitrices de I'épithélium trachéo-bronchique. Cependant, pour le moment, aucune
étude n’a pu identifier la présence des rares cellules souches de I'épithélium bronchique
humain adulte. Le but de la seconde partie de ce travail de thése a été de tenter de mettre
en évidence la présence d’'une ou de plusieurs sous-population(s) candidate(s) au statut de

cellules souches, au sein de la population des cellules basales bronchiques humaines adultes.
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B. Description des différents chapitres du manuscrit

Le manuscrit sera divisé en quatre parties distinctes :

> B.Il. INTRODUCTION GENERALE : Dans cette partie, nous aborderons d’abord, la
description anatomique de I'appareil respiratoire, ainsi que I’histologie de I'épithélium
bordant les voies aériennes et alvéolaires. Nous décrirons également les différents
mécanismes de défense de cet épithélium, en termes de barriere cohésive,
jonctionnelle et étanche, le mécanisme d’épuration mucociliaire, les différents types
de transports d’eau et d’ions, ainsi que les peptides de défenses anti-microbiens
sécrétés associés au systeme de défense immunitaire, permettant I’élimination de
pathogénes ou d’aérocontaminants contenus dans I'air inspiré. Dans un deuxiéme
temps, nous évoquerons les différents types de cellules souches, ainsi que leurs
potentiels d’autorenouvellement et de différenciation associés. Nous détaillerons les
cellules épithéliales candidates au statut de cellules souches/progénitrices tissulaires
endogenes, également exogénes avec la notion de plasticité qui leur est associée.
Enfin, nous introduirons la notion de niches ou microenvironnements confinés, ainsi
gue les données établies dans la littérature concernant la régulation du comportement
des cellules souches épithéliales respiratoires.

> B.lll. IDENTIFICATION DES CELLULES SOUCHES/PROGENITRICES DE L’EPITHELIUM
BRONCHIOLAIRE HUMAIN ADULTE : Dans cette partie, nous décrirons les matériels et
les méthodes qui sont associées, ainsi que tous les résultats obtenus concernant
I'identification de cette population candidate au statut de cellules
souches/progénitrices. Les résultats seront ensuite discutés, et font I'objet d’un article
en cours de soumission.

> B.IV. IDENTIFICATION DE SOUS-POPULATION(S) DES CELLULES BASALES DES VOIES
AERIENNES SUPERIEURES HUMAINES ADULTES : Nous donnerons une description des
matériels et des méthodes utilisées. Nous montrerons ensuite les résultats obtenus, et
les discuterons a la fin de cette partie.

> B.V. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES : Nous établirons les aboutissants de ce

travail ainsi que les potentielles applications donnant suite a cette étude.
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Introduction : Appareil Respiratoire

. INTRODUCTION GENERALE

A. APPAREIL RESPIRATOIRE

La respiration a pour but d’oxygéner le sang et d’en capter puis d’en éliminer le CO,.
L’air est amené vers la portion respiratoire du poumon par les voies aériennes. Les échanges
gazeux entre l'air et le sang se déroulent uniguement au niveau des alvéoles respiratoires.
En contact permanent avec l'air ambiant, la muqueuse respiratoire est exposée a de
multiples aérocontaminants, produits toxiques ou agents pathogénes tels que les bactéries
ou les virus. Ces contaminants inhalés devront étre éliminés pour assurer la bonne qualité de
I’air qui arrive dans les alvéoles. Cette fonction est réalisée par |'épithélium respiratoire ainsi
gue par le mucus qui le recouvre, en constituant une barriere physique et biochimique de
protection grace aux propriétés mécaniques du mucus et au systeme de transport
mucociliaire, appelé clairance mucociliaire.

Le renouvellement cellulaire de I'épithélium respiratoire normal est relativement lent.
Cependant, l'intégrité de la muqueuse qui borde les voies aériennes humaines peut étre
séverement altérée par l'inhalation d’agents exogéenes ou dans des pathologies respiratoires
inflammatoires chroniques telles que la mucoviscidose (Cystic Fibrosis, CF), la Broncho-
Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) ou I'Asthme. La réponse de I'épithélium
respiratoire vis-a-vis d’'une agression se traduit par une succession d’événements pouvant
varier du remodelage épithélial a la desquamation partielle de I'épithélium, pouvant aller
jusqu’a la dénudation complete de la lame basale. L'épithélium respiratoire doit donc
régénérer sa structure afin de restaurer son intégrité et ses capacités défensives. Cette

régénération implique les cellules souches/progénitrices tissulaires.
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1. Anatomie de I’appareil respiratoire

L'appareil respiratoire est composé des voies aériennes extra-pulmonaires regroupant
les fosses nasales, le pharynx, le larynx, la trachée et les bronches souches, des voies
aériennes intra-pulmonaires comprenant les bronches et les bronchioles, et des alvéoles

pulmonaires (Figure 1).

APPAREIL RESPIRATOIRE

cavité nasale
h cavité buccale
R épiglotte
larynx
trachée
bronchiole terminale
carene

poumon gauche
scissure inter-lobaire
diaphragme

bronche droite

poumon droit
alvéole pulmonaire

oesophage

Figure 1: Schéma général de I’appareil respiratoire humain (http://infovisual.info).

L'appareil respiratoire comporte une portion conductrice d’air et une portion
respiratoire. La portion conductrice, des cavités nasales aux bronchioles terminales, a pour
fonction la conduction et le conditionnement de I'air. La portion respiratoire distale,
composée des alvéoles, constituera la zone des échanges gazeux entre I'air et le sang au
niveau de la barriére alvéolo-capillaire.

La muqueuse qui tapisse la lumiére des voies aériennes, est composée d’un épithélium
ancré a une lame basale constituée essentiellement de collagene et de laminine, et d’un
chorion sous-jacent richement vascularisé composé en majorité de fibres de collagénes et de
fibres élastiques. Au niveau bronchique, entre la lame basale et le cartilage sous-jacent,
s’insére une tunigue musculaire lisse responsable de la contraction musculaire qui permet

de réguler le flux aérien lors de l'inspiration et de I'expiration. Enfin I'adventice, couche la
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plus externe, est composé d’un tissu conjonctif lache contenant des vaisseaux ainsi que des
nerfs.

Au sein de la portion conductrice, les voies aériennes se divisent de maniére
dichotomique. La trachée (1°™ génération) va se diviser pour donner naissance a deux
bronches souches droite et gauche s'enfoncant dans leur poumon respectif au niveau du

hile. Les deux bronches souches se subdivisent ensuite en bronches lobaires puis

segmentaires (2°™° 4 8°™° génération), qui a leur tour se divisent pour donner les bronchioles

eme

mesurant moins de 1 mm de diamétre (8°™ & 14°™® génération) puis les bronchioles

terminales mesurant moins de 0,5 mm de diamétre (15°™ & 19°™ génération) (Figure 2) et

constituant la fin des voies de conduction de I'air. Les alvéoles, quant a elles dérivent des
eme 3 23éme

bronchioles terminales et constituent la portion respiratoire du poumon (19

génération) (Figure 3).
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Figure 2: Architecture des voies aériennes humaines.
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Figure 3: Les alvéoles pulmonaires sont situées a
I'extrémité des bronchioles et permettent les
échanges gazeux.
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2. Histologie de I’épithélium respiratoire

Des cavités nasales jusqu’aux bronchioles, la muqueuse respiratoire est bordée d’un
épithélium cylindrique pseudostratifié, subissant une transition vers un épithélium
cylindrique simple puis cubique simple (bronchioles terminales). Les alvéoles sont, quant a

elles, recouvertes d’un épithélium simple (Figure 4).

TRACHEE / BRONCHES BRONCHIOLES ALVEOLES
cellule cellule cellule cellule cellule cellule celiule pneumocyte pneumocyte
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Figure 4: Représentation schématique des épithélia glandulaire et de surface bordant les

voies aériennes et alvéolaires. L'épithélium trachéo-bronchique de surface est un
épithélium pseudostratifié, composé de quatre types cellulaires (cellules ciliées, caliciformes,
intermédiaires et basales). L'épithélium glandulaire est constitué de trois types cellulaires
(les cellules a mucus, séreuses et myoépithéliales). L'épithélium bordant les voies
bronchiolaires humaines est de type monostratifié et composé des cellules basales, ciliées,
neuroépithéliales et de Clara. L'épithélium alvéolaire est de type monostratifié et constitué
des pneumocytes de type | (PN 1) et pneumocytes de type Il (PN II).

a) Epithélium trachéo-bronchique

(1) DLépithélium de surface trachéo-bronchique

L’épithélium de surface est un épithélium cylindrique pseudostratifié. Chaque cellule
présente une surface de contact avec la membrane basale, mais toutes n'atteignent pas la

lumiére bronchique. Cet épithélium est principalement composé de cellules ciliées, de
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cellules caliciformes mucosécrétantes, de cellules intermédiaires et de cellules basales
(Breeze et Wheeldon, 1977) ainsi que de quelques rares cellules neuro-endocrines. Ces
différentes populations cellulaires épithéliales sont reliées les unes aux autres par des
jonctions intercellulaires formant un ensemble cohésif de cellules jouant un réle de barriere

mécanique de protection vis-a-vis des pathogénes inhalés ou des aérocontaminants.

(a) Cellules caliciformes

Les cellules sécrétoires ou caliciformes qui s’étendent jusqu’a la lumiére (Figure 5),
sont observées au niveau de I'épithélium respiratoire humain de surface depuis les voies
aériennes proximales jusqu’aux bronchioles. Au niveau de I'épithélium trachéal de surface,
leur densité moyenne est comprise entre 6000 et 7000 cellules par mm? (Ellefsen et Tos,
1972) puis va diminuer tout au long des voies aériennes jusqu’aux bronchioles. Le temps de
renouvellement des cellules caliciformes est estimé a 45 jours (Rogers, 2003). En
microscopie électronique en transmission, les cellules caliciformes présentent un cytoplasme
peu dense aux électrons, rempli de granules sécrétoires de grandes tailles (800 nm de
diameéetre en moyenne) (Jeffery et Li, 1997). Ces granules contiennent des glycoprotéines de
haut poids moléculaire richement glycosylées appelées mucines, a I'origine de la formation

du mucus, qui seront libérés hors des cellules par un mécanisme classique d’exocytose.

Figure 5: Morphologie des cellules caliciformes de I’épithélium respiratoire en microscopie
électronique a transmission. L: lumiére. MG: Granules sécrétoires; CC: cellule ciliée
adjacente (Rogers, 2003).
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Le nombre de cellules sécrétoires, ainsi que la quantité de mucus sécrété peuvent
augmenter dans un contexte physio-pathologique tel que les bronchites, induites
expérimentalement au niveau de modéles murins, par I'inhalation de fumée de cigarettes
(Jeffery et Reid, 1981 ; Rogers et Jeffery, 1986).

Dans un contexte de lésion de la muqueuse respiratoire, la capacité de prolifération
des cellules sécrétoires murines a été mise en évidence de facon limitée. Ces cellules
donneraient ensuite naissance a des cellules ciliées, attribuant ainsi a cette population
cellulaire le statut potentiel de cellules progénitrices ou souches épithéliales (Evans et al.,
1986). Cependant, une récente étude menée par Turner et al. a montré que les cellules
caliciformes formées, in vitro, en réponse a un traitement a I'lL13, médiateur important dans
I'asthme, dérivaient d’une cellule progénitrice exprimant le marqueur de différenciation des

cellules ciliées FOXJ1 (Turner et al., 2010).

(b) Cellules ciliées

Les cellules ciliées représentent la population cellulaire épithéliale majoritaire de la
trachée aux bronchioles, et sont décrites comme étant différenciées de facon terminale,
c’est-a-dire incapables de proliférer. Elles présentent a leur pole apical, des cils vibratiles
évalués a environ 200 par cellule ciliée (Sleigh et al., 1988) (Figure 6), ainsi qu’un cytoplasme
trés riche en mitochondries produisant de I’ATP nécessaire au battement ciliaire. La mesure
de la fréquence de battements ciliaires a été évaluée entre 10 et 15 Hz, a partir de cultures
d’explants d’épithélia respiratoires humains issus de trachées foetales ou adultes et de
polypes nasaux (Zahm et al., 1990 ; Chilvers et O'Callaghan, 2000).

Les cellules cylindriques ciliées sont ancrées indirectement a la membrane basale, via
leur liaison aux cellules basales par des desmosomes (Evans et al., 1989 ; Shebani et al.,
2005). Elles vont s’étendre jusqu’a la lumiére des voies respiratoires. Leur role principal est
d’assurer la clairance mucociliaire, c’est-a-dire I’élimination hors des voies aériennes des
aérocontaminants piégés dans le mucus, hors des voies aériennes, grace au battement
coordonné de leurs cils apicaux. Les cellules ciliées expriment au niveau de leur membrane
plasmique apicale les canaux ENaC (Epithelial Na Channel) et CFTR (Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator) (Puchelle et al., 1992) permettant le transport

spécifique transépithélial des ions sodiques et chlorures respectivement.
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Cellules caliciformes

Cellulesciliées

Figure 6: Morphologie des cellules ciliées de I'épithélium respiratoire en microscopie
électronique en transmission.

(c) Cellules parabasales ou intermédiaires

Les cellules intermédiaires sont des cellules fusiformes ancrées a la lame basale qui
n’atteignent pas la surface de I'épithélium des voies respiratoires. Les cellules intermédiaires
ou parabasales ressemblent aux cellules basales en microscopie électronique en
transmission (Breeze et Wheeldon, 1977; Mercer et al., 1994). En microscopie optique, les
cellules intermédiaires sont définies par I'absence de caractéristiques de cellules ciliées,
neuro-endocrines ou sécrétoires (Donnelly et al., 1982 ; Breuer et al., 1990). Dans les voies
aériennes humaines de conduction les plus larges (> 4 mm), les cellules parabasales
représentent 7 % des cellules épithéliales de surface. Dans les voies de conduction distales (<

0,5 mm), les cellules parabasales sont absentes (Boers et al., 1998).

(d) Cellules basales

Les cellules basales sont des petites cellules présentant un rapport noyau sur
cytoplasme élevé, observées tout au long de I'épithélium des voies aériennes de conduction

chez ’'homme. Cependant, leur proportion se réduit depuis les voies aériennes proximales
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jusgu’aux voies aériennes périphériques (Baldwin, 1994). Chez 'lhomme, les cellules basales
représentent 31 % des cellules d’un épithélium mucociliaire pseudostratifié au niveau des
voies aériennes les plus larges (diamétre supérieur a 4 mm) (Figure 7), alors qu’elles ne
représentent que 6 % des cellules épithéliales totales des voies aériennes distales (Boers et

al., 1998).

Figure 7: Epithélium bronchique humain observé en microscopie électronique a
transmission. B= couche de cellules basales. Barre = 10 um (Shebani et al., 2005).

Les cellules basales sont attachées a la lame basale par lintermédiaire des
hémidesmosomes situés a leur pole basal et ne sont pas en contact avec la lumiére des voies
aériennes (Evans et Moller, 1991). Elles couvrent chez I'homme, a peu pres 90 % de la
surface de la lame basale bronchique (Mercer et al., 1994) en formant une couche cellulaire
continue qui va se fragmenter en clusters pour finalement aboutir a une distribution isolée
dans les voies respiratoires les plus distales (Nakajima et al., 1998). Les cellules basales sont
attachées aux cellules cylindriques ciliées et sécrétoires (Evans et Plopper, 1988; Evans et al.,
1989) par l'intermédiaire de desmosomes (Baldwin, 1994), permettant d’ancrer les cellules
cylindriques indirectement a la membrane basale, (Evans et al., 1989; Shebani et al., 2005),

stabilisant ainsi la structure épithéliale.
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Les cellules basales sont le dernier type cellulaire a apparaitre au cours de la
génération de I'épithélium respiratoire (Tyler et al., 1989), puisque le développement des
cellules basales se déroule aprés la naissance. |l est dépendant de la protéine nucléaire p63,
homologue du facteur de transcription p53 (suppresseur de tumeur). Au sein des voies
respiratoires, une étude menée sur des souris p63'/' a mis en évidence le réle critique de
cette protéine dans la morphogénése de I'épithélium respiratoire dans la mesure ou
I'invalidation de p63 entraine la formation d’un épithélium respiratoire cylindrique cilié

déficient en cellules basales (Daniely et al., 2004).

Les cellules basales de [I'épithélium bronchique mature humain expriment
spécifiguement des récepteurs de types nicotiniques (Tournier et al., 2006), ainsi que
différentes cytokératines, filaments intermédiaires du cytosquelette, telles que la
cytokératine 5 (CK5) (Daniely et al., 2004), la cytokératine 13 (CK13) (Dupuit et al., 1995) ou
la cytokératine 17 (CK17) (Nakajima et al., 1998). La cytokératine 14 (CK14), quant a elle
présente un profil d’expression particulier. Mise en évidence dans I'ensemble des cellules
basales d’un épithélium respiratoire en cours de régénération, elle devient un événement
rare, exprimée au niveau de quelques cellules basales dans I’épithélium bronchique mature
(Nakajima et al., 1998). Le nombre de cellules exprimant la CK14 est également augmenté au
sein des cellules basales murines durant le processus de réparation épithélial suivant une
lésion (Hong et al., 2004a; Hong et al., 2004b). Ce résultat met en évidence la présence
d’une sous-population de cellules basales exprimant la CK14 et présentant le potentiel de
restaurer un épithélium complétement différencié et via des capacités de différenciation
unipotentes et multipotentes. Cette capacité souche/progénitrice des cellules basales sera

détaillée dans le paragraphe Il. B. 3. c. 3. b.i. b.

(2) Les glandes sous-muqueuses

Les glandes sont des structures sécrétoires majeures, présentes au sein de la sous-
mugqueuse au niveau des voies aériennes cartilagineuses. Les glandes sous-muqueuses sont
composées de tubules et acini séreux, d’acini muqueux ou séromuqueux, de tubules

interconnectés et de canaux collecteurs. Elles sont situées sous I'épithélium respiratoire et
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reliées a celui-ci par des canaux recouverts d’un épithélium de type cylindrique cilié (Jeffery,
1983). Les produits de sécrétion s’accumulent au sein des canaux collecteurs, qui, avec les
canaux ciliaires, vont connecter chaque réseau glandulaire a la lumiére des voies aériennes
(Meyrick et al., 1969). Ces glandes présentent un réle important dans I'immunité innée en
sécrétant, au niveau de la lumiere des voies aériennes, des facteurs antibactériens et du
mucus impliqués dans la maintenance de la fonction pulmonaire normale.

Les cellules séreuses et muqueuses sont les deux types cellulaires prédominants de
I’épithélium glandulaire chez les mammiféres, qui compte également des cellules

myoépithéliales.

(a) Epithélium bordant les canaux ciliés

L’épithélium canalaire est un épithélium de type pseudostratifié, semblable et en
continuité avec I'épithélium trachéo-bronchique (Meyrick et al., 1969). Des études menées
chez la souris ont montré que, dans un contexte de lésion de I'épithélium respiratoire
induite par des agents chimiques, les canaux ciliés des glandes de la sous-muqueuse
représentent une niche de cellules souches/progénitrices de I’épithélium des voies aériennes

proximales (voir paragraphe 11.B.3.c.3.b.i.b) (Borthwick et al., 2001a ; Engelhardt, 2001).

(b) Cellules séreuses

Les cellules séreuses contiennent de petits granules denses aux électrons, situés au
pole apical, contenant des facteurs de défense antimicrobienne comme le composant
sécrétoire de I'immunoglobuline A (IgA), la lactoferrine, le lysozyme, l'inhibiteur bronchique
des leucoprotéases, ou les glycoaminoglycanes (Brandtzaeg, 1974 ; Bowes et Corrin, 1977 ;
Bowes et al., 1981; Kramps et al., 1981). Elles sont également impliquées dans le
mécanisme de sécrétion d’eau (Meyrick et Reid, 1970 ; Basbaum et al.,, 1990). Les cellules
séreuses sont majoritairement identifiées au niveau de I"épithélium glandulaire. Cependant,
des cellules « serous-like » ont été également mises en évidence au niveau de I'épithélium

de surface recouvrant les bronchioles humaines (Rogers et al., 1993).
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(c) Cellules muqueuses

Les cellules muqueuses présentent des granules de sécrétion opaques aux électrons
contenant des mucines (Meyrick et Reid, 1970). Dans les conditions physiologiques, les
cellules glandulaires muqueuses sécretent la plus grande partie du mucus qui recouvre les
voies respiratoires, par un mécanisme d’exocytose des granules de sécrétion. Les cellules
mugqueuses expriment spécifiquement les mucines MUC-5B et MUC-7 (Sharma et al., 1998),
mais également la mucine MUC-5AC (Groneberg et al., 2002) aussi exprimée par les cellules
caliciformes au niveau de I'épithélium de surface. Les glycoprotéines de haut poids
moléculaires MUC-5AC et MUC-5B représentent les mucines majoritaires impliquées dans la

constitution du mucus.

(d) Cellules myoépithéliales

Les cellules myoépithéliales, de formes allongées, entourent les glandes de la sous-
mugqueuse et sont situées a la base de I'épithélium glandulaire en contact avec la lame
basale. Elles présentent des propriétés de cellules épithéliales et de cellules musculaires
contractiles. En se contractant, elles exercent une pression qui permet de réduire le volume
de la lumiere glandulaire et de faciliter la libération des granules sécrétoires par les cellules
glandulaires en direction du canal cilié puis vers la lumiére des voies aériennes. Les cellules
myoépithéliales expriment l'a-actine caractéristique des fibres musculaires lisses mais
également la neurokinine-1 (récepteur de la substance P). Ce récepteur est activé par les
tachinines sécrétées par les cellules inflammatoires, ainsi que par les terminaisons nerveuses
proches des glandes de la sous-muqueuse, médiant la libération des sécrétions par les

glandes (Springer et al., 2005).

b) Epithélium bronchiolaire

L’épithélium bronchiolaire humain est un épithélium cylindrique présentant une a
deux couches de cellules qui va évoluer en un épithélium cuboide monocouche constitué
uniguement de cellules ciliées et de cellules de Clara au niveau des bronchioles terminales.

Suivant les espéces, I'épithélium bronchiolaire est constitué de plusieurs types cellulaires en
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proportions différentes. Chez I'homme, I'épithélium bordant les voies bronchiolaires est
composé de cellules ciliées, de cellules de Clara (spécifiguement observées au niveau de
I’épithélium bronchiolaire humain mais présentes tout au long de I'arbre respiratoire chez la
souris), de cellules neuro-endocrines, de cellules caliciformes et de quelques cellules basales
moins nombreuses qu’au niveau des voies aériennes trachéo-bronchiques (présentes tout
au long de l'arbre respiratoire chez ’homme, absentes dans I'épithélium bronchiolaire chez

la souris).

(1) Cellules neuro-endocrines

De formes pyramidales, ressemblant morphologiquement aux cellules basales, les
cellules neuro-endocrines sont en contact avec la lame basale et présentent des granules de
sécrétion au pOle basal ainsi que des prolongements cytoplasmiques atteignant la lumiere
des voies respiratoires (Weichselbaum et al., 2005). Les cellules neuro-endocrines sont rares
(1 pour 2500 cellules épithéliales (Gosney et al., 1988)), localisées tout le long de
I’épithélium des voies aériennes, et principalement au niveau de I'épithélium bronchiolaire
(Boers et al., 1996). Ces cellules sont observées isolées ou regroupées sous forme d’flots
innervés, nommés corps neuro-épithéliaux (NEB), localisés principalement au niveau des
zones de bifurcation des voies aériennes. Les cellules neuro-endocrines expriment différents
marqueurs tels que la chromogranine A, la CGRP (calcitonin gene-related peptide (Cadieux et
al., 1986)), la GRP (gastrin-releasing peptide (Jaramillo et al., 1995)), la calcitonine (Azzadin
et al., 2001)), la sérotonine ou la cholecystokinine. Les peptides et les amines sécrétés par
les cellules neuro-endocrines ont montré leurs implications au cours du développement
pulmonaire feetal en modulant la morphogénese branchée (Sunday et al., 1990). La
régénération de ['épithélium bronchiolaire chroniguement |ésé est associée a une
augmentation du nombre de cellules neuro-endocrines par NEB et du nombre de NEB le long
de I’épithélium (Stevens et al., 1997). Au sein des NEB, les cellules neuro-endocrines (CGRP")
murines sont capables d’entrer en prolifération, suite a une lésion (Reynolds et al., 2000).
Cependant, elles sont incapables de régénérer I'épithélium bronchiolaire (voir le paragraphe

I1.B.3.c.3.b.ii).
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(2) Cellules de Clara

Les cellules de Clara ou cellules sécrétoires bronchiolaires non-ciliées (décrites par
Kolliker en 1881 chez le lapin et Clara M. en 1937 chez ’lhomme), sont retrouvées au niveau
de I’épithélium bronchiolaire chez les mammiferes et notamment 'homme, ou elles
représentent environ 11 % des cellules épithéliales des bronchioles terminales (Boers et al.,

1999) (Figure 8).

Figure 8: Identification de cellules de Clara au sein d’un épithélium bronchiolaire proximale
de rat (fleche) en microscopie électronique a balayage (A), entourées de cellules ciliées
(barre =10 um).

(B) Microscopie électronique a transmission des cellules de Clara des bronchioles terminales.
M=Mitochondries, S=Granules sécrétoires, RER=Réticulum Endoplasmique Rugueux,
N=Noyau basal (Reynolds et Malkinson, 2010).

Elles sont observées cependant au niveau des voies aériennes trachéo-bronchiques de
qguelques especes comme la souris. Les cellules de Clara humaines présentent un pdle apical
en dome faisant saillie dans la lumiere bronchiolaire et entourées de cellules ciliées. Elles
sont également caractérisées par la présence d'un important réticulum endoplasmique

rugueux, de tres nombreuses mitochondries apicales et de grains de sécrétion d’environ 0,3
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um de diametre proches de la membrane plasmique bordant la lumiére (Singh et Katyal,
1997).

Les cellules de Clara sécretent de maniere spécifique une protéine multifonctionnelle
de la famille des sécrétoglobines (Scgblal), référencée chez 'homme et le lapin comme
Utéroglobine, et comme CCSP (Clara cell secretory protein) ou CC10 (Clara cell 10, protéine
évaluée a 10kDa) chez les rongeurs (Singh et al., 1988). La protéine CCSP présente la
capacité de moduler la susceptibilité épithéliale aux Iésions induites par des gaz oxydants
(Plopper et al., 2006), et des propriétés immunomodulatrices et anti-inflammatoires
(Dierynck et al., 1996 ; Mantile et al., 1993). En effet, une étude récente menée en 2010,
indique que les cellules de Clara sont capables, a travers la régulation du comportement des
macrophages, d’atténuer I'inflammation et qu’une diminution de la fonction sécrétoire des
cellules de Clara serait un facteur prépondérant dans l'augmentation de l'intensité de
I'inflammation pulmonaire observée dans les maladies pulmonaires chroniques (Snyder et
al., 2010). Les cellules de Clara expriment le cytochrome P450 a activité enzymatique mono-
oxygénase, responsable de la détoxification des xénobiotiques et des substances inhalées
(Widdicombe et Pack, 1982). Chez la souris, des cellules de Clara variantes, déficientes en
cytochrome P450 2F2, sont localisées au niveau des NEB et de la jonction bronchiolo-
alvéolaire. Ces cellules seraient impliquées dans la régénération de [I'épithélium
bronchiolaire (Hong et al., 2001 ; Giangreco et al., 2002) (voir les paragraphes I1.B.3.c.3.b.ii et
iii).

c) Epithélium alvéolaire

Au niveau du parenchyme pulmonaire, |'épithélium bordant les alvéoles est
monostratifié, constitué de deux types cellulaires principaux: les Pneumocytes de type | (PN
I) et de type Il (PN Il) (Figure 9). A I’état normal, quelques éléments cellulaires, notamment
les macrophages, sont retrouvés dans la lumiére alvéolaire, en se déplacant sur la paroi
alvéolaire immergés dans le surfactant. Le surfactant, composé de 85 a 90 % de lipides, de
10 % de protéines et de 2 % de carbohydrates (King et Clements, 1972), constitue un film
trés mince qui recouvre la totalité de la surface de l'intérieur des alvéoles. Cette substance

possede des capacités tensioactives, empéchant le collapsus des alvéoles en diminuant les
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tensions de surface de celles-ci. Le surfactant joue également un r6le important dans la
défense immunitaire du poumon en stimulant la phagocytose et la capacité de migration des

macrophages alvéolaires (Hoffman et al., 1987).

capillaires

PNII

Figure 9: Mise en évidence des cellules épithéliales alvéolaires.

PN I: Pneumocytes de type I; PN II: Pneumocytes de type Il.

(1) Pneumocytes de type |

Les pneumocytes de type | sont des cellules larges et tres aplaties (50 a 100 um de
diameétre) couvrant environ 95 % de la surface épithéliale alvéolaire (Stone et al.,, 1992).
Longtemps, les PN | ont été décrites comme des cellules biologiquement inactives,
totalement différenciées et impliquées dans le passage d’air passif vers les capillaires
(barriere air-sang). De récentes études mettent en évidence des caractéristiques
morphologiques de cellules métaboliquement actives, telles que la présence de
mitochondries, un appareil de Golgi important, de nombreuses cavéoles ainsi que la
présence de microvilli. Les PN | sont également impliqués dans le maintien du fluide de
surface, dans le transport d’eau et d’ions chez le rat, en exprimant différentes sous-unités du

canal sodique ENaC, et de la Na’/K" ATPase (Johnson et al., 2002). Récemment, il a été
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suggéré une implication potentielle de ces cellules dans la réparation de I'épithélium

alvéolaire (Gonzalez et al., 2009).

(2) Pneumocytes de type Il

Les PN Il sont de formes cuboides, bordant approximativement 5 % de la surface des
alvéoles pulmonaires et représentant 60 % des cellules épithéliales alvéolaires (Castranova
et al, 1988). Leur cytoplasme est riche en organites, présentant un réticulum
endoplasmique et un appareil de Golgi important, ainsi que des organites spécifiques,
appelés corps lamellaires, permettant le stockage du surfactant qu’elles synthétisent. Le
surfactant alvéolaire, dont la fraction protéique représentant 10 %, est composée
principalement de SP-A et SP-D (Surfactant Protein), protéines de type hydrophile
présentant la capacité de moduler les réponses immunitaires innées et adaptatives (Pastva
et al., 2007), ainsi que de SP-B et SP-C de type hydrophobe plutot impliquées dans la
réduction des tensions de surface alvéolaire (Nogee, 2004).

Les PN Il proliferent durant le stade embryonnaire et foetal mais chez I'adulte, en
I'absence de lésions présentent des caractéristiques de cellules différenciées matures ne se
divisant pas (Ulich et al., 1994). Qutre leur réle dans la production du surfactant, les PN I
présentent des capacités de cellules souches de I'épithélium alvéolaire (voir le paragraphe

11.B.3.c.3.b.iv).

3. Systemes de défense épithéliaux

L’épithélium présente différents mécanismes de défense, tels que son role de barriére
cohésive traduit par de nombreux systémes de jonctions intercellulaires, la sécrétion du
mucus piégeant les aérocontaminants, associée au battement des cils des cellules ciliées
(clairance mucociliaire), ainsi que la sécrétion de facteurs de défenses anti-microbiens a

large spectre associés a une réponse immunitaire adaptée.
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a) Barriére mécanique : Les jonctions intercellulaires

L'intégrité de la barriere épithéliale est assurée par plusieurs complexes jonctionnels
intercellulaires : les jonctions serrées, les jonctions intermédiaires, les desmosomes et les
jonctions communicantes. L'ancrage de ['épithélium a la membrane basale implique

I’établissement de complexes multiprotéiques appelés hémidesmosomes (Figure 10).

Lumiére

Jonctions serrées
Jonctions adhérentes

Desmosomes

Jonctions communicantes

Membrane
basale

Figure 10: Représentation schématique des différents types de jonctions au niveau des
cellules épithéliales.

Les jonctions serrées, séparant le p6le apical du pble basolatéral, assurent I'étanchéité de
I'épithélium. Les jonctions adhérentes ainsi que les desmosomes garantissent la cohésion de
I'épithélium, et les jonctions communicantes permettent une communication directe entre
des cytoplasmes de cellules adjacentes, en assurant le couplage physiologique entre celles-
ci. Les hémidesmosomes assurent I'ancrage des cellules épithéliales a la membrane basale.

(1) Jonctions serrées ou zonula occludens

Les jonctions serrées assurent I'étanchéité de I'épithélium. Elles sont localisées au

niveau apical de la membrane baso-latérale, en entourant entierement les cellules
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épithéliales cylindriques (Godfrey, 1997). Elles forment une barriére sélective qui régule le
passage de molécules chargées hydrophiles comme les ions a travers I'espace para-cellulaire
(Godfrey et al, 1992). Les jonctions serrées sont composées de protéines
transmembranaires telles que les claudines, I'occludine ou les JAM (Junctional Adhesion
Molecule), assemblées a des protéines de la plaque cytoplasmique formée des protéines ZO-
1, ZO-2 ou ZO-3 (ZO pour zonula occludens), liées au cytosquelette d’actine ou a des
protéines régulatrices. Elles séparent le poéle apical du poéle baso-latéral des cellules,
maintenant une distribution asymétrique des composants membranaires et développant la

polarité membranaire (Tsukita et al., 2001).

(2) Jonctions intermédiaires ou zonula adherens

Les jonctions intermédiaires (jonctions adhérentes ou zonula adherens) sont localisées
immédiatement sous les jonctions serrées, au niveau de la membrane baso-latérale des
cellules épithéliales cylindriques. Elles sont formées par un réseau de glycoprotéines
transmembranaires, dont la majorité fait partie de la superfamille des cadhérines (lvanov et
al., 2001), et notamment la Cadhérine-E, principale protéine impliquée dans ces jonctions
(Yamada et Nelson, 2007). Les glycoprotéines transmembranaires sont reliées au
cytosquelette d’actine via caténines, vinculine ou actinine a (Franke et al., 1989 ; Yamada et
Geiger, 1997). Les jonctions intermédiaires sont formées par I'interaction Ca**-dépendante

des cadhérines transmembranaires des cellules adjacentes.

(3) Desmosomes ou macula adherens

Egalement appelés macula adherens, situés au niveau de la membrane baso-latérale
sous les jonctions adhérentes, les desmosomes relient fermement les cellules cylindriques
ciliées et sécrétoires aux cellules basales (Evans et al, 1989). Les desmosomes sont
composés de desmoplakines, de plakoglobine et de plakophilines, protéines cytoplasmiques
reliant des cadhérines de types desmogléines et desmocollines, aux filaments intermédiaires

de cytokératines (Garrod et al., 1996 ; Kottke et al., 2006).
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(4) Jonctions communicantes ou gap junctions

Les jonctions communicantes (gap junctions) constituent des complexes jonctionnels
multiprotéiques en formes de canaux qui ont pour réle d’assurer une communication directe
entre les cytoplasmes de cellules adjacentes (Falk, 2000a). Elles sont constituées de
molécules transmembranaires appelées connexines, s’assemblant en hexameres pour
former des hémi-canaux appelés connexons. Lorsque les connexons de deux cellules
adjacentes s’associent, un canal central se forme, laissant passer des molécules de moins de
1 a 1,5 kDa (De Maio et al., 2002). Ces jonctions permettent des échanges passifs d’ions,
ainsi que le transport d’eau ou de métabolites a travers |'épithélium (Falk, 2000b).

Au niveau de I'épithélium différencié et polarisé des voies aériennes humaines, une
communication intercellulaire entre les cellules ciliées, exprimant la connexine 30, ainsi
gu’entre les cellules ciliées et basales (exprimant majoritairement la connexine 31) a été

mise en évidence (Wiszniewski et al., 2007).

(5) Hémidesmosomes

Les hémidesmosomes sont des complexes protéiques qui établissent I'ancrage de
I’épithélium a la membrane basale sous-jacente, via I'attachement du péle basal des cellules
basales (Nakajima et al., 1998). Similaires a des demi-desmosomes, ils sont asymétriques et
contiennent des intégrines en place des cadhérines. Les hémidesmosomes sont constitués
des intégrines hétérodimériques a6p4 interagissant avec la laminine 5 de la lame basale, des
protéines BP180 (BP pour bullous pemphigoid antigens, aussi appelé collagéne XVII), et
d’une plaque dense intracellulaire principalement composée de desmoplakine. Les filaments
de cytokératine du cytosquelette convergent au niveau de cette plaque (Garrod, 1993)
(Green et Jones, 1996). On trouve également au niveau des hémidesmosomes, le CD151,
tétraspanine associée aux intégrines a6B4, composant majeur des structures pré-
hémidesmosomes, impliqué dans la formation et la stabilité des hémidesmosomes (Sterk et

al., 2000).
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b) La clairance mucociliaire

La clairance mucociliaire est considérée comme le premier mécanisme de défense inné
des voies aériennes (Knowles et Boucher, 2002). L’épithélium bordant les voies aériennes est
recouvert d’'un mucus piégeant les débris ou pathogenes inhalés et va les évacuer hors des
voies aériennes a l'aide du battement coordonné et orienté des cils. Ce mécanisme
contribue a remonter le mucus des voies aériennes distales vers la trachée, puis vers les
voies digestives au niveau du pharynx ou il sera éliminé par déglutition ou par la toux (Zahm
et al., 1989). L'efficacité de I'épuration mucociliaire est dépendante d’un équilibre idéal
entre un systeme coordonné de transport d’eau et d’ions, la structure, la quantité et les
qualités viscoélastiques du mucus, le nombre de cellules ciliées, la fréquence des battements
et le mouvement coordonné et orienté des cils (Puchelle et al., 1987 ; Randell et Boucher,

2006).

(1) Liquide de surface

Le liquide de surface couvrant I'épithélium des voies aériennes, est composé de
glycoprotéines, de glycoaminoglycanes, de protéines, d’antiprotéases, d’antioxydants, d’eau
et d’ions (King et Rubin, 1999). Il présente deux composantes : une phase « sol » liquidienne,

sur laguelle repose une phase « gel » ou mucus.

(a) Liquide périciliaire

La phase « sol » ou liquide périciliaire est une phase aqueuse, lubrifiante et de viscosité
faible, dans laquelle battent les cils vibratiles. Les mouvements ioniques transépithéliaux
sont a l'origine de ce liquide en entrainant des mouvements d’eau par osmolarité a travers la
membrane plasmique apicale des cellules épithéliales des voies aériennes (Sleigh et al,
1988 ; Smith et Welsh, 1993). Le liquide périciliaire présente une épaisseur constante
finement régulée par les transports ioniques transépithéliaux essentiels pour un transport de
mucus efficace (Tarran, 2004).

Le liquide périciliaire aurait pour role d’éviter 'adhérence des mucines épithéliales

membranaires, notamment de MUC-1 et MUC-4, avec les mucines composant la phase
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« gel » (Knowles et Boucher, 2002). En outre, la régulation de la composition du liquide
périciliaire par les cellules épithéliales est essentielle au maintien d’'un environnement
adéquat pour l'efficacité d’action des peptides anti-microbiens sécrétés par I'épithélium

respiratoire (Ganz, 2002; Travis et al., 1999).

(b) Le mucus

La phase « gel » ou mucus, plus superficielle et dense, est un matériel biologique
complexe. Il est composé de 95 % d’eau, de 2 a 3 % de protéines et glycoprotéines, d’1 % de
lipides et d’1 % de minéraux ou d’ions. Il est caractérisé par différents parametres
rhéologiques tels que la viscosité et I'élasticité, directement responsables de la capacité de
transport du mucus par les cils (King, 1987). La phase «gel» peut étre également
caractérisée par des propriétés de filance, d’adhésivité et de mouillabilité, ces deux
dernieres contribuant aux propriétés d’interface optimale entre le mucus et I'épithélium
respiratoire. Ainsi, une faible adhésivité et une bonne mouillabilité vont faciliter le transport
mucociliaire (Zahm et al., 1989). Les principales molécules intervenant dans I'architecture
tridimensionnelle et dans les propriétés rhéologiques du mucus sont les mucines, qui
constituent une famille hétérogene de glycoprotéines de haut poids moléculaire retrouvées
associées a la membrane ou sécrétées. Les mucines sécrétées posseédent de trés nombreux
groupements O-glycanniques et sont organisées en polymeéres formant un réseau
macromoléculaire tridimensionnel trés complexe par I'établissement de ponts dissulfures
(Gum, 1992).

Le mucus est principalement composé des polymeres de MUC-5AC, de MUC-5B
(Thornton et al., 1996; Buisine et al., 1999) et en moindre quantité de MUC-2 au niveau de
I’épithélium bronchique (Vinall et al., 2000). Le mucus va piéger de maniere aspécifique les
aérocontaminants et les pathogénes inhalés. De plus, les mucines sécrétées possedent dans
leur structure de tres nombreux résidus sucrés différents au niveau de leurs chaines
glycanniques, créant des sites spécifiques d’adhérence pour une grande variété de
pathogénes inhalés (Lamblin et al., 1991).

De par son role dans les transports d’eau et d’ions, I'épithélium respiratoire va

également contréler la composition du mucus en électrolytes et son degré d’hydratation. Le
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mucus présente la capacité de servir de réservoir liquidien au liquide périciliaire sous-jacent.
Il a été mis en évidence qu’une perte ou un apport de soluté au liquide de surface menait a
la réduction ou I'augmentation sélective du volume de la phase « gel » en préservant la
hauteur du liquide périciliaire et donc en conséquence le maintien du transport de mucus

optimal (Tarran et al., 2001).

(2) Le battement ciliaire

Les cils sont constitués de 9 doublets de microtubules a la périphérie du cil et deux
microtubules formant I’axe central de I'axonéme, selon le schéma « 9+2 ». Les doublets de
microtubules, reliés les uns aux autres par des ponts de nexine, et présentant des bras de
dynéine, sont ancrés aux cellules grace a des structures nommeées corps basaux. Les cils
battent grace au glissement des doublets de microtubules assuré par le déplacement des
bras de dynéine entre des doublets adjacents, de facon dépendante de I'hydrolyse de I’ATP
(Wanner et al., 1996).

Au cours du battement coordonné et orienté des cils, I'extrémité du cil érigé pénetre
avec une vitesse de I'ordre de 800 um/s a l'intérieur de la phase « gel ». Cette phase active
durant laquelle les cils se déploient et entrent en contact avec le mucus permettant le
mouvement unidirectionnel du mucus a la surface des voies aériennes. Cette phase est
suivie d’une phase dite passive au cours de laquelle les cils vont se replier dans la phase
« sol » selon un mouvement de rotation, puis retrouver leurs positions initiales (Sleigh et al.,

1988).

c) Les transports d’ions

Les transports d’ions sont réalisés par des canaux ioniques formés par des protéines
transmembranaires. Ces transports d’ions peuvent étre passifs, selon un gradient
électrochimique, ou actifs réalisés par des pompes nécessitant un apport énergétique (ATP).
Les transports ioniques sont a I'origine de gradients électrochimiques de part et d’autre de la
membrane cellulaire. Ils sont responsables de I'existence d’un potentiel de membrane et
sont impliqués également dans les phénomeénes de sécrétion ou d’absorption d’eau a travers

la membrane épithéliale. L'épithélium respiratoire humain va présenter, a I’état basal, une
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absorption de sodium (Na’) par les canaux sodiques apicaux, entrainant le passage

paracellulaire de chlore (CI') ainsi qu’une absorption d’eau par osmolarité (Tarran, 2004).

(1) Le transport de chlore

Plusieurs types de canaux chlorures ont été identifiés au niveau des membranes

apicales et basolatérales des cellules de I'épithélium respiratoire, et notamment le canal
CFTR.
La protéine CFTR est une protéine transmembranaire de 170 kDa codée par un gene situé
sur le bras long du chromosome 7 (Riordan et al., 1989), observée au niveau de la
membrane apicale des cellules épithéliales pulmonaires. CFTR est un canal chlorure dont
I'activité est régulée par 'AMPc, appartenant a la famille des protéines de transport ABC
(ATP Binding Cassette). CFTR est composé de deux domaines a 6 segments
transmembranaires, deux domaines cytosoliques NBD1 et NBD2 (NBDs : Nucleotide-binding
domains) de liaison aux nucléotides (sites de fixation de I’ATP), et un domaine de régulation
R (R domain) présentant des sites potentiels de phosphorylation pour les protéines kinases A
et C (Hanrahan et Wioland, 2004).

L'activation du canal dépend de la phosphorylation du domaine R et de I'hydrolyse
d'une molécule d'ATP sur les domaines NBD1 et 2. Au niveau pharmacologique, le canal
CFTR est activé par une grande diversité de composés chimiques incluant des agonistes de
I’adenylate cyclase tels que la forskoline (Schultz et al., 1997).

En plus de son role dans le transport de CI, CFTR régule négativement le transport
sodique transépithélial par les canaux sodiques ENaC (Briel et al., 1998 ; Stutts et al., 1995).
CFTR contrdle également I'activité d’autres canaux Cl” et des canaux K* (Kunzelmann et
Schreiber, 1999). CFTR, au niveau de la membrane apicale, s’associe pour former un
complexe multiprotéique, a des protéines reliées au cytosquelette d’actine telles que
I’ezrine ou I'EBP50 (ERM-binding phosphoprotein 50) présentant un domaine de liaison PDZ
(PSD-95/SAP- 90, Discs-large, ZO-1 homologous domain) a partir de sa séquence C-terminale
(Short et al., 1998). Ainsi, toute modification de la structure du cytosquelette pourra étre
transmise a CFTR.

D’autres canaux ont également été mis en évidence dans le transport du Cl" au sein de

s . s . . - . 7 2 . .
I’épithélium respiratoire, tels que les canaux Cl activés par le Ca’" cytosolique (calcium-
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dependent chloride channel, CaCC) (Agnel et al., 1999). Ces canaux participent au controle
de I'hydratation du liquide de surface par les cellules épithéliales (Tarran et al., 2002).

Le canal ORCC (Outwardly Rectifying Chloride Channel), régulé par I'AMPc, a été mis en
évidence au niveau de la membrane basolatérale de cellules épithéliales respiratoires
humaines (Szkotak et al., 2003). Le role de ce canal est encore méconnu. Cependant, la
sécrétion de bicarbonate (HCO3") serait favorisée par I'ouverture du canal ORCC alors que sa
fermeture permettrait la sécrétion de chlore (Xia et al., 1997). Une étude menée par Egan et
collaborateurs a montré que I'activation du canal ORCC par la PKA nécessitait la présence
d’un canal CFTR fonctionnel (Egan et al., 1992). CFTR régulerait le canal ORCC par un
mécanisme autocrine/paracrine impliquant la libération d’ATP (Schwiebert et al., 1995 ;

Schwiebert et al., 1999).

(2) Le transport de sodium

Le canal sodique majoritaire situé dans la membrane apicale des cellules, de
I’épithélium nasal jusqu’aux alvéoles, est appelé ENaC (Epithelial Na* Channel). Ce canal
permet I'absorption des ions Na* du liquide de surface vers I'intérieur de la cellule. Le canal
ENaC est formé de trois sous-unités a, B et y associées en multiméres. Chaque sous-unité
présente deux domaines transmembranaires, un domaine extracellulaire, ainsi que deux
domaines amino- et carboxy-terminaux cytoplasmiques impliqués dans la modulation et
I'activation du canal ENaC. Celui-ci est inhibé sélectivement par I'amiloride, composé
chimique dérivé de la guanidine inhibant I’'absorption de sodium de fagon réversible et
rapide (Garty et Palmer, 1997).

Au niveau de la membrane basolatérale existe également la pompe Na‘/K" ATPase,
impliquée dans le maintien de I'homéostasie sodique et potassique intracellulaire,
permettant I'efflux actif de sodium hors de la cellule, en échange d’ions potassium (K*). Le
déséquilibre des charges créé par cette activité enzymatique induit une différence de
potentiel membranaire favorisant I'absorption continue de Na* & la surface apicale des
cellules par le canal ENaC. Au niveau de I'épithélium respiratoire, le transport transépithélial
du Na*, en créant un gradient osmotique de part et d’autre des membranes des cellules, est

le moteur permettant la réabsorption du liquide de surface.
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(3) Le transport de potassium

Le réle des canaux potassiques est relativement peu étudié mais commence a se
développer. Les canaux potassiques sont regroupés en 3 classes en fonction du nombre de
segments transmembranaires (STM) qu’ils possedent : les canaux a 6 STM (regroupant les
canaux voltage-dépendant et les canaux activés par le calcium), les canaux a 4 STM et 2
pores et les canaux a 2 STM. 30 & 40 types de canaux K ont été mis en évidence, situés
majoritairement au niveau de la membrane basolatérale mais aussi sur la face apicale des
cellules de I'épithélium pulmonaire des fosses nasales aux alvéoles.

De maniére générale, les canaux potassiques au sein d’épithélia, sont capables de
contrbler le potentiel de membrane et de créer un gradient électrochimique favorisant le
transport transépithélial des ions CI" et Na*, et de liquide (Urbach et al., 1996). Le canal
KvLQT1 (canal a 6 STM, voltage-dépendant) serait activé par ’AMPc et participerait de fagon
majoritaire au courant potassique basolatéral mesuré en Chambre de Ussing. De plus, le
canal KvLQT1 en association avec le canal KATP (ATP-dependent K(+) channel) stimulés par
I'activation autocrine du récepteur de I'EGF (epidermal growth factor) semblent impliqués

dans le processus de réparation de I’épithélium alvéolaire (Trinh et al., 2007).

(4) Autres transporteurs

Quelques autres systemes de transports d’ions ont été identifiés tels que le
cotransporteur Na*/K'/2CI" ou I'échangeur cationique Na®/H*. Situé sur la membrane
basolatérale des cellules épithéliales respiratoires, le cotransporteur Na*/K*/2Cl" permet de
faire entrer des ions chlorures dans la cellule malgré un gradient électrochimique
défavorable, afin qu’ils soient excrétés au pole apical (O'Grady et al., 1987). Il est impliqué,
notamment, dans la régulation du volume cellulaire (Haas et Forbush, 2000).

L’échangeur Na'/H" (NHE), également présent a la membrane basolatérale des cellules
épithéliales respiratoires (Paradiso, 1992), permet la régulation et le maintien d’un pH
stable. Electroneutre (entrée d’un Na® / sortie d’'un H'), tout comme le cotransporteur
Na*/K*/2ClI, cet échangeur va étre activé par une production cellulaire de protons (Harvey et
Ehrenfeld, 1988) et inhibé par I"absence de Na* extracellulaire ainsi que par I'amiloride (Paris

et Pouysségur, 1983).
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(5) Récapitulation des transports transépithéliaux

Au niveau de I’épithélium des voies aériennes humaines, 'absorption active de Na* par
le canal ENaC du pdle apical, entraine une absorption passive de Cl" et d’eau (Boucher,
1994a ; Boucher, 1994b). Au niveau du pdle basolatéral, le Na* cytosolique est ensuite libéré
de la cellule par la pompe Na*/K" ATPase en provoquant une accumulation d’ions K* dans le
cytoplasme entretenant une différence de potentiel, et réalisant ainsi un gradient
électrochimique qui va faciliter I'efflux de K* vers I'extérieur de la cellule. Selon leur gradient
électrochimique, les ions ClI" vont passer par des voies paracellulaires pour garantir
I’électroneutralité du systeme en entrainant également une absorption d’eau (Tarran et al.,
2001). La sécrétion des ions Cl" par leurs canaux situés a la membrane apicale comme le
CFTR ou les CaCC peut également étre observée selon un gradient électrochimique
entretenu par différents transporteurs de CI” de la membrane basolatérale (cotransporteur
Na*/K*/2cl).

L’équilibre entre I'absorption de sodium et la sécrétion de chlore permet de contréler
les mouvements d’eau a travers |'épithélium, et contribue a une bonne hydratation des

voies aériennes ainsi qu’a une clairance mucociliaire de qualité.

d) Peptides de défense anti-microbiens et cellules
immunitaires

(1) Peptides a activité anti-microbienne

La période de clairance des pathogénes par le transport mucociliaire peut prendre
guelgques heures. Dans ces conditions, les bactéries vont proliférer a la surface des voies
aériennes. Cela implique que ce mécanisme seul n’est pas assez efficace pour protéger
I’épithélium de toute infection (Knowles et Boucher, 2002). Des substances anti-
microbiennes endogenes a large spectre, impliquées dans la défense innée constitutive de
I’épithélium (Ganz, 2002), et sécrétées dans le liquide de surface majoritairement par les
glandes de la sous-muqueuse (Kaliner, 1991), suppriment la croissance bactérienne durant
cette période de clairance. Le liquide recouvrant I'épithélium respiratoire contient des

molécules telles que la transferrine, le lysozyme et le SLPI (secretory leukoproteinase
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inhibitor), substances anti-microbiennes majeures, ainsi que des défensines et le LL-37
(cathélicidine humaine) en quantités moins importantes (Hiemstra, 2001; Schutte et McCray,

2002).

Le lysozyme, protéine de 15 kDa, est capable de dégrader les peptidoglycanes des
parois bactériennes. Cette enzyme est sécrétée majoritairement par les cellules séreuses des
glandes de la sous-muqueuse, I'épithélium de surface, ainsi que les macrophages alvéolaires

(Konstan et al., 1982).

La transferrine, glycoprotéine de 80 kDa, présente une forte affinité pour le fer. De ce
fait, elle posséde une capacité bactéricide indirecte, le fer étant un facteur de croissance
essentiel au cycle de développement des bactéries. La transferrine est retrouvée au niveau
des granules des neutrophiles et sécrétée par les cellules épithéliales séreuses (Bowes et al.,

1981).

Le SLPI est une protéine non glycosylée de 12 kDa sécrétée par les cellules séreuses
des glandes trachéo-bronchiques (Franken et al., 1980; Lee et al., 1993) ainsi que par les
cellules de Clara (Willems et al., 1989). Le SLPI a pour fonction d’inhiber [’élastase
neutrophile, en plus de son activité antibactérienne vis-a-vis des bactéries a Gram positif et

négatif.

Les défensines, de 3 a 5 kDa, sont des petits peptides antimicrobiens caractérisés par
leur repliement tridimensionnel grace a six cystéines formant des ponts disulfures. Les
défensines forment deux sous-groupes : les défensines a et B, possédent un large spectre
d’activité contre les bactéries a Gram positif et a Gram négatif mais aussi contre les
champignons et les virus (Koczulla et Bals, 2003). Chez ’homme, les défensines a vont étre
présentes dans les granules azurophiles des polynucléaires neutrophiles. Les B-défensines
humaines sont exprimées spécifiquement, au sein des voies aériennes, par les cellules
épithéliales (Lehrer et Ganz, 2002), et vont étre sécrétées au niveau du liquide de surface

bordant le tractus respiratoire (Laube et al., 2006).
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Enfin, le LL-37 est observé au niveau des granules du neutrophile, des monocytes et
des lymphocytes T (Agerberth et al., 2000), ainsi qu’au niveau des cellules de I'épithélium de
surface trachéal et des glandes (Bals et al, 1998). Il présente un spectre d’activité

antibactérien similaire aux défensines.

(2) Défense immunitaire

Afin d’éliminer les nombreux pathogénes, deux types de réponses immunitaires
participent a la protection du poumon : les défenses immunitaires innées et acquises.
L'immunité innée intervient en tant que premiére ligne de défense, en induisant une
réaction inflammatoire (deés les premieres heures suivant linfection) par les cellules
immunitaires telles que les macrophages, les cellules dendritiques ou les polynucléaires
neutrophiles (PNN), capables de phagocyter les agents infectieux. Elle intervient également
via leurs récepteurs PRRs (Pattern-Recognition Receptors) reconnaissant, sur la paroi des
pathogénes, des motifs PAMPs (Pathogens-Associated Molecular Patterns).

Les macrophages, en faible nombre au sein de la lumiere respiratoire ou le long des
voies aériennes, sont présents majoritairement au niveau des alvéoles. Ces cellules
possedent des fonctions phagocytaires mais également sécrétoires importantes. Elles
initient les réponses inflammatoires et immunitaires. Le macrophage alvéolaire est activé au
contact des pathogenes, et produit des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a
(tumor necrosis factor-a), I'lL1-B ou I'IL-6 (IL pour interleukine) ou les chimiokines
(notamment I'IL8) a I'origine du recrutement d’autres cellules immunitaires telles que les
PNN ou les monocytes/macrophages circulants (Takabayshi et al., 2006).

Les cellules dendritiques ont un réle présentateur d’antigénes et activent les cellules
immunitaires effectrices localisées au niveau de I'épithélium respiratoire (Jahnsen et al.,
2006).

Enfin, les PNN sont essentiels a la réponse immunitaire envers les pathogenes (Sibille
et Reynolds, 1990). Issus du sang circulant, les PNN peuvent migrer dans les tissus infectés

en réponse a la production locale de facteurs chimiotactiques (Nelson et al., 1995).
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B. CELLULES SOUCHES

1.  Caractéristiques des cellules souches

Les cellules souches sont des cellules immatures, définies par deux propriétés
spécifiques : leur capacité d’autorenouvellement et leur degré de plasticité (Smith, 2006). En
effet, une cellule souche a la capacité de se diviser indéfiniment et a I'identique, pour
donner deux cellules «filles» (autorenouvellement), permettant de maintenir en
permanence un pool de cellules souches, rapidement mobilisable en cas d’atteintes
tissulaires (Smith, 2006). Par division asymétrique, les cellules souches vont donner une
cellule souche « fille », ainsi qu’une cellule progénitrice ou cellule d’amplification transitoire,
qui va initier un programme de différenciation (Lajtha, 1979). La cellule progénitrice
présente une forte capacité de prolifération mais qui reste limitée dans le temps. Elle sera a
I'origine des cellules matures et fonctionnelles spécifiques d’un tissu donné (Smith, 2006).
Ainsi, apres la simple division d’une cellule souche, les deux cellules qui en résultent, vont
présenter des propriétés de prolifération et de différenciation différentes, soit par
ségrégation de facteurs intrinseques différents apres la séparation cellulaire, soit de par la
position de ces cellules dans des microenvironnements distincts appelés niches.

Les cellules souches sont indispensables, au maintien des tissus en assurant le
renouvellement des cellules composant ceux-ci (homéostasie) et a la régénération tissulaire

apres lésion.

2. Classification des cellules souches selon leur
potentiel de différenciation

Quatre types de cellules souches ont été mis en évidence, selon leur capacité de
différenciation. On distingue les cellules souches totipotentes, les cellules souches
pluripotentes, les cellules souches multipotentes et les cellules souches unipotentes (Smith,

2006) (Figure 11).
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Figure 11: Schéma récapitulant les différents types de cellules souches.

Les cellules souches totipotentes sont les cellules d’'un ceuf fécondé ou zygote apres
ses premiéres divisions, au stade morula 2 a 8 cellules. Ces cellules souches totipotentes,
également appelées blastomeéres, vont étre a |'origine, apres division de I'ensemble des
cellules composant un organisme dans son entier, c’est-a-dire des cellules des trois feuillets
embryonnaires qui sont I'ectoderme, le mésoderme et I'endoderme, mais également des

cellules des annexes embryonnaires telles que le placenta.

Les cellules de la masse cellulaire interne du blastocyste (embryon de 5 a 7 jours) sont
des cellules souches pluripotentes. De ces cellules dérivent les cellules souches
embryonnaires (CSE). Elles sont incapables de produire un organisme dans son entier, car
elles ne peuvent générer les annexes, et notamment le placenta, développées a partir du
trophectoderme (couche cellulaire externe de 'embryon). Cependant, elles peuvent former
tous les tissus d’un corps humain en générant les trois feuillets embryonnaires. De récentes

études ont mis en évidence la possibilité de reprogrammation de cellules somatiques
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tissulaires en cellules a capacité de différenciation pluripotentes induites (iPS) par la

surexpression de certains facteurs de transcription.

Les cellules souches multipotentes regroupent les cellules souches tissulaires, ou
somatiques du foetus a I'adulte. Toujours capable de s’autorenouveler, ce type de cellules
souches présente un potentiel de différenciation plus limité en s’engageant dans une voie de
différenciation tissulaire, a I'origine des différentes populations cellulaires composant un
tissu. Les cellules souches multipotentes sont des évenements rares et sont impliquées dans
I’'homéostasie tissulaire. Chez I'adulte, les cellules souches les plus étudiées sont les cellules
souches hématopoiétiques (CSH) originaires de la moelle osseuse, a |'origine du maintien et
du renouvellement de toutes les cellules sanguines ou mésenchymateuses engendrant les

futures cellules musculaires, adipeuses ou cartilagineuses.

Enfin, les cellules souches unipotentes ne donnent naissance qu'a un seul type de

cellules différenciées identiques (Figure 12).
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Figure 12: Schéma représentant différents types de cellules souches unipotentes.
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3. Les différentes cellules souches

a) Les cellules souches embryonnaires

(1) Généralités

Historiqguement, le concept de cellules souches embryonnaires est apparu suite a
I’étude de tératocarcinomes murins, tumeurs présentant une juxtaposition désorganisée de
multiples tissus somatiques (Martin, 1980). Les teratocarcinomes pouvaient également étre
induits par la greffe de blastocystes au niveau de sites ectopiques dans des souris
immunodéficientes. Plutét que de dériver des lignées de cellules pluripotentes tumorales a
I'origine de ces tumeurs, quelques équipes, de maniére indépendante a partir de 1981, ont
dérivé des lignées de cellules souches embryonnaires (CSE) in vitro (Martin, 1981 ; Evans et
Kaufman, 1981), et ont établi des conditions de culture appropriées pour ces cellules. Issues
de la masse cellulaire interne du blastocyste, les CSE sont pluripotentes, présentant une
capacité d’autorenouvellement illimitée in vitro a I’état indifférencié. Dans les conditions
optimales de culture, les CSE sont capables de générer les différents types cellulaires issus
des trois feuillets embryonnaires que sont I'ectoderme, le mésoderme et I'endoderme, a
I'origine de chacun des tissus d’'un organisme adulte (Pera et al., 2000).

Les CSE humaines dérivent d’embryons préimplantatoires surnuméraires au stade de
blastocyste, issus de programmes de fécondation in vitro (FIV) (Trounson, 2001). Les CSE
humaines pluripotentes ont été obtenues en culture pour la premiere fois en 1998. Ces
cellules montraient une capacité de prolifération stable (autorenouvellement) sur une
période importante impliquant la voie de signalisation Wnt (Sato et al, 2004), et
présentaient une activité de la télomérase (Thomson et al.,, 1998). Les CSE humaines sont
caractérisées par I'expression de marqueurs impliqués dans la pluripotentialité tels que les
facteurs de transcription Oct4, Nanog, Sox2, Foxd3, Rexl...,, le récepteur du TDGF1 ou le
facteur de croissance GDF3 par exemple (Pera et Trounson, 2004). Les CSE humaines
peuvent également étre caractérisées par |'expression de I'alkaline phosphatase, ou I'activité
de la télomérase, en plus des marqueurs spécifiques tels que SSEA-3 et 4 (stage-specific
embryonic antigens 3 and 4), Tra-1-60, Tra-1-81 ou le complexe majeur d’histocompatibilité

de classe 1 (MHC-1)... (Stojkovic et al., 2004). Les CSE humaines présentent un grand intérét
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dans le cadre de leur utilisation potentielle en médecine régénérative, de par leur capacité
de différenciation pluripotente. Cependant, leur utilisation thérapeutique pose plusieurs
probléemes: 1) d’ordre éthique (utilisation d’embryons humains); 2) de par leur fort
potentiel mitogéne et tumorigene, le risque de générer des tumeurs apres leur greffe est

important ; 3) la possibilité d’un rejet de ces cellules aprés transplantation n’est pas écarté.

(2) CSE et épithélium respiratoire

Les CSE murines sont capables de se différencier, in vitro, en cellules alvéolaires,
présentant une apparence morphologique de PN Il et une expression du SP-C (Denham et
al., 2006). De plus, il a été démontré que dans des conditions de culture en interface air-
liquide, les CSE murines ont la capacité de générer un épithélium fonctionnel, composé de
cellules basales, ciliées, intermédiaires et de Clara, similaire a un épithélium trachéo-
bronchique murin natif (Coraux et al., 2005).

Les CSE humaines ont également montré leur capacité de différenciation in vitro, en
PN Il exprimant la protéine du surfactant C avec, en outre, des caractéristiques
ultrastructurales de PN Il (Samadikuchaksaraei et al., 2006). Cependant, l'efficacité de
différenciation reste faible de I'ordre de 2 % de la population totale. Enfin, une étude
récente menée en 2009, a montré la capacité des CSE humaines a générer un tissu épithélial
pulmonaire in vitro, dans des conditions de culture en interface air-liquide favorisant la

différenciation de PN [, PN Il, cellules de Clara et cellules ciliées (Van Haute et al., 2009).

a) iPS (Induced pluripotent stem-cells)

De trés récentes études, réalisées depuis 2006, ont montré qu’il était désormais
possible de générer des cellules souches pluripotentes, semblables aux CSE, par la
reprogrammation génétique de cellules somatiques provenant de différentes espéces. Ce
procédé permettrait de générer des cellules pluripotentes directement a partir des propres
cellules d’un patient, pour la réparation de ses tissus endommagés, mais également de
produire in vitro, un répertoire de tissus normaux et pathologiques permettant d’étudier les

caractéristiques physiologiques et biologiques des maladies (Park et al., 2008).
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La premiere étude réalisée en 2006, a démontré que l'introduction dans des cellules
somatiques des quatre facteurs Oct3/4 (Pou5fl) et Sox2, identifiés dans le maintien de la
pluripotence des CSE (Nichols et al., 1998 ; Avilion et al., 2003), ainsi que c-Myc et KIf4,
geénes surexprimés dans de nombreux cas de tumeurs et contribuant a I'lautorenouvellement
et a la capacité de prolifération rapide des CSE (Li et al., 2005 ; Cartwright et al., 2005),
permettait de les reprogrammer en cellules souches pluripotentes induites. Ces cellules,
générées a partir de cellules embryonnaires murines ou fibroblastiques adultes, ont été
nommeées iPS (induced pluripotent stem cells), et présentent les propriétés morphologiques,
de prolifération, et d’expression de génes marqueurs des CSE (Takahashi et Yamanaka,
2006). De nombreuses études ont ensuite montré la capacité de reprogrammation de
plusieurs types de cellules somatiques, provenant de différentes espéces et notamment
I'Homme. Le processus de reprogrammation nécessite la transduction rétrovirale d’au moins
trois des génes précédemment cités : Oct3/4, Sox2 et KIf4, associée a la suppression de
I'activité de p53, obstacle a I'obtention des iPS (Hong et al., 2009). En 2009, une équipe a mis
en évidence la potentialité de reprogrammation cellulaire médiée par des protéines
recombinantes (les protéines Oct 4, Sox2, KIf4 et c-Myc purifiées, associées a des tags poly-
Arginine) pénétrant dans les cellules via la séquence poly-Arginine. Les cellules souches
pluripotentes induites par des protéines (piPS) ainsi obtenues a partir de cellules
fibroblastiques embryonnaires de souris, présentent une capacité d’autorenouvellement a
long terme, ainsi qu’un potentiel de différenciation pluripotent in vitro et in vivo (Zhou et al.,
2009) (Figure 13).

Les premiers clones de iPS humaines ont été générés, en parallele par deux équipes,
par transduction de fibroblastes adultes avec deux séries de quatre vecteurs rétroviraux
exprimant des facteurs de transcription reprogrammants, Oct4, Sox2, Nanog et Lin28 (Yu et
al., 2007) et Oct4, KIf4, Sox2 et c-Myc. Dans cette derniére étude, les iPS humaines obtenues
a partir de fibroblastes dermiques sont comparables a des CSE humaines, en termes de
morphologie, de prolifération, d’expression d’antigénes de surface ou d’activité de la
télomérase (Takahashi et al., 2007). Une étude menée par Huangfu en 2008, a mis en
évidence que I'utilisation de facteurs chimiques capables de moduler le statut épigénétique
des cellules, tels que I'acide valproique (inhibiteur des histones desacétylases), permettait la
reprogrammation de fibroblastes humains en iPS, avec seulement deux facteurs de

transcriptions Oct4 et Sox2 (Huangfu et al., 2008).
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Figure 13: Principales stratégies d’obtention des cellules souches pluripotentes induites
(iPS). Aprés l'isolement des cellules humaines (ex: fibroblastes dermiques), les cellules sont
amplifiées in vitro. L'introduction de facteurs reprogrammants, par transfection, est réalisée
a l'aide de vecteurs viraux présentant des combinaisons variées de génes associés a la
pluripotencialité. La sélection puis la propagation des cellules reprogrammées sont
nécessaires pour générer des iPS. Les méthodes établies pour la génération des iPS murines
et partiellement pour générer des iPS humaines sont indiquées en vert, incluant des
stratégies de réduction du nombre de vecteurs viraux reprogrammants, et/ou I"lamélioration
de l'efficacité de reprogrammation par de petites molécules (ex : Acide valproique, ...). Une
autre méthodologie potentielle d’obtention de cellules reprogrammées (en bleu) se
développe, a partir des protéines reprogrammantes (piPS, protein-induced pluripotent stem
cells) (d’aprés Rolletschek et Wobus, 2009).

Cependant, ces études bien que tres prometteuses et en plein essor, nécessitent
encore de nombreuses avancées avant une utilisation thérapeutique potentielle.
Notamment, il est indispensable de déterminer avec précision, le mécanisme de
reprogrammation cellulaire par les différents facteurs, et d’éliminer les rétrovirus dans ces

procédures. De plus, les iPS comme les CSE humaines, de par leur nature, nécessitent pour
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leur utilisation en thérapeutique, d’éliminer les risques in vivo de formations de tératomes

(Rolletschek et Wobus, 2009).

a) Cellules souches adultes ou somatiques

Malgré leur importante plasticité, les CSE, ainsi que les iPS sont tres délicates a utiliser,
d’une part d’un point de vue éthique, et d’autre part du fait de leur pouvoir tumorigéne et
immunogeéne. Les études cliniques utilisant la greffe de cellules souches adultes sont de plus
en plus fréquentes. Bien que leur capacité de différenciation soit plus restreinte que les CSE,
les cellules souches adultes présentent I'avantage de pouvoir étre isolées du patient lui-

méme (greffe autologue) pour une utilisation dans le cadre de thérapies cellulaires.

(1) Généralités

Les cellules souches adultes sont des évenements rares, localisées généralement au
sein d’un microenvironnement confiné appelé niche maintenant ces cellules dans un état
quiescent (Fuchs et al, 2004). Les cellules souches adultes sont capables de
s’autorenouveler tout au long de la vie mais également de se différencier pour permettre le
maintien de I'intégrité physiologique des tissus. De plus, il est difficile de mettre en place des
méthodes de culture pour étudier le comportement des cellules souches isolées. L’absence
de marqueurs moléculaires bien définis et caractérisés est un frein a leur étude mais reste
une condition requise pour leur isolement et leur caractérisation phénotypique et
moléculaire.

Différents marqueurs de cellules souches ont cependant pu étre identifiés et

référencés sur ce site : http://stemcells.nih.gov/info/scireport/appendixE.asp. A partir de

modeles animaux, différents types de cellules souches adultes ont été identifiés, en
s’appuyant sur leur propriété de division lente (autorenouvellement) tout au long de la vie
d’'un organisme. En effet, l'incorporation de précurseurs nucléotidiques tracables
(bromodésoxyuridine (BrdU), ou H>-Thymidine) au niveau des cellules en phase S du cycle
cellulaire a l'intérieur des tissus, a permis de situer les cellules souches dans leurs niches

respectives, et de les distinguer de leur descendance (Whikehart et al., 2005). A |'état
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d’équilibre, les cellules d’amplification transitoire, dérivant des cellules souches et
présentant un fort pouvoir prolifératif mais a court terme, incorporeront et élimineront trés
rapidement le BrdU ou la H*-Thymidine. Cependant a long terme, seules les cellules souches
se divisant lentement resteront marquées. Cette technique met ainsi en évidence les LRC
(Label Retaining Cells) correspondant aux cellules souches adultes, au sein de leur
microenvironnement spécifique in vivo.

La propriété d’efflux du Hoechst 33342 a également été utilisée en tant que stratégie
commune d’identification et de purification des cellules souches potentielles de différents
tissus, en absence de véritables marqueurs de surface cellulaire. La Side Population, ainsi
identifiée peut-étre isolée par cytométrie en flux sur la base de cette capacité d’efflux via la
glycoprotéine transmembranaire Bcrpl. La premiéere Side Population a été isolée a partir des
cellules de la moelle osseuse murine (Goodell et al., 1996). Cette population a ensuite été
mise en évidence au niveau de tissus solides tels que le foie, le cceur (Challen et Little, 2006)
ou l'épithélium pulmonaire murin (Summer et al., 2003 ; Reynolds et al., 2007). Cette
capacité a effluer le hoechst, ainsi que I'expression de la Bcrpl (ABCG2 chez 'homme)
pourrait représenter un marqueur commun a différentes cellules souches tissulaires (Zhou et
al., 2001).

Ainsi, des cellules souches adultes ont pu étre mises en évidence dans plusieurs
organes ou tissus chez I'homme: les cellules souches hématopoiétiques (CSH) et
mésenchymateuses (CSM), les cellules souches neurales, épidermiques ou intestinales
(tableau 1). Des cellules souches adultes ont également été identifiées au niveau du
pancréas (Ramiya et al., 2000), de la cornée et de la rétine (Tropepe et al., 2000; Yoshida et
al., 2006), des glandes mammaires (Dontu et al., 2003), de la pulpe dentaire (Gronthos et al.,

2000), du tissu adipeux (Zuk et al., 2001), etc ...
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Cellules souches
adultes humaines

Localisation

Types de cellules qui
en dérivent

Références

CSH Moelle osseuse Cellules sanguines (Petersen et al., 1999;
Endothéliales Gussoni et al., 1999;
Hépatiques Lansdorp, 1995;
Musculaires Fukushima et Ohkawa,
1995)
CS Neurales Cerveau Neurones (McKay, 1997;
Astrocytes Bjornson et al., 1999;

Oligodendrocytes
Cellules sanguines

Murphy et al., 1997;
Armstrong et
Svendsen, 2000)

Cellules souches
épithéliales

Intestinales et
épidermiques

Toutes les cellules
dans les cryptes
intestinales. Toutes les
cellules des couches
épidermiques

(van Dorp et al., 1999;
Lowell et al., 2000;
Wright, 2000; Bach et
al., 2000)

CSM

Moelle osseuse

Os
Cartilage
Tendon
Tissu adipeux
Muscle
Cellules neuronales
Cellules stromales

(Prockop, 1997;
Kuznetsov et al., 1997,
Kopen et al., 1999;
Caplan, 1994)

Tableau 1 : Les cellules souches adultes décrites dans I'organisme humain (Minguell et al.,

2001).

(2) Hiérarchie des cellules souches adultes

Deux types de tissus sont a distinguer chez 'homme, caractérisés par le temps

nécessaire a leur renouvellement complet. Il existe des tissus a renouvellement rapides, tels

gue le tissu sanguin ainsi que quelques épithélia (épiderme ou intestinal). Ces tissus, soumis

a de fortes contraintes, sont renouvelés en permanence, mettant en évidence la présence et

I'implication de cellules souches « actives », a I'origine du renouvellement de I’'ensemble des

cellules résidentes tissulaires. D’autre part, les tissus a renouvellement lents, comme le foie,

les muscles ou I'épithélium bordant les voies aériennes et alvéolaires, présentent des

cellules souches « quiescentes », activables a la suite d’une déplétion du pool de cellules

progénitrices.
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La hiérarchie « classique » des cellules souches adultes a été établie a partir de la
description du compartiment cellulaire prolifératif de tissus présentant un taux de
renouvellement important et permanent, tels que I'épithélium intestinal (Marshman et al.,
2002 ; van der Flier et Clevers, 2009), la peau, le follicule pileux ou le compartiment
hématopoiétique de la moelle osseuse (Morrison et al., 1995). Dans cette hiérarchie, les
cellules souches adultes vont étre définies suivant leur fréquence de prolifération ou leur
potentiel d’auto-renouvellement et de différenciation. Ces cellules souches se divisent
symétriquement pour assurer le maintien du pool de cellules souches tissulaires, mais
peuvent également se diviser de maniére asymétrique, pour produire une nouvelle cellule
souche, ainsi qu’une cellule progénitrice présentant une capacité proliférative forte mais
limitée dans le temps, ainsi qu’un important pouvoir de différenciation. Les cellules
progénitrices générent ensuite des cellules différenciées spécifiques des tissus.

A la différence des tissus a renouvellement rapide, I’épithélium pulmonaire adulte, bien que
constamment soumis aux stress d’aérocontaminants contenus dans I'air, présente un taux
de renouvellement lent a I'état normal, évalué a plus de 100 jours au niveau de I'épithélium
trachéo-bronchique murin adulte (Blenkinsopp, 1967) (1 % des cellules épithéliales
bronchiolaires murines sont en phase S sur une période de 24 heures (Reynolds et al., 2000).
La hiérarchie classique des cellules souches telle qu’elle est décrite n’est donc pas simple a
mettre en évidence au sein de I'épithélium des voies aériennes et alvéolaires. Quelques
protocoles expérimentaux ont été développés chez la souris, dans le but de mimer les
lésions a l'origine du mécanisme de réparation de I'épithélium pulmonaire. L'étude du
processus de régénération tissulaire a permis d’identifier différentes populations cellulaires
capables de proliférer en réponse a ces lésions a tous les étages des voies aériennes et
alvéolaires, et capables de régénérer un épithélium mature différencié (Rawlins et Hogan,
2006). Ces cellules constituent un large pool de cellules progénitrices dites facultatives
montrant des propriétés de cellules différenciées et fonctionnelles a I'état normal, mais
capables d’étre activées et de proliférer pour assurer I’'homéostasie tissulaire, ainsi que la
régénération épithéliale apres une lésion (Rawlins et Hogan, 2006 ; Stripp et Reynolds,
2008). Les épithélia pulmonaires et notamment I'épithélium bronchiolaire (trés étudié chez
I’animal), font donc partie des tissus présentant une hiérarchie des cellules souches non

classique.
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(3) Cellules souches/progénitrices de I’épithélium
respiratoire

Durant le processus de développement pulmonaire, I'épithélium bordant les voies
respiratoires et de conduction, de I'épithélium trachéo-bronchique aux alvéoles, va établir
différentes zones anatomiques fonctionnelles distinctes. Ces zones vont étre caractérisées
par une composition cellulaire épithéliale unique évoluant tout au long du tractus
pulmonaire, ainsi que par un répertoire de cellules souches adultes quiescentes a I'état
normal, douées de capacités d’autorenouvellement illimité et de cellules progénitrices
facultatives locales a I'origine de I'ensemble des populations cellulaires composant

I’épithélium, permettant ’lhoméostasie tissulaire.

(a) Différences structurales et histologiques
pulmonaires inter-espéces

Jusqu’a présent, les travaux menés sur l'identification des cellules souches ou
progénitrices de I'épithélium respiratoire ont principalement été réalisés a partir de modeéles
d’études in vivo, chez la souris, tant au cours de I’'homéostasie tissulaire, que dans le cadre
du processus de régénération épithéliale induit suite a une lésion. Les cellules souches vont
étre typiquement observées dans des compartiments spécialisés (niches), a proximité de
leur descendance cellulaire. Cependant, il existe des différences histologiques entre les voies
aériennes humaines et murines (Liu et Engelhardt, 2008), rendant I'identification des cellules
souches adultes humaines difficile (Jeffery, 1983).

Chez la souris, les cellules basales sont restreintes a I’épithélium trachéal, le nombre
des cellules ciliées diminue tout au long des voies aériennes et les cellules de Clara sont
particulierement abondantes au niveau des voies aériennes surtout bronchiolaires (Pack et
al., 1981). L'épithélium trachéo-bronchique humain normal quant a lui est un épithélium
pseudostratifié composé en majorité de cellules basales, ciliées et caliciformes, évoluant en
un épithélium bronchiolaire cylindrique, composé de quelques cellules basales mais
également de cellules ciliées, caliciformes et non ciliées sécrétoires de Clara (Boers et al,,

1998 ; Boers et al., 1999) (Figure 14).
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Figure 14: Comparaison schématique de la structure et de I'organisation épithéliale des
poumons humains et murins (A gauche : le poumon murin, a droite : le poumon humain)
(Rock et al., 2010).

(b) Cellules souches endogenes

Les cellules souches endogenes sont les cellules résidant au sein des épithélia trachéo-
bronchique, bronchiolaire et alvéolaire. En 1995, Zepeda et son équipe, ont identifié en
utilisant un modeéle de xénogreffe trachéale chez la souris, une population parmi les cellules
épithéliales bronchiques humaines, présentant des propriétés de cellules souches (auto-
renouvellement important et capacité de différenciation multipotente) sans l'identifier
morphologiquement (Zepeda et al., 1995), cette population étant capable de générer un
réseau de glandes respiratoires (Engelhardt et al., 1995). Tout au long de |’épithélium
respiratoire, différentes populations cellulaires présentant un potentiel souche/progéniteur
ont été décrites: les cellules basales des canaux glandulaires, les cellules basales de

I’épithélium de surface trachéo-bronchique, les cellules de Clara variantes associées aux NEB
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dans I'épithélium bronchiolaire, les cellules souches bronchiolo-alvéolaires (BASC) au niveau
des jonctions bronchiolo-alvéolaires (BADJ : Bronchio-Alveolar Duct Junction), les PN Il au

sein de I'épithélium alvéolaire, ainsi que la Side Population pulmonaire (Figure 15).
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Figure 15: Représentation schématique des voies de conduction et respiratoires, montrant
les différentes niches de cellules souches pulmonaires établies chez la souris (Liu et
Engelhardt, 2008).
> Cellules basales bordant les canaux des glandes de la sous-muqueuse.
> Cellules basales de [I'épithélium trachéo-bronchique de surface dans les zones
cartilages-intercartilage.
> Cellules de Clara variantes dans les NEB.

> BASC au niveau des jonctions bronchio-alvéolaires (BAD)J).

> Pneumocytes de type Il dans les alvéoles.
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(i)  Cellules souches/progénitrices de
I’'épithélium trachéo-bronchique

Dans la littérature, quelques études ont suggéré qu’a la fois, les cellules basales et les
cellules sécrétoires (cellules de Clara) murines ou de lapin purifiées par cytométrie en flux ou
par élutriation, étaient capables de se dédifférencier en un phénotype similaire « peu
différencié » hautement prolifératif, puis de se redifférencier, de proliférer et de régénérer
un épithélium mucociliaire complet dans des modeles de xénogreffes trachéales (Liu et al.,
1994 ; Randell et al., 1991 ; Nettesheim et al., 1990). D’autres études ont montré que seules
les cellules basales trachéales murines ou de lapins peuvent étre considérées comme des
cellules progénitrices (Ford et Terzaghi-Howe, 1992 ; Inayama et al., 1988), ou que seules les
cellules sécrétoires purifiées, régénérant un épithélium composé de cellules basales, ciliées
et sécrétoires, représentaient le compartiment des cellules progénitrices majeures,
comparées aux cellules basales présentant un stade de différenciation plus avancé (Johnson

et Hubbs, 1990).

(a) Les cellules sécrétoires

Quelques travaux ont mis en évidence le role potentiel des cellules de Clara murines,
en tant que cellules progénitrices de I'épithélium trachéo-bronchique (Hong et al., 2001;
Stripp, 2008; Reynolds et Malkinson, 2010). Au sein de la trachée, il a été bien établit
gu’apres une déplétion des cellules de Clara, les cellules basales ont montré leur réle de
cellules progénitrices/souches (Hong et al., 2004b). Cependant, dans le cadre d’une lésion
des cellules ciliées au NO,, il a été montré que seules les cellules de Clara se divisaient (Evans
et al., 1986).

Dans le but d’évaluer la contribution des cellules de Clara Scgblal® (Secretoglobine
1al ou CC10 ou CCSP) au cours du processus d’homéostasie tissulaire ou de réparation de
I’épithélium trachéal, des souris transgéniques ont été réalisées permettant le tracage
génétique des cellules de Clara. Au cours du développement postnatal ou suite a une Iésion
par le SO,, les cellules de Clara peuvent générer des cellules ciliées. Cependant, bien qu’elles
présentent naturellement une capacité de prolifération limitée, ces cellules sont capables de

contribuer a la réparation de I'épithélium trachéal murin suite a une lésion, en augmentant
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leur capacité de prolifération. Ces observations suggerent que les cellules de Clara
représentent des cellules d’amplification transitoires dérivant des cellules souches basales

Scgblal™ (Rawlins et al., 2009).

(b) Les cellules basales

Il semble désormais bien établi que les cellules basales assurent le role de cellules
souches/progénitrices de I"épithélium trachéo-bronchique (Snyder et al., 2009). Différentes
niches de cellules souches ont été identifiées au sein des voies aériennes trachéo-
bronchiques murines : les cellules basales bordant les canaux des glandes de la sous-
muqueuse au niveau de la trachée proximale, et les cellules basales de I'épithélium de
surface de la trachée inférieure dans les zones cartilage-intercartilage.

La premiére mise en évidence de cellules souches dans leurs niches potentielles, au
sein des voies trachéo-bronchiques murines, a été réalisée par les travaux Borthwick et al.
en 2001. Aprés une instillation de détergent (Polydocanol) ou de gaz toxique (SO,),
responsables de la desquamation totale de I'épithélium de surface de la trachée, suivie
d’une injection de BrdU, in vivo, les auteurs ont mis en évidence la régénération compléte
d’un épithélium trachéal pseudo-stratifié différencié. De plus, une sous-population de
cellules basales, localisée au sein des canaux des glandes de la sous-muqueuse trachéale
supérieure exprimant fortement les cytokératines 5, 14 et 18, et au niveau de I'épithélium
trachéal de surface dans les zones cartilage-intercartilage, retient a long terme (supérieur a
95 jours apres la lésion) le marquage au BrdU. Cette capacité a retenir le BrdU est une
caractéristique des cellules souches se divisant lentement de maniere illimitée. Ces cellules
sont nommées « label-retaining cells » (LRC) (Borthwick et al., 2001).

De plus, a partir de souris transgéniques exprimant la protéine EGFP sous le contréle
du promoteur de la cytokératine 5 (CK5), il a été démontré que les cellules basales
trachéales CK5-GFP' présentaient une croissance clonale importante in vitro, et étaient
localisées in vivo dans les niches de LRC décrites par Borthwick et al. (Schoch et al., 2004).

Enfin, aprés une ablation des cellules de Clara par une exposition au Naphtaléne, il a
été mis en évidence, au sein de I'épithélium Iésé, une induction rapide de I'expression de la
Cytokératine 14 (CK14) au sein des cellules basales, associée a une hyperplasie de ces

mémes cellules, suivie au bout de 6 jours, d’'une réapparition des cellules sécrétoires,
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suggérant une capacité de différenciation multipotente des cellules basales. En outre, grace
a des souris exprimant la B-Galactosidase sous le contréle du promoteur de la CK14, la
présence, au sein des cellules basales trachéales, d’'une sous-population de cellules souches
unipotentes mais aussi d’une sous-population de cellules souches multipotentes capables de
restaurer des cellules ciliées et des cellules sécrétoires a pu étre démontrée (Hong et al.,
2004b).

Chez I'homme, au sein des voies aériennes mucoviscidosiques présentant une
régénération intense, une étude a identifié que le compartiment épithélial prolifératif
caractérisé par I'expression du Ki67, exprimait également les marqueurs spécifiques des
cellules basales (CK5, CK14 et Epidermal Growth Factor Receptor (EGF-R)) (Voynow et al.,
2005).

De plus, Hicks et son équipe, ont mis en évidence la possibilité d’isoler, par cytométrie
en flux, les cellules basales de I'ensemble des cellules épithéliales des voies aériennes
humaines supérieures, sur la base de leur expression de la Griffonia simplicifolia isolectin B4
(GSI-B4). Bien que la pureté soit faible, les cellules basales isolées ont proliféré, devenant
confluentes en 7 jours sur des membranes recouvertes de collagéne de type | (Hicks et al.,
1997).

Depuis, quelques études ont montré le potentiel progéniteur des cellules basales des
voies trachéo-bronchiques humaines feetales ou adultes. Dans ces études, des méthodes de
purification des cellules basales des voies aériennes ont été développées par cytométrie en
flux. Il a été démontré que les cellules basales trachéales humaines foetales exprimant
spécifiqguement le canal a eau Aquaporine-3 (AQP-3), isolées par cytométrie en flux,
restaurent in vivo, un épithélium mucociliaire pseudostratifié et un réseau de glandes
respiratoires matures. Cependant, la population purifiée des cellules AQP-3" (cellules ciliées
et sécrétoires) régénere également un épithélium trachéal mature, mais de facon plus
rapide. Ces résultats suggerent la présence d’une population de cellules progénitrices au sein
des cellules AQP-3" et de cellules souches au sein des cellules basales AQP-3" (Avril-
Delplanque et al., 2005).

Chez I'adulte, différents marqueurs membranaires spécifiques des cellules basales
bronchiques ont été identifiés tels que le CD151 et le Facteur Tissulaire (FT) (Hajj et al.,
2007) ou le Nerve Growth Factor receptor (NGF-R) et I'intégrine a6 (ITGA-6) (Rock et al.,

2009). Isolées par cytométrie en flux sur la base de I'expression de ces deux couples de
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marqueurs, les cellules basales ont montré une capacité de prolifération et de régénération
de I'épithélium mucociliaire mature et fonctionnel, in vivo, dans un modele de xénogreffe
(Hajj et al., 2007), in vitro, en cultures en Interface Air-Liquide (IAL) (Hajj et al., 2007) ou par
la génération de bronchosphéres (Rock et al., 2009), contrairement aux cellules cylindriques
(cellules ciliées et sécrétoires), n’exprimant aucun de ces marqueurs et ne présentant pas
ces capacités. De plus, les cellules basales purifiées présentent une forte activité de la
télomérase (Hajj et al., 2007), activité enzymatique détectée au sein des cellules souches et
progénitrices tissulaires adultes, démontrant que les cellules basales peuvent bien étre
considérées comme, au moins, les cellules progénitrices facultatives de ['épithélium

bronchique humain adulte.

(c) Cellules basales ou cellules
sécrétoires ?

L’épithélium trachéal murin serait donc maintenu par deux pools de cellules
souches/progénitrices : les cellules basales et les cellules de Clara (Figure 16). De plus, il a
été récemment démontré que la population des cellules basales est hétérogene et
constituée de deux sous-populations : une population de cellules K14*/K5/K15" (20 % des
cellules basales totales) et une population de cellules K147/K5'/K15". Il a été mis en évidence
gue, suite a une lésion de I'épithélium trachéal murin par le naphtaléne, la restauration de
I’épithélium mature était assurée par les deux sous-populations de cellules basales de
maniére coordonnée. Au cours de la régénération, les deux sous-populations basales
présentent une augmentation de I'expression de la K14 et vont générer un pool de cellules
hautement mitotiques et largement distribuées. Cette prolifération est suivie de la
différenciation en cellules de Clara et cellules ciliées. Les auteurs postulent que 'induction
de I'expression de la K14 serait synonyme d’une cellule activée, capable de se différencier en
réponse aux signaux environnementaux. Donc, 'ensemble des cellules basales trachéales
murines (K14 et K14') pourraient étre considérées comme des cellules progénitrices

trachéales (Cole et al., 2010).
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Figure 16: Mécanismes potentiels impliqués au cours de la réparation de I'épithélium
trachéo-bronchique murin. Les cellules de Clara sont présentées en bleu, les cellules ciliées
en vert, les cellules neuro-endocrines en rose, les cellules basales en orange et les cellules
mugqueuses des glandes en violet. Les régions riches en vaisseaux sanguins et en nerfs sont
indiquées. Les populations de cellules régénératives sont numérotées de 1 a 4. (1) les
cellules K14™: Cellules basales capables de s’autorenouveler et de se différencier en cellules
de Clara et cellules ciliées aprés I'ablation des cellules de Clara par le Naphtaléne. (2) Les
LRC, identifiées au niveau des cellules basales des canaux des glandes de la sous-muqueuse
et dans I'épithélium de surface des régions intercartillagineuses. (3) Les cellules basales
épithéliales dans les canaux de la sous-muqueuse, capables de régénérer un épithélium de
surface entier dans un modeéle de xénogreffe. (4) Les cellules de Clara remplacant les cellules
ciliées suite a une lésion par un oxydant (Rawlins et Hogan, 2006).

Pour expliquer la potentielle hiérarchie entre les cellules basales et de Clara murines,
une hypothése évoquée par Rock et son équipe, propose que les cellules basales se
différencieraient en cellules progénitrices multipotentes, présentant une dérégulation de

genes tels que le TRP63, le NGF-R ou la cytokératine-5, et commenceraient a exprimer des
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marqueurs spécifiques des cellules luminales (cytokératine-8). Ces progéniteurs auraient des
capacités de prolifération importantes (considérés comme des cellules d’amplification
transitoires) et capables de générer des cellules ciliées et sécrétoires (Rock et al., 2010),
correspondant potentiellement a un phénotype de cellules intermédiaires décrit dans
I’épithélium des voies aériennes humaines (Mercer et al., 1994).

En conclusion des différentes études réalisées, il apparaitrait que les cellules souches
(LRC) correspondraient a une sous-population de cellules basales donnant naissance a des
cellules progénitrices représentées par d’autres cellules basales et par les cellules sécrétoires

de Clara.

(ii)  Cellules souches/progénitrices de
I’'épithélium bronchiolaire

Dans la littérature, les travaux menés sur lidentification des cellules
souches/progénitrices de I'épithélium bronchiolaire ont été réalisés uniquement a partir de
modeles animaux et notamment murins et mettent en évidence les cellules de Clara comme
les cellules souches/progénitrices de I'épithélium bronchiolaire, les cellules ciliées,
représentant une population cellulaire post-mitotique dérivant des cellules de Clara (Evans
etal.,, 1978 ; Rawlins et al., 2007).

Chez 'lhomme, I'étude de la nature proliférative des cellules épithéliales bronchiolaires
a été évaluée, montrant la participation des cellules de Clara dans la maintenance épithéliale
normale des voies de conductions humaines distales (Boers et al., 1999).

En outre, les cellules de Clara, purifiées par élutriation (80 a 85 % de pureté), a partir
d’échantillons pulmonaires de lapin adulte, ont montré leur capacité d’autorenouvellement
et leur potentiel de différenciation multipotent, en régénérant, in vivo dans un modéle de
xénogreffe trachéale, un épithélium cuboide monocouche d’aspect bronchiolaire, bordé de
cellules ciliées et de Clara (Hook et al., 1987 ; Brody et al., 1987).

Plus récemment, une étude a développé un modele murin de tracage génétique
maintenu de facon stable au sein de la population des cellules CCSP* au sein de I'épithélium
bronchiolaire (protéine de fusion CreER exprimée sous le contréle régulateur du géne CCSP)
(Rawlins et al., 2009). Dans cette étude, il a été rapporté qu’au cours de I’'homéostasie

tissulaire, la proportion des cellules ciliées de I'épithélium bronchiolaire portant le Tag
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augmentait, argumentant le fait que les cellules exprimant le CCSP, composées en majorité
des cellules de Clara matures, était un pool de cellules progénitrices qui proliféraient et
généraient des cellules ciliées.

Cependant, une étude menée en 2006, remet en cause le statut de cellules en
différenciation terminale des cellules ciliées. Dans le cadre d’une lésion de I'épithélium
bronchiolaire murin induite par le naphtaléne, les auteurs ont mis en évidence la capacité
des cellules ciliées a s’étaler rapidement avant la phase de prolifération, dans le but de
maintenir I'intégrité de la barriere épithéliale, puis de se différencier en cellules de Clara et
cellules ciliées et ainsi réparer I'épithélium des voies aériennes. Les cellules ciliées
bronchiolaires présenteraient une capacité de changement morphologique et de profil
d’expression génique rapide, accompagnant, aprés déplétion du pool de cellules
progénitrices, la transition d’un épithélium squameux en un épithélium cuboide redevenant
progressivement cylindrique. Les auteurs ont postulé que ce mécanisme, induit rapidement
pour assurer l'intégrité de la barriere épithéliale, serait associé a la migration et a la

prolifération des cellules de Clara variantes associées aux NEB (Park et al., 2006).

La mise en évidence d’une premiére niche de cellules souches bronchiolaires, a été
réalisée en utilisant des modéles de lésions épithéliales. En effet, I'épithélium bronchiolaire
murin subissant une ablation des cellules de Clara apres un traitement au Naphtaléne, était
réparé a travers l'activation de cellules résistantes aux polluants, localisées spécifiquement
au niveau des NEB dans les zones de bifurcation des voies aériennes (Hong et al., 2001 ;
Reynolds et al., 2000). Ces cellules proliférantes, mises en évidence par l'incorporation de de
H3-Thymidine, correspondraient a la fois aux cellules de Clara variantes (CCSP*, n’exprimant
pas le cytochrome P450 2F2, et donc résistantes au naphtaléne) et aux cellules neuro-
endocrines (CGRP®) (Reynolds et al., 2000). Cependant, une ablation compléte et totale de
I'ensemble des cellules exprimant le CCSP, a montré que les cellules neuro-endocrines, bien
gu’a l'origine de I'hypertrophie et de I'hyperplasie des NEB, étaient incapables d’induire la
régénération de I'épithélium bronchiolaire apres Iésion (Reynolds et al., 2000 ; Peake et al.,
2000).

De plus, I'équipe de Giangreco a réalisé une étude en 2009, basée sur des souris
chimériques établies a partir de la fusion de deux embryons : I'un de type sauvage (WT) et

I'autre présentant une expression ubiquitaire de la GFP (Green Fluorescent Protein). Les
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souris WT/GFP obtenues ont été analysées en fonction de leur degré de chimérisme
tissulaire. Au niveau des voies aériennes bronchiolaires, le génotype des cellules épithéliales
est complétement hétérogéne, avec la présence de patchs de cellules GFP* et GFP™ de petites
tailles, suggérant un renouvellement de I'épithélium (homéostasie) par les nombreuses
cellules progénitrices (cellules de Clara), plutot que par les rares cellules souches épithéliales
bronchiolaires situées dans leurs niches. Cependant, suite a la déplétion induite par le
Naphtaléne du pool des cellules progénitrices au sein des souris chimériques, la
régénération épithéliale se traduit par le développement de grands patchs GFP* ou GFP". Ces
patchs correspondraient au recrutement puis a la prolifération des rares cellules souches
activées de I'épithélium bronchiolaire (Giangreco et al., 2009). En effet, la localisation des
patchs serait centrée au niveau des zones de bifurcation des voies aériennes bronchiolaires
ou au niveau des jonctions bronchiolo-alvéolaires, zones de I'épithélium ou ont été
préalablement mises en évidence les niches de cellules souches (NEBs et BADJs) (Hong et al.,
2001; Giangreco et al., 2002; Reynolds et al., 2000).

En conclusion, I'épithélium bronchiolaire présenterait donc deux types de cellules
contribuant a la maintenance et a la régénération épithéliale murine : les cellules de Clara
(cellules d’amplification transitoires) et les rares cellules souches bronchiolaires localisées
dans les NEB. La population abondante des cellules d’amplification transitoires facultatives
(cellules de Clara), présentes tout au long des voies bronchiolaires, va étre capable d’entrer a
nouveau dans le cycle cellulaire et de générer une descendance de cellules différenciées

(Rawlins et al., 2009; Evans et al., 1978; Giangreco et al., 2009).

(iii) Cellules souches de la jonction
bronchiolo-alvéolaire

Au niveau distal des voies aériennes bronchiolaires, peu de NEB ont été identifiés
mettant en doute, I'implication des cellules de Clara variantes associées au NEB dans le
renouvellement épithélial dans cette zone. Une étude menée en 2002 par Giangreco et al., a
identifié une deuxieme niche de cellules souches bronchiolaires, aprés traitement des souris
par le naphtaléne, au niveau de la jonction bronchiolo-alvéolaire (BADJ). Les cellules dans
cette niche expriment le CCSP, résistent aux polluants, correspondent donc a des cellules de

Clara variantes, sont des LRC et contribuent a la restauration épithéliale aprés Iésion
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(Giangreco et al., 2002). En 2005, une étude menée par Kim et al., a identifié une sous-
population de cellules de Clara CCSP" localisées au niveau des BADJ et exprimant a la fois des
marqueurs de cellules de Clara (CCSP) et de PN Il (pro-SP-C). Cette observation est corrélée
avec la description de cellules épithéliales pulmonaires embryonnaires générant des
populations de cellules épithéliales bronchiolaires et alvéolaires co-exprimant ces mémes
marqueurs (Wuenschell et al., 1996). Les cellules CCSP*/SP-C*, quiescentes dans le poumon
normal, proliférent in vivo, en réponse aux lésions épithéliales alvéolaires (Bléomycine) ou
bronchiolaires (naphtaléene). Isolées par cytométrie en flux grace a une combinaison de
marqueurs (sca-1°/CD34"/CD457/CD31), les cellules CCSP*/SP-C* montrent une capacité
d’autorenouvellement et de différenciation multipotentes in vitro, en cellules de Clara
CCSP*/SP-C), en PN Il (CCSP/SP-C*) et en PN | (Aquaporine-5'/SP-C). Ces cellules ont

finalement été nommées BASC (Bronchiolo-alveolar stem cells) (Kim et al., 2005) (Figure 17).

Clara cells @m
Terminal bronchiole aP— j

AT1 cells AT2 CCIIS?
BASCs AT2 cells
CCSP+ SP-C+ CCSP- SP-C+ (@)

Sca-1+ CD34+ Sca-1- CD34-

Figure 17: Modeéle schématique d’homéostasie de I'épithélium pulmonaire distal. Les
jonctions bronchiolo-alvéolaires, localisées entre les bronchioles terminales (bordées de
cellules de Clara, en rouge) et I'espace alvéolaire (compose de PN | squameux (en bleu), et
de PN Il cuboides (vert)), présentent une niche de cellules souches pulmonaires distales
(BASC, en jaune). En réponse aux dommages pulmonaires ou autres stimuli, les BASC
peuvent s’autorenouveler et générer des cellules de Clara, des PN Il ou des PN I (soit
directement, ou via les PN Il dérivées des BASC). Les cellules de Clara et les PN Il peuvent
aussi donner de nouvelles cellules de Clara et des PN I, respectivement, fonctionnant ainsi
comme des cellules progénitrices. Les PN | et les cellules de Clara différenciées, sont
considérées comme post-mitotiques au sein de [I'épithélium pulmonaire distal. Les
marqueurs moléculaires des BASC et des PN Il sont indiqués. CCSP, Clara cell secretory
protein; SP-C, surfactant protein C; Sca-1 (stem cell antigen-1) et CD34, marqueurs de surface
cellulaire (Kim, 2007).
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Cependant, des travaux récents ont suggéré que les cellules exprimant le CD34
n’appartiendraient pas au lignage épithélial pulmonaire. De plus, le marqueur sca-1 chez la
souris, ne distingue pas les cellules souches bronchiolaires des cellules d’amplification
transitoires, qui peuvent par contre, étre différenciées de par leurs propriétés
d’autofluorescence (AF), une autofluorescence faible distinguant les cellules souches
bronchiolaires des cellules de Clara (AF importante). Les cellules souches bronchiolaires
murines présenteraient donc le profil phénotypique suivant: CCSP*/SP-C*/CD34/sca-1
faible/AF faible (CD45/CD31) (Teisanu et al., 2009). La sous-population CD45/CD31/Sca-
1*/CD34" définirait des cellules progénitrices clonogéniques endogénes pulmonaires
murines, représentatives du lignage mésenchymateux (McQualter et al., 2009).

La capacité de cellules souches multipotentes des BASC, a I'origine de la régénération
d’un épithélium alvéolaire semble remis en cause dans quelques études. En effet, il a été
montré que dans un contexte de lésion pulmonaire particulier (pneumectomie unilatérale),
les souris présentaient la capacité de croissance pulmonaire post-natale compensatoire
(Hsia, 2004), restaurant la taille, le volume ou la composition cellulaire du poumon
(Voswinckel et al., 2004). Dans ce cadre, la contribution de la prolifération et de la
différenciation des BASC a été évaluée entre 0 et 25 % de la recroissance épithéliale
alvéolaire compensatoire (PN | et PN Il), démontrant que la régénération épithéliale
requerrait la contribution des PN Il (pool de cellules progénitrices alvéolaires) (Nolen-
Walston et al., 2008). De plus, une étude menée par Rawlins et al,, n’a pas pu mettre en
évidence, la contribution significative des cellules de Clara variantes ou des BASC (Scgblal®)
dans la maintenance ou la régénération de I'épithélium alvéolaire, bien qu’il soit possible
gu’une destruction massive du pool des PN I, révele une source de cellules bronchiolaires

Scgblal® qui contribuerait a la réparation alvéolaire (Rawlins et al., 2009).

(iv) Cellules progénitrices de I'épithélium
alvéolaire

Depuis de nombreuses années, les PN Il sont considérés comme les cellules
progénitrices de I'épithélium alvéolaire sur la base de leurs capacités d’autorenouvellement
et de différenciation en PN | eux-mémes considérés en différenciation terminale (Brody et

Williams, 1992). In vivo, I'incorporation de Thymidine tritiée, aprés une lésion pulmonaire,

65|



Introduction : Cellules Souches

montre la progression, en série, des cellules marquées, des PN Il se différenciant en PN |
(Evans et al.,, 1973 ; Evans et al., 1975).

L'identification des BASC au niveau des BADJ (Kim et al., 2005), source de cellules
souches rares quiescentes, et activables, potentiellement impliquées dans la régénération
alvéolaire suite a une lésion, évoque le fait qu’au moins une cellule progénitrice par alvéole
soit présente, capable de régénérer rapidement une lésion et ainsi garantir ’hnoméostasie
alvéolaire (Warburton et al., 2008). Fuchs et al. ont montré que les PN Il sont capables de
proliférer, de migrer et de s’allonger le long de la lame basale dénudée suite a une lésion,
puis de se différencier en PN | (Fuchs et al., 2003). De plus, aprés une lésion pulmonaire
induite par une hyperoxie, I'expression de la télomérase est détectée dans les PN Il au cours
de la régénération (Driscoll et al., 2000). Ces données ont été affinées par les travaux de
Reddy et al. montrant que la population des PN Il, isolée a partir de poumons de rats traités
dans des conditions d’hyperoxie, était hétérogene, composée de deux sous-populations : les
PN II exprimant faiblement la Cadhérine-E, non apoptotiques et résistantes aux lésions,
présentant une forte capacité de prolifération et une importante activité télomérasique,
comparativement aux PN Il exprimant fortement la Cadhérine-E. Cette étude indique que la
sous-population de PN Il exprimant faiblement la Cadhérne-E, induite lors d’un stress
pourrait présenter des capacités de cellules souches/progénitrices, et serait principalement
responsable de la réparation épithéliale alvéolaire aprés Iésion (Reddy et al., 2004 ; Lee et
al., 2006).

Cependant, il semble que la notion selon laquelle les PN | seraient des cellules en
différenciation terminale, soit réactualisée. En effet, Gonzalez et al., ont montré que les PN |
issus de poumons de rats adultes, isolés par cytométrie en flux en utilisant les 2 marqueurs
membranaires spécifiques Aquaporine-5 et RTI-40, étaient capables, in vitro, de proliférer,
de former des colonies et d’exprimer I'Oct4A, facteur de transcription impliqué dans la
maintenance d’un état pluripotent des CSE. De plus, les PN | présentent une plasticité
phénotypique in vitro : ils sont capables d’exprimer des marqueurs de cellules différenciées :
SP-C (PN II) et CC10 (cellules de Clara) (Gonzalez et al., 2009), ce qui pourrait suggérer un

role potentiel des PN | dans le maintien ou la réparation épithéliale apres lésion.
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(v)  Side population pulmonaire

Les difficultés rencontrées dans l'identification précise, ainsi que dans l'isolement des
cellules souches épithéliales respiratoires, dues notamment a I'absence de marqueurs de
surface définis, ont contribué a la recherche, a 'identification puis a la purification d’'une
autre source de cellules présentant des capacités de cellules souches. Certains investigateurs
se sont basés sur les propriétés d’exclusion du Hoechst 33342, mise en évidence a I'origine,
au niveau d’une partie des cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse murine
(Goodell et al., 1996). Cette population cellulaire a été nommée Side Population (SP), et
identifiée par cytométrie en flux sur la base de sa capacité unique a effluer cet intercalant de
I’ADN via la protéine transmembranaire Bcrpl (Breast Cancer Resistance Protein 1) de la
famille des ABC transporteurs (ATP-Binding Cassette transporter) (Zhou et al.,, 2001). La SP
ainsi isolée présentait des marqueurs phénotypiques de cellules souches hématopoiétiques.

La propriété d’efflux du Hoechst a ensuite été utilisée comme stratégie commune de
purification de cellules souches potentielles dans différents tissus solides. Au niveau des
tissus adultes, une SP a ainsi été mise en évidence au niveau de I'épithélium pulmonaire
murin (Summer et al., 2003 ; Reynolds et al., 2007). La SP pulmonaire murine peut étre
séparée en deux sous-populations en fonction de I'expression du CD45, marqueur spécifique
des cellules souches hématopoiétiques : une sous-population hématopoiétique CD45", SP
uniformément observée au sein de la moelle osseuse (Challen et Little, 2006), et une sous-
population non-hématopoiétique CD45’, exprimant majoritairement sca-1, ainsi que des
marqueurs spécifiques de populations mésenchymateuses (vimentine®) et de voies
aériennes (CCSP*). Cette derniére population présente des caractéristiques de cellules de
Clara variantes des NEB et des BADJ, ce qui suggere que la SP non-hématopoiétique
pulmonaire pourrait étre enrichie en cellules souches épithéliales (Giangreco et al., 2004).

Finalement, une étude menée en 2008, a mis en évidence, au sein de I'épithélium des
voies aériennes trachéo-bronchiques humaines, une SP pulmonaire (CD45°) exprimant des
marqueurs de cellules épithéliales (Pan-cytokératine), et présentant une stabilité de la
longueur des télomeres, ainsi que de fortes capacités clonogéniques et prolifératives. Cette
SP pulmonaire humaine (0,12 % de I'’ensemble des cellules épithéliales) présente le potentiel
de régénérer, in vitro en culture en interface air-liquide, un épithélium des voies aériennes

différencié composé de cellules basales, ciliées ou sécrétoires (Hackett et al., 2008).
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(vi) Notion de niches et régulation des
cellules souches de I'épithélium respiratoire

Il est admis que le comportement des cellules souches tissulaires adultes est fortement

affecté par leur microenvironnement local appelé « niche » (Watt et Hogan, 2000). Des
aspects de I'environnement (signaux extrinseques) des cellules souches sont connus pour
influencer la survie, la quiescence, I'auto-renouvellement ou la différenciation des cellules
souches, tels que les protéines de la matrice extra-cellulaire, le contact direct avec les
cellules voisines, une potentielle innervation de la zone ou I'exposition a des facteurs
physiques et de sécrétion issus notamment des fibroblastes (Watt et Hogan, 2000 ; Morrison
et Spradling, 2008). Ainsi, les niches sont des structures hautement dynamiques et tres
régulées présentes en nombres limités.
A la différence des cryptes intestinales ou du bulge des follicules pileux, des niches bien
définies et identifiées anatomiquement ont été peu décrites au niveau des voies aériennes
humaines. Parce que les cellules souches pulmonaires se divisent peu, la mise en évidence et
I'identification des cellules souches et de leurs niches potentielles a nécessité la Iésion de
I’épithélium respiratoire, suivie d’une incorporation de précurseurs nucléotidiques tracables
dans toutes les cellules en phase S du cycle cellulaire. En utilisant cette méthode, toutes les
cellules en phase S seront marquées tres rapidement, alors qu’a long terme, seules les
cellules souches a renouvellement treés lent resteront marquées, mettant ainsi en évidence
les cellules souches (LRC) et leur microenvironnement spécifique et confiné in vivo.

Chez la souris, I'observation de cellules basales bordant les canaux glandulaires, de
cellules basales situées dans les régions trachéo-bronchiques inter-cartilagineuses ainsi que
de cellules CCSP™ (cellules de Clara variantes et BASC) associées aux NEB et BADJ, retenant le
marquage au BrdU a long terme, suggére que ces régions sont enrichies en cellules souches,
maintenues a I'état quiescent au sein de leurs niches respectives (Hong et al., 2001 ;
Giangreco et al., 2002 ; Kim et al., 2005 ; Reynolds et al., 2000).

La voie de signalisation Notch régule les cellules souches adultes dans de nombreux
systémes, tels que la peau, les glandes mammaires ou le systeme nerveux (Moriyama et al.,
2008 ; Visvader, 2009). Au niveau des cellules basales des voies aériennes, quelques études
portant sur le développement et la régénération pulmonaire murine, suggeérent que la voie

de signalisation Notch et son niveau d’expression réguleraient la différenciation des cellules
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progénitrices en cellules ciliées (par un niveau d’expression faible) et sécrétoires (par un
niveau d’expression important) (Guseh et al., 2009 ; Morimoto et al., 2010). De plus, le
traitement de cultures épithéliales régénérées in vitro, en culture en interface air-liquide,
avec un agoniste de la voie de signalisation Notch ou I'lL-13 va résulter dans I'augmentation
du nombre de cellules caliciformes (Guseh et al., 2009). Cependant, la régulation in vivo, des
cellules basales trachéo-bronchiques par la voie de signalisation Notch n’est pas encore

clairement définie (Figure 18).
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Figure 18: Modele schématique montrant l'influence de signaux paracrines sur le
comportement des cellules basales au sein des niches. Ce modéle proposé par Rock et al.,
en 2009 inclut des signaux environnementaux provenant des cellules épithéliales de
proximité, de la circulation sanguine, des nerfs, du stroma et des cellules immunitaires, tout
ceci influencant les cellules basales et leurs descendances. Dans des conditions
pathologiques (infections bactériennes, inflammation), les cellules épithéliales et le stroma
sous-jacent produisent des facteurs qui pourraient moduler le comportement des cellules
basales. L'étude d’autres systémes de cellules souches, suggéere que le niveau d’expression
des composants de la voie de signalisation Notch (connue pour réguler la balance entre les
cellules ciliées et sécrétoires au niveau des voies aériennes embryonnaires humaines) peut
étre modulé par des signaux paracrines, incluant des cytokines telles que I'lL-6. Cependant,
les mécanismes de transduction des signaux qui affectent la biologie cellulaire (polarité,
attachement) ou la prolifération, ne sont pas élucidés (Rock et al., 2010).
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L'activation de la voie de signalisation Wnt/B-caténine influence la capacité
d’autorenouvellement et de différenciation de cellules souches, notamment au niveau
hématopoiétique (Kirstetter et al., 2006), en induisant un arrét ou une altération de la
différenciation. Un réle fondamental dans la régulation du développement pulmonaire a été
établit pour la voie Wnt/B-caténine (Mucenski et al., 2003). Une étude menée en 2008 par
Reynolds et al. a mis en évidence que la stabilisation de la B-caténine au niveau de
I’endoderme pulmonaire embryonnaire murin, arréte la maturation épithéliale des voies
aériennes, et augmente le pool de cellules souches bronchiolaires adultes. Cette étude
suggere, d’'une part, qu'une modulation de la voie de signalisation Wnt/B-caténine est
nécessaire pour I'établissement de la hiérarchie des cellules souches/progénitrices
bronchiolaires, et d’autre part, que la stabilisation de la B-caténine interfere avec
I’établissement du pool des cellules d’amplification transitoires (cellules de Clara) et des
cellules différenciées matures (cellules ciliées) (Reynolds et al., 2008). Cependant, au sein de
souris génétiquement modifiées (B-caténine'/'), il n'a pas été rapporté de différences en
termes d’expression de marqueurs de différenciation des cellules de Clara ni d’index
mitotique au sein de I’épithélium bronchiolaire a I'état normal. En outre, suite a la déplétion
des cellules de Clara, I'épithélium bronchiolaire murin s’est régénéré de maniere comparable
a un épithélium issu de souris sauvages (Zemke et al., 2009).

Les facteurs de transcription SOX (Sry-related high mobility group box) semblent jouer
un role prépondérant dans la régulation des cellules souches épithéliales respiratoires. Les
travaux menés par Tompkins et al. ont mis en évidence le réle du facteur de transcription
SOX-2 dans la maintenance et la différenciation de I'épithélium respiratoire post-natal chez
la souris. En effet, cette étude a démontré qu’une délétion spécifique de SOX-2 au niveau
des cellules de Clara de I'épithélium bronchiolaire, était a I'origine d’une perte progressive
des cellules ciliées, de Clara et caliciformes, associée a I'incapacité des cellules progénitrices
de produire des cellules sécrétoires en réponse a la mise en contact d’un allergéne
(Tompkins et al., 2009).

En outre, une induction de I'expression de SOX-17 au sein de cellules épithéliales
respiratoires matures entraine la prolifération des cellules progénitrices pulmonaires
adultes, tout en modifiant leur capacité de différenciation. En effet, une étude récente
réalisée en 2009, a montré que le gene SOX-17, requit dans le cadre du développement de

I'endoderme précoce, inhibe la voie de signalisation TGF-B/Smad3 (inhibiteur du cycle
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cellulaire), entrainant I’activation du cycle cellulaire et conduit a la respécification des
cellules progénitrices alvéolaires en lignages cellulaires épithéliaux bronchiolaires (Lange et
al., 2009). D’autres facteurs semblent réguler les cellules souches de [I'épithélium
respiratoire. Quand l'inactivation de Bmil entraine une diminution de la capacité
proliférative et d’autorenouvellement des BASC in vitro en culture ou in vivo aprées lésion
(Dovey et al., 2008), la perte de I'expression post-natale de GATA-6 induit une expansion de
ces cellules tout en limitant la capacité de différenciation (Zhang et al., 2008). La délétion
conditionnelle de Pten (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10),
guant a elle, entraine la prolifération et I’hyperplasie des cellules épithéliales bronchiques et
bronchiolaires sans perturber la différenciation des cellules ciliées et des cellules de Clara
(Davé et al., 2008). Cependant, ce dernier résultat semble controversé. En effet, Tiozzo et al.
en 2008, ont rapporté que la délétion de Pten, tout en augmentant le pool des cellules
progénitrices respiratoires (cellules basales, cellules souches au niveau des NEB et des BAD))

affecte la différenciation des cellules ciliées (Tiozzo et al., 2009).

(c) Cellules souches exogeénes

Une autre source de cellules souches, dites exogénes, pourrait participer in vivo a la
réparation de I'épithélium respiratoire ou constituer une source cellulaire dans le cadre
d’'une thérapie cellulaire ou régénératrice pulmonaire. Ces cellules souches exogénes
présentent, outre une capacité de prolifération cellulaire, le potentiel de générer des cellules
épithéliales respiratoires différenciées. Ainsi, différents types de cellules souches exogenes
ont été identifiées : les cellules souches embryonnaires (développé dans la partie Il. C. 1) et
les iPS (développés dans la partie Il. C. 2), les cellules souches du liquide amniotique, les
cellules souches dérivées du sang de cordon ombilical, les Side Population (SP) d’origines
mésenchymateuses (moelle osseuse), les cellules souches épithéliales présentes dans la
moelle osseuse ou dans la circulation, ou les cellules mésenchymateuses dérivées du tissu

adipeux.
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(i)  Concept de plasticité des cellules
souches adultes

Le mécanisme de plasticité ou de transdifférenciation cellulaire a été décrit dans une
étude menée par Bjornson et son équipe, qui montrait que des cellules souches neurales
avaient la capacité de générer des cellules sanguines myéloides et lymphoides fonctionnelles
apreés leur injection systémique dans une souris irradiée (Bjornson et al., 1999). Cette étude
a mis en évidence le potentiel des cellules souches adultes, dans des conditions spécifiques
et dépendant de signaux micro-environnementaux, a générer des cellules spécialisées
appartenant a des tissus différents de leur tissu d'origine, en contradiction avec la définition
historique des cellules souches adultes multipotentes engagées dans une ou plusieurs voies
de différenciation a l'intérieur d’un tissu donné. Les études initiales mettant en évidence le
processus de plasticité des cellules souches, ont utilisé un modéle de transplantation de
cellules de la moelle osseuse, dans lequel les cellules murines d’un donneur male (portant le
chromosome Y), ont été transplantées au sein d’'un héte murin receveur femelle,
préalablement irradié. Ainsi, les cellules greffées ont pu étre suivies chez I’"héte grace a la
détection du chromosome Y (Herzog et al., 2003).

Au cours des dix derniéres années, un trés grand nombre d’études ont ainsi rapporté la
capacité de transdifférenciation de bon nombre de types cellulaires. On trouvera des
exemples de transdifférenciation des cellules souches hématopoiétiques ou cellules de
I'épiderme, de [I'épithélium respiratoire, intestinales, rénales, dans le parenchyme
hépatique, le pancréas, le muscle squelettique, I'endothélium, le tissu cardiaque ou dans le
systeme nerveux central. En outre, il a également été décrit la transdifférenciation de
cellules souches musculaires ou du systeme nerveux central en cellules des lignages sanguins
(Wagers et Weissman, 2004). Cependant, le phénomeéne de transdifférenciation est
partiellement remis en cause. En effet, plutét qu’une transdifférenciation, il s’agirait dans
certains cas, d’'un phénomeéne de fusion de la cellule souche exogéne avec une cellule
différenciée du tissu hote, lui permettant ainsi d’acquérir des marqueurs phénotypiques des
cellules de ce tissu. Toutefois, certains auteurs postuleraient que le mécanisme de fusion
cellulaire pourrait constituer un mécanisme de réparation des tissus |ésés (Lagasse et al.,
2000), ou que la génération de cellules « épithéliales-like » de peau, du foie ou du poumon

par les cellules souches mésenchymateuses ne résulterait pas d’une fusion mais bien d’une
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transdifférenciation cellulaire (Harris et al.,, 2004). Cependant, si le repeuplement d'un
organe par des cellules souches d'un autre tissu chez I'animal, semble représenter une
potentialité assez générale, il est souvent faible, peu reproductible chez 'homme, limitant

ainsi son intérét thérapeutique.

(ii)  Implication des cellules souches
exogenes au niveau pulmonaire

Chez 'Homme, les cellules souches dérivées de la moelle osseuse représentent les
populations de cellules souches adultes les mieux caractérisées (Bonnet, 2003), composées
des cellules souches hématopoiétiques (CSH) et mésenchymateuses (CSM). In vitro, les CSM
humaines, co-cultivées en présence de cellules épithéliales des voies aériennes distales, ont
montré une capacité de transdifférenciation en cellules « épithéliales-like » capables de
reconstituer un épithélium monocouche. Cependant, la transdifférenciation évoquée est
partiellement remise en cause, de par lidentification d’'une partie des cellules
phénotypiquement épithéliales dérivées des CSM humaines provenant de la fusion d’une
CSM et d’une cellule somatique différenciée (fréquence de fusion cellulaire évaluée a 107
(Spees et al., 2003).

Une étude menée par Krause et son équipe en 2001, a montré in vivo la reconstitution
de la lignée hématopoiétique a partir de cellules souches dérivées de la moelle osseuse chez
des souris hotes irradiées. Dans cette étude, les cellules souches du donneur pouvaient
également générer des cellules différenciées dans de multiples organes incluant I'épithélium
respiratoire (Krause et al., 2001). Kotton et al. ont également montré que l'introduction de
CSM dans la circulation veineuse des animaux, apres une lésion épithéliale par la
bléomycine, entrainait une transdifférenciation de ces cellules au sein du parenchyme
pulmonaire, avec une acquisition des caractéristiques phénotypiques et moléculaires de PN |
(Kotton et al., 2001). Depuis, de trées nombreuses études sur la transdifférenciation des
cellules souches issues de la moelle osseuse en cellules épithéliales respiratoires ont été
rapportées dans la littérature, tant dans des modéles animaux que chez I'Homme (Ortiz et
al., 2003 ; Suratt et al., 2003 ; Kleeberger et al., 2003 ; Loi et al., 2006).

Cependant, bien que ces études soient prometteuses dans le cadre de thérapies

cellulaires régénératives des épithélia respiratoires pathologiques, le pourcentage de cellules
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souches exogenes observées au sein des voies respiratoires semble faible, voire inexistant
(Bittmann et al., 2001 ; Davies et al., 2002 ; Kotton et al., 2005), dépendamment du diamétre

et du type de lésion de I'épithélium respiratoire.

Le role des SP exogenes dans la réparation épithéliale pulmonaire a été démontré chez
la souris. La Side-Population (SP) dérivée de la moelle osseuse, présente des marqueurs
phénotypiques de cellules souches hématopoiétiques. Elle est faiblement représentée dans
la moelle osseuse murine (Goodell et al., 1996). Deux études menées par Mac Pherson et al.
en 2005 et 2006, ont montré que la SP isolée de la moelle osseuse de souris, bien
gu’incapable, a elle seule, de reconstituer un épithélium respiratoire lorsque les cellules sont
ensemencées en cultures en IAL ou sur une trachée dénudée dans un modeéle de xénogreffe,
pouvait participer a la réparation de I'épithélium trachéal aprés lésion et représentait au
final, 0,83 % de la totalité des cellules de I'épithélium régénéré (Macpherson et al., 2005). De
plus, la caractérisation des cellules du donneur a montré une expression de la cytokératine
par ces cellules, de méme que le maintien des caractéristiques de cellules hématopoiétiques
(CD45") (MacPherson et al., 2006).

Les cellules souches, isolées a partir du liquide amniotique humain (hAFSC), sont des
cellules pluripotentes, au méme titre que les CSE ou les iPS, capables de générer des cellules
différenciées exprimant des marqueurs spécifiques de lignages cellulaires issus des trois
feuillets embryonnaires. Les hAFSC, a I'état pluripotent, sont caractérisées par I'expression
du récepteur du stem cell factor (SCF) c-Kit, de Oct4 et SSEA-4, et de différents marqueurs de
cellules souches mésenchymateuses et neuronales absents des CSE. Les hAFSC sont donc
considérées comme un type de cellules souches intermédiaire entre les CSE et les cellules
souches somatiques. Elles sont capables de proliférer a long terme en culture sans perte de
leur pluripotence, et ne générent pas de tératomes aprés injection dans des souris
immunodéficientes (De Coppi et al., 2007). En 2008, une étude menée par Carraro et al. a
montré que des hAFSC sont capables de s’intégrer dans des poumons de souris au cours de
leur développement, ainsi qu’au niveau de tissus pulmonaires adultes aprés une lésion
épithéliale. Au niveau des tissus pulmonaires adultes apres un traitement hyperoxique, les
hAFSC ont été localisées au niveau du poumon distal et expriment le SP-C (marqueur des PN
I1). De plus, apres la déplétion des cellules de Clara, les auteurs ont observé une intégration

et une différenciation des hAFSC, au niveau des BADJ ou des bronches, avec une expression
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spécifigue du marqueur des cellules de Clara CC10, montrant I'importante plasticité de ces
cellules souches en fonction du type de lésion de I'épithélium des voies aériennes et

alvéolaires induite (Carraro et al., 2008).

Sueblinvong et al. ont mis en évidence que des cellules souches mésenchymateuses,
dérivées du sang de cordon ombilical humain, cultivées in vitro, en présence de facteurs de
croissance spécialisés, étaient capables d’exprimer le CCSP, le SP-C ainsi que le canal
chlorure CFTR. Apres leur injection au sein de souris immunodéficientes, ces rares cellules
souches ont été localisées au sein de I'épithélium des voies aériennes et exprimaient la
cytokératine et le CFTR humain (Sueblinvong et al., 2008).

Deux populations de cellules progénitrices épithéliales ont été identifiées dans la
circulation sanguine ainsi qu’au sein de la moelle osseuse murine. La premiere population a
été caractérisée phénotypiquement par I'expression du marqueur épithélial cytokératine-5
et du récepteur CXCR4. Les progéniteurs épithéliaux circulants CK5" contribueraient a la
réépithélialisation des voies aériennes et a la régénération d’un épithélium pseudostratifié
trachéal, via leurs recrutements médiés par le CXCL12 (Gomperts et al., 2006). La seconde
population de cellules, dérivée de la moelle osseuse murine et humaine, présente une
expression in vivo du CCSP, et in vitro en culture, une expression de marqueurs spécifiques
des PN I, PN Il ou des cellules basales, ainsi que du canal sodique ENaC. Il a été démontré
gue cette population cellulaire délivrée par voie intra-trachéale, s’intégre préférentiellement

au niveau de zones lésées par le naphtalene (Wong et al., 2009).

Le tissu adipeux, comme la moelle osseuse, dérive du mésoderme embryonnaire.
Facilement isolable et abondant, le tissu adipeux présente également une population de
cellules souches adultes. Ces cellules sont capables comme les CSM, de se différencier, en
présence des facteurs d’induction spécifiques, en lignées mésodermiques (adipocytes,
ostéoblastes, chondrocytes, myoblastes), ainsi qu’en cellules présentant des caractéristiques
morphologiques de cellules neuronales suggérant un potentiel de différenciation
ectodermique (Zuk et al.,, 2001 ; Zuk et al., 2002 ; Rodriguez et al., 2004). Ces cellules
présentent une capacité d’autorenouvellement importante in vitro (Rodriguez et al., 2004),
ainsi qu’un profil d’expression, a la fois commun aux CSM (expression de la CD29, du CD44,

du CD71 ..., absence d’expression des marqueurs de la lignée hématopoiétique : CD31, CD34
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et CD45) et différent en exprimant le CD49f (intégrine a4) (Zuk et al., 2002). Une étude
récente menée en 2010, a mis en évidence que les cellules souches adultes dérivées du tissu
adipeux humain, présentent la capacité in vivo, aprés injection dans des souris
immunodéficientes préalablement irradiées, de se différencier en hépatocytes ainsi qu’en

cellules épithéliales du tractus gastrointestinal et des bronches (Fang et al., 2010).
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I1l. IDENTIFICATION DES CELLULES SOUCHES /
PROGENITRICES DE LEPITHELIUM BRONCHIOLAIRE
HUMAIN ADULTE

A. MATERIELS ET METHODES

1. Microdissection des bronchioles humaines

L'utilisation d’échantillons biologiques humains est autorisée par I'article L1245-2 du

Code de Santé Publique, modifié par la loi Bioéthique 94-654.

Les tissus pulmonaires humains ont été obtenus a I'occasion de résections pulmonaires
dans le cadre d’une chirurgie pour cancer, a distance de tumeurs bronchopulmonaires. Les
préléevements ont été expédiés au laboratoire dans un milieu Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI 1640) (Gibco BRL, Paisley, Royaume Uni) supplémenté de 25 mM
d’HEPES (4(2HydroxyEthyl) 1PiperazineEthaneSulfonic acid) (Gibco BRL) et d’antibiotiques
(pénicilline 200 U/mL et streptomycine 200 pg/mL) (Gibco BRL).

Les bronchioles humaines, identifiées par I'absence de cartilage et d’un diameétre
inférieur ou égal a 1 mm, ont été microdisséquées sous loupe binoculaire. Les bronchioles
ainsi isolées ont été ensuite soigneusement lavées, sous agitation a 4 °C, dans du PBS
(Phosphate Buffered Saline) contenant les cations Mg®" et Ca®* (Gibco BRL), puis nettoyées

de tout parenchyme et enfin retournées pour exposer I'épithélium bronchiolaire au milieu.

2. Dissociation des cellules épithéliales bronchiolaires

Les cellules épithéliales bronchiolaires ont été dissociées de leurs tissus aprés une
incubation pendant une nuit a 4 °C en présence de collagénase de type XIV de Streptomyces
griseus (Pronase E) (SigmaAldrich, Saint Quentin Falavier, France) a 1 mg/mL dans du milieu
RPMI-HEPES. Apres agitation manuelle des bronchioles, les lambeaux de cellules épithéliales
détachés ont été récupérés, centrifugés a 1200 rpm pendant 5 minutes, puis resuspendus

dans une solution d’acétylcystéine a 2,5 % (P/V) (Bristol-Myers Squibb, Reuil-Malmaison,
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France) dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco BRL), pendant 20
minutes a 37 °C, afin de digérer le mucus sécrété. Les lambeaux épithéliaux ont a nouveau
été centrifugés puis les cellules épithéliales ont été isolées les unes des autres par une
incubation en trypsine/verséne (4,2 % de trypsine (P/V) ; 0,33 % d’EDTA (P/V) et 1,42 % de
NaCl (P/V) dans du PBS) pendant 45 secondes a T° ambiante. L’activité enzymatique a été
stoppée par I'ajout de milieu de culture DMEM contenant 10 % de Sérum de Veau Feetal
(SVF) (GibcoBRL). Apres centrifugation et resuspension dans du milieu de culture, les cellules
épithéliales bronchiolaires individualisées ont été comptées a l'aide d’une cellule de
Malassez avant leur ensemencement en culture cellulaire, ou leur utilisation pour une
analyse de marqueurs des cellules épithéliales bronchiolaires ou en tri cellulaire par

cytométrie en flux.

3. Etude histologique

a) Fixation des tissus et des membranes de culture en Interface
Air-Liquide (1AL)

(1) Tissus pulmonaires humains

Les prélevements de tissus pulmonaires humains contenant des portions de voies
respiratoires bronchiolaires ont été cryofixés en les incluant dans de I'O.C.T (Optimum
Cutting Temperature compound, TissueTek, Sakura Finetek Europe BV, Zoeterwoude,
PaysBas), refroidis et durcis par les vapeurs d’azote liquide, puis conservés a -80 °C, avant la

réalisation de sections tissulaires a froid.

(2) Epithelia bronchiolaires régénérés en culture en
IAL

Les membranes soutenant les épithélia différenciés apres 30 jours de culture en IAL,
régénérés a partir de cellules épithéliales bronchiolaires non triées ou a partir des cellules

basales triées, ont été séparées de leur insert a I'aide d’une lame de bistouri puis fixées au
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Lillie (Formaldéhyde 5 %, pH 7), déshydratées dans un gradient d’Ethanol avant d’étre
incluses en paraffine. Les blocs ont été conservés a température ambiante avant la

réalisation des sections.

b) Etudes histologiques des échantillons biologiques

Pour I'analyse histologique des épithélia bronchiolaires natifs ou régénérés in vitro en
IAL, des sections de 5 a 7 um d’épaisseur ont été réalisées a I'aide d’un cryostat (cryostat
CM3050, Leica, Allemagne) ou d’un microtome (Microtome, Microm HM340E, Microm
International GmbH, Walldorf, Allemagne), a partir des blocs cryofixés de tissus pulmonaires
et des blocs en paraffine, puis déposées sur des lames de microscopie SuperFrost Plus (O.
Kindler GmbH, Germany). Les coupes de tissu pulmonaire ont été, soit colorées avec le kit
Rapid Chrome a I'hématoxyline-éosine (Shandon Rapid Chrome™ Staining kit,
Thermoscientific), soit conservées a -20 °C. Les coupes en paraffine des cultures en IAL ont
été soit conservées a température ambiante, soit déparaffinées par des bains succéssifs de
xyléne puis réhydratées dans des bains d’éthanol de 100 % a 50 % puis en PBS, et finalement
colorées avec le kit Rapid chrome a I’lhématoxyline/éosine. Les images des coupes de tissus
respiratoires et d’épithélia bronchiolaires régénérés in vitro ont été réalisées a I'aide du

microscope Axiolmager (Zeiss, Oberkochen, Germany) et du logiciel AxioVision (Zeiss).

4. Etude de I’expression de différents marqueurs des
cellules épithéliales bronchiolaires par
immunohistochimie et immunocytochimie

a) Les anticorps utilisés

Pour réaliser notre étude, les anticorps suivants ont été utilisés : I'anti-cytokératine 13
(CK13) humaine monoclonal murin (1gG1, clone KS-1A3 ; 1/1000, Sigma Aldrich), I'anti-CD151
humain monoclonal murin (IgG1k, clone 14A2.H1; 1/50, BD Biosciences), I'anti-ANp63
humain monoclonal murin (IgG2a, clone 4A4 ; 1/50, Santa Cruz Biotech., Santa Cruz, CA),

I’anti-cavéoline 1a humaine monoclonal murin (IgG2b, clone 7C8 ; 1/50, Santa Cruz Biotech.)
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pour la détection des cellules basales, I'anti-B-tubuline humaine monoclonal murin (IgG2b ;
1/3000, Millipore, Saint-Quentin en Yvelines, France) exprimée par les cellules ciliées, I'anti-
MUC-5AC humaine monoclonal murin (IgG1, clone NCL; 1/100, Novocastra, Newcastle,
Royaume Uni) pour la détection des cellules mucosécrétantes caliciformes, I'anti-CK18
humaine monoclonal murin (1gG1, clone CY-90; 1/1000, Sigma Aldrich) exprimée par les
cellules cylindriques au sein d’un épithélium mature. La protéine Clara Cell 10 (CC10),
exprimée par les cellules de Clara a été détectée grace a I'anticorps anti-CC10 humain
polyclonal caprin (IgG, clone S-20; 1/50, Santa Cruz biotechnology). La polarisation de
I’épithélium régénéré a été mise en évidence par I'anticorps anti-Zonula-Occludens-1 (ZO-1)
monoclonal murin (IgG1k, clone Z01-1A12 ; 1/20, Zymed Laboratories, San Francisco, Etats-
Unis). Les témoins négatifs correspondant a chaque marquage ont été réalisés en utilisant
des 1gG non immunes murines, de rat ou caprines a la place des anticorps primaires, leur
dilution étant ajustée a la concentration utilisée pour les anticorps primaires. Les anticorps
secondaires anti-souris et anti-rat, ainsi que l'anticorps secondaire anti-chévre, ont été
utilisés directement couplés a une Alexa Fluor 488 ou a une Alexa Fluor 594 (IgG H+L ; 1/200,
Molecular Probes, Eugene, OR). Le DAPI (4',6'-diamidino-2-phénylindole, Sigma-Aldrich) ou
I’hématoxyline de Harris (Shandon, Runcorn, Uniteg Kingdom) ont été utilisés pour contre-

colorer les noyaux.

b) Immunohistochimie

(1)  Sur cultures entiéres

La polarisation des épithélia, régénérés a partir des cellules épithéliales bronchiolaires
humaines non triées, ou a partir des cellules basales bronchiolaires triées, a été évaluée par
la détection immunocytochimique de la protéine ZO-1 sur culture entiére. Pour cela, apres
30 jours de culture en Interface Air-Liquide, les membranes ont été rincées au PBS puis
fixées en Méthanol a -20 °C. Les membranes ont alors été rincées au PBS puis ont été
séparées de leur insert a I'aide d’'une lame de bistouri. Le protocole utilisé pour la détection

immunocytochimique est récapitulé dans le tableau ci-dessous.
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ETAPES

SOLUTIONS UTILISEES

TEMPS / TEMPERATURE

Saturation des sites non
spécifiques

PBS-BSA 3%

1 heure a T°C ambiante

Anticorps primaire

Dilution en PBS-BSA 3%

1nuitad°C

Ringage

PBS

15 minutes a T °C ambiante

Anticorps secondaire couplé Alexa

Dilution en PBS-BSA 3%

45 minutes a T °C ambiante

Ringcage

PBS

15 minutes a T °C ambiante

Contre-coloration des noyaux

DAPI ou
Hématoxyline de Harris

10 minutes ou
guelques secondes a T °C

ambiante
Rincage (Hématoxyline de Harris) Eau puis PBS 30 secondes a T °C ambiante
Rincage (DAPI) PBS 5 minutes a T °C ambiante

Tableau 2 : Protocole de détection protéique par immunohisto/cytochimie.

Les membranes ont alors été montées entre lames et lamelles avec du milieu de

montage Aquapolymount (Polysciences, Warrington, PA), et conservées a 4 °C a |'obscurité
avant 'acquisition des images en fluorescence a I'aide d’un microscope Axiolmager équipé
d’'une caméra CoolSnap FX (Roper Scientific, Duluth, GA). Les images ont été obtenues a

I'aide du logiciel Axiovision 4.8 (Zeiss).

(2) Sur cryocoupes de tissus pulmonaires

Les cryocoupes congelées a -20 °C ont été séchées a température ambiante. L'étude de
I’expression de la CC10 a nécessité une étape préalable de fixation des coupes tissulaires, au
Paraformaldéhyde 4 % en PBS pendant 15 minutes, suivi d’un rincage au PBS et d’une

incubation au Triton X100 (Sigma) a 0,02 % de 5 minutes. Les autres marqueurs étudiés n’ont
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pas nécessité d’étapes de fixation. Les lames ont alors subi le protocole décrit dans le
tableau (paragraphe Ill.A.4.b.1). Des lamelles de verre ont été montées sur les lames avec du
milieu de montage Aqua Poly/Mount (Polysciences, Warrington, PA), et les lames ont été
conservées a 4 °C, a I'obscurité, avant I'acquisition des images en immunofluorescence. Pour
la réalisation du double marquage CC10/CK13, les coupes ont tout d’abord été marquées
avec l'anticorps anti-CC10 en révélant cet anticorps avec un anticorps secondaire couplé a
I‘Alexa 488. Les coupes ont été rincées en PBS, puis a nouveau saturées avec du PBS-BSA 3 %
pendant 1 heure et incubées avec le second anticorps primaire anti-CK13, révélé avec un
anticorps secondaire couplé a I'Alexa 594. Les témoins négatifs correspondant a chaque
marquage ont été réalisés en remplagant les anticorps primaires par des IgG non immunes,

ou en substituant I'anticorps primaire ou secondaire par du PBS-BSA 3 %.

(3) Sur cellules cytocentrifugées

Les cellules épithéliales bronchiolaires non triées, ainsi que les cellules basales et
cylindriques bronchiolaires triées, ont été cytocentrifugées a la densité de 2x10*
cellules/lame, a la vitesse de 750 rpm pendant 10 min, sur des lames de microscopie
SuperFrost a I'aide du Cytospin 2 (Thermo-Shandon) puis conservées a -20 °C jusqu’a leur

utilisation.

L'étude de I'expression de la CC10 a nécessité une étape de fixation des cellules, au
Paraformaldéhyde 4 % en PBS, suivi d’'une incubation au Triton X100 a 0,02 %. Pour I'étude
des autres marqueurs, les cellules épithéliales bronchiolaires cytocentrifugées, ont été fixées
au Méthanol a -20°C pendant 10 minutes, puis rincées en PBS pendant 15 minutes. Les
cellules ont ensuite subi le protocole décrit dans le tableau (paragraphe Ill.A.4.b.1). Les
témoins négatifs ont été réalisés en remplacant les anticorps primaires par des IgG non

immunes.

Dans le but d’étudier la co-expression de la CK13 et du CD151, les cellules ont été
d’abord incubées avec l'anticorps primaire anti-CD151, révélé a l'aide d’un anticorps
secondaire couplé a I’Alexa 488. Aprés une étape de ringcage au PBS suivie d’une période de

saturation en PBS-BSA 3 %, les cellules ont été incubées en présence des fragments Fab
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(H+L) anti-souris, dans le but de bloquer les sites de liaison libres de I’anticorps primaire anti-
CD151. Aprés une étape de lavage en PBS, les cellules épithéliales ont été incubées avec
I’anticorps primaire anti-CK13 pendant 1 heure, révélé a I'aide d’un anticorps secondaire
couplé a I’Alexa 594. Les témoins négatifs correspondant a chague marqueur ont été réalisés
en substituant les anticorps primaires par des IgG non immunes. Les noyaux des cellules ont
été contre-colorés a I'hématoxyline de Harris et les lames ont été montées pour leur

observation en microscopie a fluorescence.

(4) Sur cellules en suspension

1 3 2.10° cellules épithéliales bronchiolaires humaines dissociées ont été suspendues
en présence d’une solution de PBS-BSA 3% pendant 20 a 30 minutes, a 4 °C sous agitation
permanente. Les cellules ont ensuite été centrifugées (1200 rpm, pendant 5 minutes) puis
incubées avec une solution d’anticorps primaire dilué en PBS-BSA 1 %, pendant 30 minutes a
4 °C sous agitation. Les cellules ont ensuite été lavées deux fois en PBS, centrifugées, puis
incubées dans une solution d’anticorps secondaire couplé a un Alexa dilué en PBS-BSA 1 %
pendant 30 minutes a 4 °C sous agitation. Les cellules ont été lavées en PBS et centrifugées
avant d’étre resuspendues en PBS & une densité de 5x10° cellules/mL, cytocentrifugées et
finalement fixées et perméabilisées a I’éthanol 70 %. Les noyaux ont été contre-colorés a
I’hématoxyline de Harris, puis les lames ont été montées avant leur observation au
microscope. Les témoins négatifs correspondant a chaque marqueur ont été réalisés en

substituant les anticorps primaires par des IgG non immunes.

5. Analyse et tri cellulaires par cytométrie en flux
a) Principe

Cette technique permet de caractériser, en termes de taille, de complexité relative et
de fluorescence, une cellule isolée a I'intérieur d’un flux liquidien. Les cellules isolées passent
dans une chambre d’analyse, traversée par une source excitatrice (Laser), permettant

d’obtenir, pour chaque cellule, des caractéristiques de taille relative (Forward Scatter, FSC),
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de granulosité relative (Side Scatter, SSC, rendant compte de la complexité cellulaire en
termes d’organites), ainsi que l'intensité de la fluorescence émise apres I'excitation des
fluorochromes couplés aux anticorps d’intéréts fixés a la cellule. Les sighaux optiques réémis
sont récupérés par différents détecteurs appelés photomultiplicateurs, puis convertis en

signaux numériques traités sur un ordinateur a I'aide du logiciel FACSDiva (BD Biosciences).

b) Les anticorps utilisés

Pour réaliser notre étude, les anticorps suivants ont été utilisés : I'anti-CD151 humain
monoclonal murin couplé a la PE (Phycoérythrine) (IgG1K, clone 14A2.H1, 6 uL/10° cellules)
et son isotype contrdle 1gG1 non-immun de souris couplé a la PE (clone MOPC-21, 6 pL/10°
cellules) proviennent de BD Biosciences, I’anti-CK13 humaine monoclonal murin (IgG1, clone
KS-1A3; 1/1000, Sigma Aldrich), I'anti-B-tubuline humaine monoclonal murin (IgG2b ;
1/3000, Millipore, Saint-Quentin en Yvelines, France), I'anti-MUC-5AC humaine monoclonal
murin (IgG1, clone NCL; 1/100, Novocastra, Newcastle, Royaume Uni), l'isotype contrdle
IgG1 non-immun murin (clone DAK-GO1, 1/500, DakoCytomation, Trappes, France), I'anti-
CC10 humain polyclonal de chévre (IgG, clone S-20; 1/50, Santa Cruz biotechnology, Santa
Cruz, CA) et son isotype contréle IgG1 non-immun de chévre. Les anticorps secondaires anti-
souris de chevre, ainsi que l'anticorps secondaire anti-chevre fabriqué chez I'dne, sont
couplés respectivement a I’Alexa Fluor 488 et a I’Alexa Fluor 594 (IgG H+L ; 1/200, Molecular

Probes, Eugene, OR).

c) Préparation des cellules épithéliales

Les cellules bronchiolaires humaines isolées ont été lavées en PBS contenant 2 mM
d’EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tetra Acétique) (PBS-EDTA) (Sigma). Les cellules ont ensuite
été centrifugées a 1200 rpm pendant 5 minutes puis suspendues dans du PBS-EDTA
contenant 2 % de BSA (Bovine Serum Albumin) (PBS-EDTA-BSA 2 %) (Sigma) pendant 30
minutes a 4°C et sous agitation permanente, afin de saturer les sites non spécifiques de

reconnaissance des anticorps.
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(1) Etude de I’expression de la CK13 et du CD151

2.10° cellules épithéliales ont été perméabilisés (10 minutes a 4 °C) en présence de 0,1
% de Saponine (Sigma Aldrich) diluée en PBS. Apres un lavage au PBS-EDTA, les cellules ont
été séparées en deux lots (1x10° cellules) et incubées pendant 30 minutes avec I'anticorps
anti-CK13, ou I'lgG1 non-immun de souris, rincées en PBS-EDTA puis révélé a 'aide de
’anticorps anti-souris-Alexa 488 (30 minutes, 4 °C). 1.10° cellules a été directement incubé,
pendant 30 minutes, en présence de |'anticorps anti-CD151-PE ou de son isotype contréle
couplé a la PE. Les échantillons cellulaires ont été rincés deux fois en PBS-EDTA, centrifugés,
et finalement suspendus dans 500 uL de PBS-EDTA. L’étude de I'expression de la CK13 et du
CD151 a été analysée a partir d’'un cytometre FACSCalibur (BD Biosciences), afin de mettre
en évidence la population des cellules basales au sein des cellules épithéliales bronchiolaires

humaines.

(2) Caractérisation des cellules cylindriques

Les cellules épithéliales ont été perméabilisées avec une solution de 0,1 % de
saponine. Apres un rincage au PBS-EDTA, les cellules ont été séparées en différents lots de
1.10° cellules, puis incubées pendant 30 minutes, a 4 °C sous agitation, en présence des
anticorps anti-MUC-5AC (spécifique des cellules caliciformes), anti-B-tubuline (spécifique des
cellules ciliées) et anti-CC10 (spécifique des cellules de Clara). Les IgG1l non-immunes
murines ou caprines ont été utilisées comme isotypes controéles. Les échantillons cellulaires
ont été rincés en PBS-EDTA puis incubés en présence des anticorps secondaires anti-souris-
Alexa 488 ou anti-chévre-Alexa 594 pendant 30 minutes. L'ensemble des échantillons
cellulaires a été rincé en PBS-EDTA, centrifugé et les cellules finalement suspendues en PBS-
EDTA préalablement a leur analyse en cytométrie en flux (FACSCalibur), afin de déterminer
la composition en termes de pourcentage, des cellules ciliées, caliciformes ou de Clara au

sein des cellules cylindriques bronchiolaires humaines.
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(3) Trides cellules basales et cylindriques de
I’épithélium bronchiolaire humain

Ce tri est réalisé grace au fractionnement du jet liquide contenant les cellules
épithéliales bronchiolaires. Ce jet va se fractionner en un point précis appelé point de
rupture, pour donner des gouttes caractérisées par leur position et leur moment
d'apparition. Lors de I'analyse, selon les criteres définis par I'utilisateur, le programme de tri
va décider de l'isolement ou non des cellules contenues dans les gouttes. Ainsi, apres la
détection d’une cellule d’intérét, le cytometre va charger électriquement le jet au moment
de la formation de la goutte contenant cette cellule. Les gouttes chargées, contenant une
cellule a trier, vont passer entre des plaques de déflection fortement chargées, et vont étre
déviées du coté de la plaque de polarité opposée, pour finalement étre collectées dans un
tube. En appliquant différents niveaux de charges, il est possible de trier, dans notre étude,
les cellules basales et cylindriques simultanément sur le cytométre trieur FACSAria (BD
Biosciences). Ce trieur cellulaire présente 3 sources d’excitation LASER, rouge (longueur
d’onde d’excitation de 633 nm), bleu (longueur d’onde d’excitation de 488 nm) et violet
(longueur d’onde d’excitation de 407 nm), et est capable de réaliser une analyse de la
fluorescence a trés grande vitesse, de maniére individualisée et multiparamétrique. 13
parameétres de fluorescence peuvent ainsi étre analysés pour chaque cellule en plus des

caractéristiques de taille relative (FSC) ou de granulosité relative (SSC).

Les cellules épithéliales bronchiolaires, saturées en présence de PBS-EDTA-BSA 2 %,
ont été incubées avec |'anticorps anti-CD151-PE dilué dans le PBS-EDTA-BSA 1 %, pendant 40
minutes a 4 °C sous agitation. Le témoin négatif de cette étude a été réalisé en utilisant
I'isotype contréle IgG1 non-immun murin couplé a la PE. La viabilité cellulaire a été évaluée a
I'aide du 4',6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI; 1/1000, incubation de 10 minutes),
marquant les cellules présentant une altération de leur intégrité. Les cellules ont ensuite été
rincées deux fois en PBS-EDTA, centrifugées puis finalement suspendues dans cette méme

solution préalablement au tri cellulaire par cytométrie en flux.
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A partir des caractéristiques déterminées lors des analyses en cytométrie en flux (FACS
Calibur), les cellules basales CD151" et les cellules cylindriques CD151 ont été isolées a partir

d’une population de cellules épithéliales bronchiolaires hétérogene.

Les cellules basales CD151" et la population des cellules cylindriques CD151" ont
d’abord été prédéfinies a partir d’'un graphique SSC-A vs. FSC-A (A= Area) a partir de la
population des cellules épithéliales bronchiolaires totales. Les cellules mortes (DAPI
positives) ont été éliminées dans chacune des populations a trier a partir d’'un graphique
DAPI-A vs. FSC-A et les agrégats et les doublets de cellules ont été exclus a I'aide des
graphiques SSC-W vs. SSC-H (granulosité relative) et FSC-W vs. FSC-H (taille relative)
(W=Width ; H=Height). Enfin, les populations de cellules basales (CD151") et cylindriques
(CD151") ont été validées a partir d’'un graphique PE-A vs. FSC-A, en fonction de leur
expression ou non du CD151. Les populations cellulaires ont été triées simultanément a une
fréquence de 30 MHz, a une vitesse de 3000 a 4000 événements/s et en utilisant une option
de tri permettant d’obtenir le meilleur ratio rendement/pureté possible pour les cellules

triées.

Pour ces expérimentations, un échantillon des cellules non triées d’épithélium
bronchiolaire (controle) a subi les mémes procédures expérimentales de dissociation,
d’isolement puis de lavages en PBS-EDTA, mais n’a pas été incubé en présence de I'anticorps
d’intérét, ni passé dans le cytométre-trieur. Une partie des cellules non triées a également
été utilisée pour déterminer la viabilité des cellules épithéliales bronchiolaires totales

(marquage au DAPI).

Aprés chaque tri, la pureté des populations triées CD151" et CD151" a été évaluée, par
une réanalyse en cytométrie en flux et en immunocytochimie (uniguement les cellules
basales), en étudiant I'expression de la CK13, a partir d’'une fraction de cellules triées puis

cytocentrifugées.
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6. Culture des cellules basales et cylindriques
bronchiolaires triées in vitro

a) Culture cellulaire a I’interface Air-Liquide

Les cellules épithéliales bronchiolaires non triées, ainsi que les cellules basales et les
cellules cylindriques, triées par cytométrie en flux, ont été ensemencées, in vitro, dans des
inserts de culture définissant des compartiments basaux et apicaux, séparés par une
membrane poreuse en polyester (Transwell clear, 12 mm de diameétre et pores de 0,4 um,

COSTAR).

Les membranes poreuses ont été préalablement recouvertes, pendant 2h a
température ambiante, d’une solution de collagéne de type IV a 200 pg/mL (Sigma Aldrich,
type VI). Les membranes ont ensuite été rincées au PBS, puis les cellules épithéliales
humaines triées ou non ont été ensemencées a raison de 18,3. 10* cellules par cm? et
cultivées a 37 °C en atmospheére humide, et en présence de 5 % de CO,. Les cellules ont été
cultivées dans deux types de milieu de prolifération en condition Liquide/Liquide (milieu de
prolifération dans les compartiments apicaux et basaux), jusqu'a obtention de la confluence
cellulaire: d’'une part, un milieu commercial appelé CnT-17 (CELLNTEC Advenced cell
systems, milieu spécifique développé pour favoriser la prolifération des cellules
progénitrices de I'épithélium des voies aériennes) et d’autre part, un milieu de prolifération
préparé au sein de notre laboratoire (d’aprées les travaux menés par Leichneret al.en 1985
(Lechner et LaVeck, 1985)) composé de DMEM/Ham F-12 (Gibco BRL) (3/1; vol/vol)
supplémenté avec 0,87 uM d’insuline bovine, 2,7 uM d’épinéphrine, 35 pg/mL d’extrait
pituitaire bovin, 5 uM d’éthanolamine, 65 nM de transferrine humaine, 1,38 uM
d’hydrocortisone, 9,7 uM de 3,3’,5-triiodo-L-thyronine, 1,6 nM d’EGF recombinant humain,
30 nM d’acétate de rétinyl, 5 uM d’O-phosphoryléthanolamine, 30 nM de sélénite de
sodium, 1 nM de chlorure de manganese tetrahydraté, 1 nM de molybdate d’ammonium
tetrahydraté, 0,5 uM de métasilicate de sodium déshydraté, 5 nM de vanadate
d’ammonium, 1 nM de sulfate de nickel hexahydraté, 0,5 nM de chlorure d’étain dihydraté

(Sigma Aldrich), 100 U/mL de pénicilline et 100 pg/mL de streptomycine.

A confluence, le milieu du compartiment apical a été éliminé, le tapis cellulaire

confluent a été rincé au PBS, puis le milieu du compartiment basal a été remplacé par un
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milieu favorisant la différenciation de ['épithélium respiratoire humain (condition
Air/Liquide). Ce milieu de différenciation est composé de DMEM/BEBM (Bronchial Epithelial
cell Basal Medium) (LONZA, Vervier, Belgique) (1/1 ; vol/vol) supplémenté en EGF humain
recombinant (0,5 mg/l), en épinéphrine (5 mg/l), en BPE (0,13 g/lI), en hydrocortisone (0,5
mg/l), en insuline (5 mg/l), en triiodothyronine (6,5 mg/l), en transferrine (0,5 mg/l) (LONZA,
Vervier, Belgique), ainsi qu’en pénicilline (200 U/mL), en streptomycine (200 mg/l), en acide
rétinoique (0,1 nM) et en BSA (1,5 mg/l) (Sigma Aldrich). Le milieu de différenciation a été
remplacé dans le compartiment basal, toutes les 48 heures, pendant toute la durée de la

culture.

L’état de différenciation et la fonctionnalité des épithélia bronchiolaires régénérés a
partir de cellules basales triées ou de cellules épithéliales non triées ont été analysés, a 30

jours de culture en IAL.

lgr

Cellules épithéliales bronchiolaires Chambre de culture
humaines aprés dissociation enzymatique\ bicompartimentale

bronchiolaires triées poreuses jusqu’a confluence

Cellules cylindriques épithéliales
bronchiolaires triées

Cellules basales épithéliales Culture cellulaire sur membranes Passage en interface air-liquide a
confluence des cellules

Figure 19 : Schéma de culture en interface air-liquide
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b) Recueil des sécrétions apicales de cultures en 1AL

A 30 jours de culture en IAL, les sécrétions apicales des épithélia régénérés a partir de
cellules épithéliales non triées ou de cellules basales triées ont été collectées. Pour cela, les
compartiments apicaux et basaux des cultures ont préalablement été rincés au PBS, puis 100
ul de milieu de différenciation, sans antibiotiques et non complémenté composé de
DMEM/BEBM (1/1; vol/vol) ont été ajoutés dans les deux compartiments et incubés
pendant 4 heures a 37 °C en atmospheéere humide, et en présence de 5 % de CO2. Seules les
sécrétions apicales ont été recueillies, centrifugées 5 minutes a 12000 rpm a 4 °C pour
éliminer tout résidu cellulaire, puis conservées a -80 °C. Les capacités de défense anti-
bactérienne vis-a-vis de Staphylococcus aureus, ainsi qu’un dosage de la protéine de

sécrétion CC10, par la technique ELISA ont été analysées.

7. Fonctionnalité des épithélia régénérés

a) Etude des propriétés bioélectriques des épithélia régénérés
en chambre de Ussing

(1) Historique

La technique de mesure des propriétés bioélectriques en Chambre de Ussing a été
mise au point au début des années 50 par Hans H. Ussing (Ussing et Zerahn, 1951) dans le
but d’évaluer les transports ioniques a travers la peau de grenouille. Cette technique permet
d’étudier, in vitro, la résistance transépithéliale en appliquant la loi de Ohm (R, en mQ/cmz),
ainsi que les variations du courant de court-circuit (Alsc en pA/cm?) a travers une membrane
biologique, dans notre cas les cultures en IAL. On peut ainsi distinguer les transports actifs

des transports passifs des ions a travers ces membranes.
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(2) Solutions et activateurs pharmacologiques

Le milieu HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) (GIBCO, Invitrogen) est une solution
saline composée de : CaCl, 1.26 mM, MgCl, 0.493 mM, MgS04 1 mM, KCl 5.33 mM, KH,PO,
0.441 mM, NaCOs 4.17 mM, NaCl 137.93 mM, Na,P04 0.338 mM et D-glucose 5.56 mM. La
fonctionnalité des épithélia régénérés a été évaluée en utilisant deux modulateurs des
transports ioniques. L’amiloride (Sigma) est une substance chimique capable de bloquer les
canaux épithéliaux sodiques apicaux (ENaC= epithelial Na* channel). La solution stock (107
M) dans du DMSO, est diluée au 1/10 dans du tampon HBSS et ainsi utilisée au 10™* M au
cours de nos études. La forskoline (Sigma) est un activateur de la sécrétion de chlore AMPc-
dépendante par le canal CFTR. La solution stock (25 mM) dans du DMSO, est diluée au 1/100

en présence de la solution d’amiloride précédemment préparée et de tampon HBSS.

(3) Montage

Les membranes de culture supportant les épithélia bronchiolaires régénérés a partir de
cellules épithéliales totales ou de cellules basales triées, ont été séparées de leurs inserts a
I'aide d’une lame de bistouri, puis placées dans une chambre de Ussing sur filtre perméable,
dispositif constitué de deux demi-chambres en plexiglas emboitées, reliées chacune a un
réservoir et séparées par |'épithélium polarisé. Un compartiment apical et un compartiment
basolatéral sont ainsi créés, remplis de tampon HBSS au niveau des réservoirs, et
thermostatés a 37 °C a I'aide du support des chambres chauffant. La solution de HBSS circule
grace a un systeme de bullage (95 % O, 5 % CO,), systeme permettant I'oxygénation des
cellules épithéliales sur le filtre, ainsi que I'homogénéisation des solutions biologiques

utilisées.

Pour mesurer le voltage, le courant électrique et la résistance, chaque chambre en
plexiglas est reliée par des ponts électrolytiques (agar-agar 4% dans du KCl 3M) a différentes
électrodes, elles-mémes reliées a un amplificateur (World Precision Instrument, v1.804,
Aston, United Kingdom). Le signal de sortie est enregistré et traité par ordinateur, a I'aide du

logiciel d’acquisition Data Trax).
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(4) Procédure expérimentale

Les membranes de culture en IAL, présentant les épithélia bronchiolaires bien
différenciés, ont été placées dans une chambre de Ussing. Les deux faces de la membrane
sont baignées dans du tampon HBSS, a 37 °C et homogénéisé a I'aide du systéme de bullage,
et laissé a équilibrer pendant environ 15 minutes. La résistance transépithéliale (R=AU/AI) a
été mesurée apres imposition d’un courant de 30mV. Ensuite, les substances modulatrices
des flux ioniques (amiloride et forskoline) ont été ajoutées séquentiellement dans le bain

apical baignant I'épithélium bronchiolaire.

Le courant de court-circuit, défini comme étant le courant devant étre appliqué a la
couche de cellules épithéliales pour amener le potentiel transépithélial a zéro, est le reflet
du mouvement global des ions du c6té apical vers le coté basolatéral et inversement. Le
courant de court-circuit a été mesuré aprés I’addition d’amiloride a 10 M et de forskoline a

250 pM.

b) Fréquence des battements ciliaires

Une mesure de la fréquence des battements ciliaires, reflet de la fonction de clairance
mucociliaire, a été réalisée a partir des épithélia régénérés apres 30 jours de culture en IAL.
Les épithélia régénérés ont été préalablement rincés au PBS dans le but d’éliminer tout
débris cellulaire ou toute sécrétion épithéliale muqueuse, puis placés sous un
vidéomicroscope, dans une enceinte de culture a 37 °C et 5 % de CO,. Une caméra CCD (JAI
PULNIX T760, San Jose, CA, USA) enregistre plusieurs champs d’observation par cultures. Les
battements de cils observés, montés en un film vidéo, vont créer des variations de
luminosité traduites en un signal numérique qui sera analysé par Transformée de Fourier,
permettant de calculer une fréquence de battements ciliaires (en Hertz). Les mesures de
fréquence des battements ciliaires ont été réalisées sur des cultures régénérées a partir de
cellules épithéliales bronchiolaires non triées, et de cellules basales triées de quatre patients

différents, avec une moyenne de 10 champs d’observation par cultures.
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¢) Capacités de défense anti-bactériennes vis-a-vis de
Staphylococcus aureus

(1) Souches bactériennes de référence

La souche bactérienne Gram positif de Staphylococcus aureus (souche 8325-4) a été
utilisée au cours de cette étude. La souche bactérienne a été conservée a -20 °C dans le

milieu nutritif TSB (BioMerieux, Marcy I'Etoile, France) contenant 20 % (vol/vol) de glycérol.

(2) Vérification de la pureté de la souche de
Staphylococcus aureus et préparation de la
suspension bactérienne

La pureté de la souche a été vérifiée avant chaque manipulation. La souche
bactérienne a d’abord été repiquée sur une gélose Tryptocaséine Soja (TSA) (Biomérieux,
Marcy I'Etoile, France) pendant une nuit a 37 °C. 2 a 3 colonies ont ensuite été ensemencées
dans 10 mL de bouillon Tryptocaséine Soja (TSB) (AES Laboratoire, Bruz, France), pendant
une nuit, a 37 °C sous agitation (120 rpm). Aprés cette période, 2 mL de la suspension
bactérienne ont été transférés dans un nouveau bouillon TSB (10 mL), pendant 2 heures a 37
°C sous agitation (120 rpm), permettant d’obtenir une phase exponentielle de croissance
bactérienne.

Les bactéries ont ensuite été successivement centrifugées a 3500 rpm, pendant 15
minutes a 4 °C et rincées en PBS puis en eau stérile. Aprés ces étapes de lavage, les bactéries
ont été suspendues dans de |'eau stérile et la Densité Optique (DO) a été mesurée a 630 nm.
Le volume de la suspension a été ajusté avec de |'eau stérile dans le but d’obtenir une DO
équivalente a 1, correspondant a 10° CFU/mL (CFU=Colony-Forming Unit). La suspension

bactérienne a été ensuite diluée au 1/4000 soit 2,5.10°> CFU/mL.

(3) Protocole expérimental

2 uL de suspension bactérienne (500 CFU) ont été incubés pendant 2h30, a 37 °C sous

agitation permanente, en présence de 30 pL de surnageants apicaux (dilués au 1/10),
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collectés a partir de cultures épithéliales bronchiolaires régénérées a partir de cellules
épithéliales non triées ou de cellules basales triées aprés 30 jours de culture en IAL. La
solution (bactéries + surnageant) a été récupérée puis ensemencée sur une gélose TSA et
incubée pendant 24 heures a 37 °C.

Les colonies apparues sur géloses ont été comptées et comparées a la condition
contréle (suspension bactérienne incubée en présence de milieu vide = DMEM/BEBM (1/1 ;
vol/vol)). Les résultats ont été exprimés en pourcentage de survie bactérienne par rapport a

la référence obtenue en condition controle.

8. Analyse de la sécrétion de la protéine CC10

a) Dosage de la concentration en protéines totales

Les surnageants recueillis a 30 jours de culture en IAL ont été décongelés, puis un
dosage de la concentration en protéines totales a été réalisé a I'aide du kit BC Uptima Assay
(Interchim, Montlucon, France), dosage colorimétrique reposant sur la méthode du Biuret.
Une mesure de la DO a été réalisée a 562 nm, a I'aide du lecteur de microplaque Xenius
(Safas, Monaco). Les points de gamme ainsi que les échantillons ont été dosés en triplicat. La
concentration en protéines totales (ug/mL) de nos surnageants a été déterminée a partir

d’une gamme étalon réalisée a partir de BSA.

b) Dosage de la protéine CC10 par ELISA

La technique ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) est un test immuno-
enzymatique qui permet de doser une protéine d’intérét dans des liquides biologiques. Cette
technique permet de visualiser une réaction anticorps/antigéne a l'aide d’une réaction
colorimétrique produite par l'action d'une enzyme fixée a un anticorps secondaire (de
révélation), sur un substrat chromogene. Le dosage de la protéine de sécrétion CC10 a été
réalisé a I'aide du kit Human Clara Cell Protein (BioVendor, République Tcheque) dans les

surnageants apicaux des cultures régénérées a partir de cellules basales triées ou de cellules
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épithéliales totales aprés 30 jours de culture en IAL, selon le protocole du fournisseur. La DO
a été mesurée a 450 nm sur le lecteur de microplaque Xenius et la quantité de protéines a
été déterminée a partir de la mesure de la DO rapportée a la gamme étalon. Les résultats du

dosage ont été exprimés en ng de protéines CC10 dosées/ug de protéines totales.

9. Analyses statistiques

Les valeurs obtenues pour les mesures de la résistance transépithéliale, des courants
de court-circuit, de la fréquence des battements ciliaires, des capacités de défense anti-
bactériennes et des sécrétions de la protéine CC10, ont été soumises au test non
paramétrique de Mann et Whitney. Une différence significative a été définie pour une p <

0,05. Tous les résultats obtenus ont été exprimés sous la forme de moyenne + écart-type.
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B. RESULTATS

1. Approche expérimentale

Dans le but d’identifier les cellules progénitrices de I'épithélium bronchiolaire humain
adulte selon notre hypothése qu’il pourrait s’agir des cellules basales, il a fallu séparer les
différentes populations épithéliales composant I'épithélium bronchiolaire humain, c’est-a-
dire les cellules basales, ainsi que les cellules ciliées, caliciformes et de Clara, afin d’évaluer

leurs capacités progénitrices en réalisant des tests de fonctionnalité.

Tout d’abord, nous avons tenté d’identifier un ou plusieurs marqueurs membranaires
spécifiques de I'une des populations cellulaires composant I'épithélium bronchiolaire, en
considérant les cellules ciliées comme étant des cellules différenciées de fagon terminale,
incapables de proliférer et donc de régénérer un épithélium. La premiére étape a consisté a
rechercher ces marqueurs membranaires spécifiques sur des sections de tissus
bronchiolaires natifs. Ensuite, I'expression du marqueur potentiel retenu par les cellules
épithéliales dissociées du tissu et isolées les unes des autres par traitement enzymatique a
été analysée. Cette seconde étape a permis de vérifier que le marqueur identifié n’était pas
altéré par la dissociation enzymatique pratiquée, et pouvait étre utilisé pour le tri de la
population cellulaire marquée en cytométrie en flux. La détection du marqueur retenu a
alors été testée sur cellules épithéliales isolées et mises en suspension, afin de vérifier qu’il
était bien spécifique d’une seule population cellulaire (étape 3). Les populations cellulaires
ont alors été triées par cytométrie en flux en fonction de leur expression ou non du
marqueur retenu et validé (étape 4), puis les populations cellulaires purifiées ont été testées
afin de déterminer leur capacité a régénérer un épithélium bronchiolaire in vitro en culture
en Interface Air-Liquide (étape 5). Enfin, la structure, le degré de différenciation et de
cohésion des épithélia régénérés in vitro, ainsi que leur fonctionnalité (étape 6), ont été

analysés (figure 20).
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Validation des marqueurs retenus
sur cellules cytocentrifugées :
Immunocytochimie a la suite d’un
traitement de dissociation et
d’isolement enzymatique des cellules Validation des marqueurs retenus :
Identification des marqueurs potentiels : Marquage des cellules isolées en
Immunohistochimie sur coupes tissulaires suspension puis cytocentrifugation

? Population progénitrice de
I’épithélium bronchiolaire humain ?

5 \ 4
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o . cytométrie en flux
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Etude de la fonctionnalité des
épithélia régénéreés

Caractérisation des épithélia régénérés

Figure 20 : Schéma de la démarche expérimentale suivie.

2. Caractérisation des cellules composant I’épithélium
bronchiolaire humain adulte : mise en évidence de la
présence de cellules basales

Nous avons tout d’abord caractérisé les populations cellulaires composant I'épithélium
bronchiolaire humain adulte, par immunohistochimie sur des sections tissulaires (Figure 21).
Nous avons mis en évidence |'expression de la B-tubuline, spécifique des cellules ciliées (A),
du MUC-5AC, spécifique des cellules caliciformes (B) et du CC10, marqueur spécifique des
cellules de Clara (C). Nous pouvons également observer |'expression d’'un marqueur
spécifiguement exprimé au niveau des cellules basales de I'épithélium bronchique humain
adulte, la Cytokératine-13 (CK13) (C et D), mettant en évidence, au sein de notre matériel
d’étude, une couche de cellules basales épithéliales bronchiolaires humaines, absente dans

I’épithélium bronchiolaire murin.
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B-tubuline MUC5AC

Figure 21: Caractérisation des cellules composant I’épithélium bronchiolaire humain
adulte par immunohistochimie.

Les coupes de tissus bronchiolaire humain ont été marquées avec des anticorps monoclonaux anti-f-
tubuline (A), anti-MUC-5AC (B), anti-CC10 (C) et anti-CK13 (C et D). Un double immunomarquage
avec les anticorps anti-CC10 et anti-CK13 (C) a également été réalisé. Les anticorps anti-B-tubuline,
anti-MUCS5AC, anti-CC10 sont visualisés a I'aide d’anticorps secondaires polyclonaux couplés a
I’Alexa®Fluor 488 et I'anticorps anti-CK13 est visualisé a I'aide d’un anticorps secondaire couplé a
I’Alexa®Fluor 594. Objectifs x5 (D) ; x10 (A et B) ; x20 (C).

3. Identification de marqueurs membranaires
spécifiques des cellules épithéliales bronchiolaires
humaines

Dans le but d’identifier les cellules présentant des capacités de cellules progénitrices

de I'épithélium bronchiolaire humain adulte, nous avons analysé I'expression potentielle de
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différents marqueurs membranaires des cellules épithéliales bronchiolaires, d’apres les
données établies dans la littérature, notamment concernant les cellules basales de
I’épithélium trachéo-bronchique humain (Hajj et al., 2007). En effet, les travaux menés sur
les cellules souches ou progénitrices épithéliales bronchiolaires n’ont été réalisées, jusqu’a
ce jour, qu’au niveau de modeles animaux, notamment murin, dont ['épithélium

bronchiolaire ne présente pas de cellules basales.

a) La Cavéoline-la

La cavéoline-1 est une protéine membranaire des cavéoles. La cavéoline-1 est un
marqueur membranaire spécifique des cellules basales épithéliales bronchiques de souris.
Cependant, elle a également été mise en évidence au niveau de la membrane des cellules
basales et au niveau de la membrane basolatérale des cellules ciliées, dans les voies
aériennes proximales chez 'homme et le rat, mais est absente des cellules épithéliales des
petites bronches (Krasteva et al., 2006). Nous avons observé que toutes les cellules basales
de I'épithélium bronchiolaire humain, provenant de 3 patients différents (Figure 22),
expriment faiblement mais spécifiquement la cavéoline-1a, au niveau de leur membrane
plasmique (B). Ce marqueur est également résistant a la dissociation et a lisolement
enzymatique des cellules épithéliales bronchiolaires cytocentrifugées et perméabilisées. En

effet, les cellules basales positives pour la CK13 expriment également la Cav-1 a (D).
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C Hématoxyline de Harris

Figure 22 : Expression de la Cavéoline-1a (Cav-1a) par les cellules basales bronchiolaires
humaines.

Les coupes de tissus et les cellules épithéliales bronchiolaires humaines dissociées aprés digestion
enzymatique puis cytocentrifugées ont été colorées par ’'Hématoxyline de Harris (A, C). Les coupes
tissulaires ont été marquées avec un anticorps monoclonal anti-Cavéoline-1a (B) et visualisé a I'aide
d’un anticorps secondaire couplé a I’Alexa®Fluor 488. Les cellules bronchiolaires dissociées ont été
incubées avec les anticorps anti-Cavéoline-1a et anti-CK13 (D) révélés a l'aide des anticorps
secondaires couplés a I’Alexa®Fluor 488 et a I’Alexa®Fluor 594, respectivement (Objectif x20, C, D).

Cependant, un marquage de la Cav-la réalisé sur des cellules épithéliales
bronchiolaires en suspension mais non perméabilisées issues de 3 patients différents, ne
montre aucune positivité sur les cellules basales bronchiolaires, ce qui est probablement du

a un défaut d’accessibilité de I’épitope pour I'anticorps.

b) Le Facteur Tissulaire

Le Facteur Tissulaire (FT), également nommé CD142, est une glycoprotéine
transmembranaire constituant le récepteur de surface du facteur de coagulation VII/Vila. Au

niveau des poumons, le FT est spécifiquement exprimé par les PN |l et les macrophages

100|



Iére Partie : Résultats

alvéolaires, ainsi que par les cellules basales de I'épithélium bronchique humain adulte,
constituant ainsi un marqueur membranaire d’intérét pour le tri de cette population par

cytométrie en flux (Hajj et al., 2007; Imokawa et al., 1997).

Au niveau de I'épithélium bronchiolaire humain adulte, nous avons mis en évidence une
faible expression de ce marqueur, au niveau de la membrane plasmique des cellules basales
de trois patients différents (Figure 23, B). Cependant, nous avons observé, apres la
dissociation et l'isolement des cellules épithéliales de quatre patients différents, une

absence de ce marqueur au niveau des cellules basales positives pour la CK13, indiquant, en

plus de sa faible expression, sa grande sensibilité a I’enzyme de dissociation (D).

ba Hématoxyline de Harris

Figure 23: Expression du Facteur Tissulaire (FT) par les cellules basales bronchiolaires.

Les coupes de tissus, ainsi que les cellules épithéliales bronchiolaires humaines dissociées apres
digestion enzymatique puis cytocentrifugées ont été colorées par 'Hématoxyline de Harris (A, C). Les
sections de tissus ont été marquées par un anticorps monoclonal anti-FT (B) et visualisé a I'aide d’un
anticorps secondaire couplé a I'Alexa®Fluor 488. Les cellules épithéliales bronchiolaires ont été
doublement immunomarquées avec les anticorps anti-FT et anti-CK13 (D) et révélés a |'aide des
anticorps secondaires couplés a I’Alexa®Fluor 594 et a I’Alexa®Fluor 488, respectivement (Objectif
x20, C, D).
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c) Le CD151

Le CD151 (Cluster of Differentiation 151, aussi appelé PETA-3 (platelet-EC tetra-span
antigen 3)) est une protéine de surface cellulaire de la superfamille des tétraspanines,
impliqué en tant que composant majeur dans les complexes pré-hémidesmosomes en
interagissant avec les intégrines a6 et B4. Le CD151 est exprimé par les cellules basales de

I’épithélium bronchique humain (Hajj et al., 2007).

Sur des tissus bronchiolaires adultes de cing patients différents, nous avons mis en
évidence I'expression spécifique du CD151 (Figure 24, B), colocalisé avec la CK13
(cytoplasmique, D), au niveau de la membrane plasmique péricellulaire de toutes les cellules

basales (B, D).

Figure 24 : Expression du CD151 par les cellules basales.

Les coupes de tissu bronchiolaire humain ont été colorées par I’'Hématoxyline de Harris (A) ou
incubées avec des anticorps monoclonaux anti-CD151 (B), anti-CK13 (C) ou les deux (D). L’anticorps
anti-CK13 est révélé a I'aide d’un anticorps secondaire couplé a I’Alexa®Fluor 594 et I’anticorps anti-
CD151 est révélé a I'aide d’un anticorps secondaire couplé a I’Alexa®Fluor 488.
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De plus, comme le montre la figure 25, le CD151 est résistant a la dissociation
enzymatique des cellules épithéliales de leur tissu. En effet, il est toujours exprimé (B) au
niveau de la surface des cellules basales bronchiolaires exprimant la CK13 (C). Finalement,
apres le marquage des cellules épithéliales bronchiolaires non perméabilisées en suspension
puis cytocentrifugées, le CD151 (F) est retrouvé exprimé au niveau de la membrane

plasmique des cellules basales (G).

X

Hématoxyline de Harris

Hématoxyline de Harris

Figure 25 : Validation de I’expression du CD151 par les cellules basales cytocentrifugées (A
a D) ou en suspension (E a G).

Les cellules bronchiolaires dissociées ont été colorées par I’'Hématoxyline de Harris (A, E) ou incubées
avec des anticorps monoclonaux anti-CK13 (C, D, G), anti-CD151 (B, F, G) ou les deux (D, G).
L'anticorps anti-CK13 est révélé par un anticorps secondaire couplé a I’Alexa®Fluor 594 et I’anticorps
anti-CD151 est révélé a l'aide d’un anticorps secondaire couplé a I'Alexa®Fluor 488. Les fleches
indiquent les cellules présentant une colocalisation significative des deux marqueurs (D), et les
cellules basales exprimant le CD151 apres un marquage des cellules en suspension (F). Barre = 20
um.
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En conclusion, parmi les trois marqueurs potentiels des cellules basales de I'épithélium

bronchiolaire humain, seul le CD151 semble pouvoir étre utilisé pour le tri de ces cellules.

4. Analyse puis tri des cellules épithéliales bronchiolaires
humaines en cytométrie en flux

a) Analyse de I’expression du CD151, du FT et de la
CK13 par cytométrie en flux

Dans le but d’identifier la population des cellules basales parmi I'ensemble des cellules
épithéliales bronchiolaires, les cellules ont été incubées en présence de I'anticorps dirigé
contre la CK13 (Figure 26). A partir d’'un graphique FSC vs. SSC (FSC = taille, SSC =
granulosité), I'analyse en cytométrie en flux des cellules épithéliales bronchiolaires humaines
adultes totales de trois patients différents, nous suggere que les cellules basales sont
confinées au niveau de la population située dans le cadre inférieur gauche, que nous
appelons « population analysée » (A), d’aprés des criteres morphologiques (cellules de
petites tailles et de faible granulosité). Ce résultat a été confirmé par I'expression spécifique
de la CK13. La population des cellules basales représente 22,91 + 4,2 % de la population

analysée.

Sur la base des résultats précédemment obtenus, nous avons, a partir d’échantillons
cellulaires totaux de trois patients différents, procédé a I'analyse de |’expression par
cytométrie en flux, du CD151 et du FT, afin d’identifier et de valider le CD151 en tant que
marqueur d’intérét pour le tri des cellules basales CD151" et non-basales (CD1517) par

cytométrie en flux, et de confirmer I'absence totale d’expression du FT.

D’une part, I'absence d’expression du FT par les cellules basales dissociées a été mise
en évidence (C). De plus, nos analyses ont confirmé I’expression du CD151 (27,44 + 1,9 % de
la population analysée) par les cellules basales de I'épithélium bronchiolaire humain,
permettant de considérer le CD151 en tant que marqueur d’intérét pour le tri des cellules
basales et non-basales bronchiolaires par cytométrie en flux (D). L'absence des cellules

basales doublement marquées par le CD151 et le FT a été confirmée (E).
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Cellulesépithéliales
A bronchiolaires totales
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Figure 26 : Localisation de la population des cellules basales par cytométrie en flux.

€151

1"

Localisation des cellules basales dans le nuage des cellules épithéliales bronchiolaires totales (A) par
cytométrie en flux. Analyse de I'expression de la CK13 (B), du FT (C, E) et du CD151 (D, E) par les

cellules basales épithéliales bronchiolaires humaines.

Les isotypes controles,

pour chaque

marqueurs, ont été réglés sur la population analysée. Les cellules basales sont de petites tailles et

peu complexes par rapport aux cellules non-basales (cylindriques). FSC= forward scatter (taille), SSC=

side scatter (complexité ou granulosité).
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b)  Tri des cellules épithéliales bronchiolaires par
cytométrie en flux

(1) Tri des cellules basales et des cellules non-
basales (cylindriques)

Dans le but de trier les cellules basales parmi les cellules épithéliales bronchiolaires, les
cellules ont été marquées avec I'anticorps anti-CD151. Les cellules basales ainsi que les
cellules non-basales de I'épithélium bronchiolaire humain ont été purifiées aprés un
traitement des données informatiques, utilisant une série de graphiques de cytométrie en

flux permettant de déterminer la population cellulaire a trier (figure 27).

Les cellules basales (P1) et la population des cellules non-basales (P6) ont été
déterminées a partir du graphique FSC-A vs. SSC-A (Taille vs. Granulosité) (A = Surface
(W+H), donnée regroupant le temps de passage d'une cellule devant le laser (W) et
I'intensité de fluorescence émise par la cellule (H)). A partir des populations P1 et P6, les
traitements des données informatiques ont été similaires. Tout d’abord, les cellules
marquées au DAPI (cellules mortes) ont été éliminées a partir du graphique DAPI-A vs. FSC-A,
donnant lieu aux populations P2 et P7 respectivement. Puis, les doublets et agrégats de
cellules ont été éliminés de notre sélection (P3, P4 et P8, P9) a partir des populations P2 et
P7. Enfin, les populations de cellules basales et non-basales, ont été triées (P5 et P10,

respectivement) en fonction de leur expression du CD151.

Les populations de cellules basales CD151" et non-basales CD151,, ont été triées a
partir d’échantillons de cellules épithéliales bronchiolaires totales de 11,2 + 2,6 x10° cellules,
provenant de 8 patients différents. La viabilité globale (analyse au DAPI) de nos échantillons
cellulaires, avant le tri, a été évaluée a 96,4 + 1,2 %. Les populations cellulaires CD151" et
CD151 triées ont été obtenues a hauteur de 1,019 + 0,6 x10° et 0,2 + 0,045 x10° cellules
respectivement. Aprés chaque tri, la viabilité des deux populations a été réanalysée et a
montré une viabilité cellulaire de I'ordre de 99,1 + 0,5 % (cellules CD151") et 97,1 + 0,8 %

(cellules CD151").
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Figure 27 : Tri des cellules épithéliales bronchiolaires par cytométrie en flux.

Les cellules basales (P1) et la population des cellules non-basales (cylindriques, P6) ont été identifiées

au sein des cellules épithéliales totales. A partir des populations identifiées (P1 et P6), les cellules

mortes (DAPI positives) ont été éliminées générant les populations P2 et P7, respectivement. Les

agrégats et les doublets de cellules ont été exclus dans P3, P4 et P8, P9 (créés a partir de P2 et P7

respectivement). Enfin, les cellules basales (CD151°, P5) et la population des cellules non-basales
(CD151°, P10) ont été triées, en fonction de leur expression ou non du CD151. A=Area ; A= H+W, H=
Height, intensité de fluorescence émise par la cellule, W= Width, temps de passage d’une cellule

devant le laser.
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(2) Controle de la pureté des populations triées

Aprés chaque expérience de tri cellulaire, les populations CD151" et CD151 ont été
réanalysées par cytométrie en flux, ainsi que par immunocytochimie (uniquement les
cellules basales en étudiant I'expression de la CK13, sur des cellules cytocentrifugées, et
comptage manuel des cellules positives pour ce marqueur), dans le but d’évaluer la pureté

de nos populations d’intérét (Figure 28).

Les populations triées ont montré une pureté moyenne de 96,9 + 0,73 % (cellules
CD151%) et de 96,4 + 1,31 % (cellules CD151") en cytométrie en flux. Le pourcentage de
pureté des cellules basales triées, évalué apres une analyse de I'expression de la CK13,
réalisée sur un aliquot de la population CD151" triée, a montré des résultats similaires aux

résultats obtenus en cytométrie en flux (97,2 + 0,3 % de cellules basales CK13 +).
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Figure 28 : Analyse par cytométrie en flux et immunocytochimie de la pureté des
populations cellulaires bronchiolaires épithéliales triées.

Aprés chaque tri cellulaire, les cellules basales CD151" et la population des cellules cylindriques
CD151 ont été réanalysées dans le but d’évaluer leur pureté, d’'une part par cytométrie en flux, et
d’autre part, pour les cellules basales, par immunocytochimie en étudiant I'expression de la CK13.
Les noyaux ont été contre-colorés au DAPI (Objectif x10).
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(3) Caractérisation de la population des cellules
cylindriques bronchiolaires

Nous avons également déterminé la composition de la population hétérogene des
cellules non-basales (CD151°), a partir de deux méthodes d’études, sur des échantillons
cellulaires issus de trois patients différents. D’'une part, nous avons analysé en
immunocytochimie sur cellules cytocentrifugées I'expression des marqueurs spécifiques des
populations composant I'épithélium bronchiolaire humain adulte. D’autre part, nous avons
réalisé des analyses en cytométrie en flux, afin de quantifier les différentes sous-populations

des cellules cylindriques de I’épithélium bronchiolaire humain adulte.

D’apreés le profil de cytométrie en flux établi au niveau du graphique FSC-A vs. SSC-A,
les cellules non-basales sont composées de cellules présentant une taille ainsi qu’une
complexité supérieure aux cellules basales. En immunocytochimie, nos résultats montrent
qgue les cellules cylindriques CD151 sont composées de cellules ciliées exprimant la -
tubuline (Figure 29, A), de cellules caliciformes marquées par le MUC-5AC (B) et de quelques

cellules de Clara exprimant spécifiquement le CC10 (C).

B-tubuline MUC-5AC

Figure 29 : Caractérisation des cellules cylindriques triées par immunocytochimie.

Les cellules bronchiolaires triées ont été incubées avec des anticorps monoclonaux anti-B-tubuline
(A), anti-MUC-5AC (B) et anti-CC10 (C). Les anticorps primaires ont été révélés a I'aide d’un anticorps
secondaire couplé a I’Alexa®Fluor 488. Les noyaux ont été contre-colorés au DAPI (Objectif x10, A, B
et C).
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Nous avons également quantifié, en cytométrie en flux, le pourcentage des cellules des
différentes sous-populations de cellules cylindriques identifiées en immunocytochimie et
composant les cellules CD151, a I'aide des anticorps anti-MUC-5AC, anti-B-tubuline et anti-
CC10 (Figure 30). A partir d’échantillons de cellules épithéliales bronchiolaires provenant de
trois patients différents, les cellules cylindriques (population R2) ont été identifiées a partir
du graphique ci-dessous FSC-H vs. SSC-H (A). Les photomultiplicateurs du cytometre ont été
réglés sur la position des isotypes controles (IgG non immuns révélés a I'aide des anticorps
secondaires couplés a I'Alexa®Fluor 488 ou a I'Alexa®Fluor 594) (B), puis I'analyse de
I'expression des différents marqueurs précédemment cités a été réalisée. Nos résultats
montrent que la population des cellules cylindriques (CD151°) de I'épithélium bronchiolaire
adulte est composée de 70 + 4,4 % de cellules ciliées (B-tubuline®) (C), de 37 + 3,1 % de

cellules caliciformes (MUC-5AC’)(D) et de 1,7 + 0,6 % de cellules de Clara (CC10%)(E).
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Figure 30 : Caractérisation des cellules cylindriques par cytométrie en flux : Quantification
des différentes sous-populations épithéliales constituant les cellules cylindriques (R2).

Les cellules basales ont été exclues des analyses (R1)(A). Les isotypes contréles (IgG non immunes)
ont été réglées sur la population R2 (B). Les anticorps primaires anti-MUC-5AC et anti-B-tubuline ont
été révélés a I'aide d’un anticorps secondaire couplé a I’Alexa®Fluor 488 (C, D). L’anticorps primaire
anti-CC10 a été révélé a I'aide d’un anticorps secondaire couplé a I’Alexa®Fluor 594 (E).
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5. Cultures des cellules triées et non triées en interface
air-liquide

Les cellules épithéliales bronchiolaires non triées et triées (cellules basales et cellules
cylindriques) provenant de 6 patients différents ont été ensemencées sur des membranes,

dans un systéme de culture bi-compartimental.

Comme le montre la figure 31, les cellules basales triées CD151" sont capables
d’adhérer au support de culture quelques heures aprés leur ensemencement, et de
proliférer jusqu’a I'obtention d’un état de confluence aprés 7 jours préalable au passage en
condition de culture a linterface air-liquide (B), de maniére comparable aux cellules
épithéliales bronchiolaires non triées ensemencées a la méme densité cellulaire (A). Les

cellules cylindriques ne sont pas capables ni d’adhérer au support, ni de proliférer (C).

Cellules non triées Cellules CD151+ Cellules CD151-

Figure 31 : Capacités d’adhérence et de prolifération des cellules épithéliales
bronchiolaires non triées et triées.

Analyse de l'adhérence et de la prolifération sur membrane poreuse des cellules épithéliales
bronchiolaires non triées (A) et des cellules basales (B) ou cylindriques (C) triées (Objectif x10).
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Non seulement les cellules basales bronchiolaires CD151" adhérent au support puis

proliférent in vitro, mais elles sont également capables de se différencier et de régénérer un

épithélium bronchiolaire humain adulte différencié apres 30 jours de culture en IAL, comme

le montre la figure 32. Cet épithélium reconstitué a partir de cellules CD151" purifiées (B) est

comparable en termes de morphologie, aprés 30 jours de culture en IAL, a un épithélium

régénéré a partir de cellules épithéliales non triées (C) ou a un épithélium bronchiolaire natif

(A). Cet épithélium bronchiolaire différencié & partir de cellules CD151%, est pseudostratifié.

Il semble présenter une assise de cellules basales, ainsi que des cellules ciliées et de Clara, et

est comparable a un épithélium issu de cellules épithéliales bronchiolaires non triées.

Epithélium bronchiolaire natif
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Figure 32 : Capacité de régénération d’un épithélium bronchiolaire in vitro a partir des
cellules épithéliales bronchiolaires non triées et triées.

Régénération d’un épithélium bronchiolaire in vitro a partir de cellules épithéliales non triées (C) et
de cellules basales triées (B). Epithélium natif (A). Les fleches noires mettent en évidence des cellules
ciliées, les fleches rouges des cellules basales, et les fleches bleues des cellules non ciliées de Clara.
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6. Fonctionnalité des épithélia bronchiolaires régénérés.

Afin de vérifier que les épithélia régénérés in vitro sont matures, nous avons étudié la
fonctionnalité des épithélia bronchiolaires régénérés a partir de cellules basales triées et a

partir de cellules épithéliales bronchiolaires non triées, aprés 30 jours de culture en IAL.

Nous avons évalué la polarité et l'intégrité épithéliale, ainsi que les propriétés
bioélectriques des épithélia régénérés en termes de résistance transépithéliale ou de
mesure des courants de court-circuit. Nous avons également comparé la fréquence des
battements ciliaires des épithélia générés a partir de cellules CD151" ou de cellules non
triées, ainsi que la propriété de défense anti-bactérienne vis-a-vis de Staphylococcus aureus
de leurs produits de sécrétion. Enfin, nous avons réalisé un dosage de la protéine de

sécrétion CC10, spécifique des cellules de Clara.

a) Analyse de l’'intégrité des épithélia régénérés

Nous avons tout d’abord recherché en immunocytochimie la présence de la protéine
Z0-1, marqueur des jonctions serrées épithéliales et donc de I'intégrité épithéliale, sur les
cultures entiéres d’épithélium régénéré a partir des cellules basales bronchiolaires triées ou

les cellules épithéliales bronchiolaires non triées, aprés 30 jours de culture en IAL (Figure 33).

Nous avons pu observer la présence d’un réseau de protéines ZO-1 sous forme de nid
d’abeille tres caractéristique et homogéne, au pole apical des cellules des épithélia
régénérés a partir des cellules bronchiolaires non triées (A) et a partir des cellules basales

triées (B), attestant de la présence de jonctions serrées.
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Figure 33 : Expression de la protéine ZO-1 par les épithélia bronchiolaires régénérés.

Analyse de l'expression de la protéine des jonctions serrées zonula occludens-1 (ZO-1) sur des
cultures entiéres, régénérées a partir de cellules épithéliales non triées (A) ou de cellules basales
triées (B), apres 30 jours de culture en IAL. Les noyaux ont été contre-colorés au DAPI (Objectif x20).

Nous avons également réalisé une mesure de la résistance transépithéliale de ces
épithélia régénérés a partir des cellules de quatre patients différents, reflet de I'état des

jonctions intercellulaires et donc de I'intégrité épithéliale, apres 30 jours de culture en IAL.

Comme le montre la figure 34, les résistances transépithéliales de cultures régénérées
a partir de cellules épithéliales bronchiolaires totales ou CD151" triées sont similaires,

évaluées respectivement a 156 + 54 Q.cm? et 165 + 33,6 Q.cm?.
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Figure 34 : Résistance transépithéliale des épithélia bronchiolaires régénérés.

Mesure de la résistance transépithéliale des épithélia régénérés a partir de cellules épithéliales
bronchiolaires non triées ou de cellules basales CD151" triées, aprés 30 jours de culture en IAL.
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b) Analyse des propriétés électrophysiologiques des
épithélia régénérés

Une analyse de la variation des courants de court-circuits (Alsc) a été effectuée sur des
épithélia régénérés a partir des cellules totales ou basales triées issues de 4 patients
différents, apres une stimulation séquentielle par I'amiloride, puis par la forskoline. Cette
mesure transcrit le mouvement global des ions, résultant de I'absorption de Na® du
compartiment apical vers le compartiment basolatéral et de la sécrétion de CI" du
compartiment basolatéral vers le compartiment apical (Figure 35). La comparaison des
mesures de Alsc évaluées pour les épithélia régénérés a partir de cellules basales triées ou
de cellules non triées ne montre pas de différence significative. Les valeurs mesurées sont de
-5,09 + -3,8 pA/cm? et de -5,41 + -1,85 pA/cm? pour les épithélia issus des cellules
bronchiolaires non triées et des cellules basales triées, respectivement, apres stimulation par
I’amiloride, et de 22,9 + 7,96 pA/cm? et de 32,11 *+ 15,5 pA/cm? pour les épithélia issus des
cellules bronchiolaires non triées et des cellules basales triées, respectivement, aprés

stimulation par la forskoline.
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Figure 35: Propriétés bioélectriques des épithélia bronchiolaires régénérés.

Mesure des variations de courants de court-circuits (Alsc) apres stimulation par I'amiloride et la
forskoline a partir des épithélia régénérés a partir de cellules épithéliales bronchiolaires non triées,
ou de cellules basales CD151" triées, aprés 30 jours de culture en IAL.
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c) Analyse de la fréquence des battements ciliaires

Une mesure de la fréquence des battements ciliaires, reflet de la fonction de clairance
mucociliaire, a été réalisée sur des épithélia régénérés a partir de cellules épithéliales
bronchiolaires non triées et de cellules basales triées de quatre patients différents, aprés 30
jours de culture en IAL. Cette mesure a été effectuée sur 10 champs d’observation par
cultures en moyenne. Comme l'indique la figure 36, la moyenne de la fréguence des
battements ciliaires obtenue pour les épithélia régénérés a partir de cellules basales ou de
cellules épithéliales non triées est similaire apres 30 jours de culture en IAL, évaluée a 11,9 +

0,23 Hz et 12,4 £ 0,8 Hz respectivement.
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Figure 36 : Fréquence de battements ciliaires des épithélia bronchiolaires régénérés.

Mesure de la fréquence de battements ciliaires des épithélia régénérés a partir de cellules
épithéliales bronchiolaires non triées ou de cellules basales CD151" triées, aprés 30 jours de culture
en IAL.
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d) Capacités de défense anti-bactériennes vis-a-vis de
Staphylococcus aureus.

La fonctionnalité des épithélia régénérés a également été évaluée en termes de
capacités de défenses anti-bactériennes vis-a-vis de Staphylococcus aureus (Figure 37).

Les sécrétions apicales de nos épithélia régénérés a partir de cellules issues de trois
patients différents, recueillies a 30 jours de culture en IAL et incubées en présence du
pathogene, ont montré un pouvoir bactéricide comparable, qu’elles proviennent d’épithélia
régénérés a partir de cellules épithéliales totales (35,9 + 2,87 % de survie bactérienne) ou de

cellules basales triées (38,25 + 1,77 % de survie bactérienne).
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Figure 37 : Capacité bactéricide des épithélia bronchiolaires régénérés.

Evaluation des capacités de défenses anti-bactériennes vis-a-vis de Staphylococcus aureus des
sécrétions apicales des épithélia régénérés a partir de cellules épithéliales bronchiolaires non triées
ou de cellules basales triées, collectées a 30 jours de culture en IAL, en comparaison de la condition
controle (Ctrl).

e) Analyse de la sécrétion de la protéine CC10

La production de la protéine CC10 a été analysée et quantifiée a I'aide d’un dosage
ELISA, dans les sécrétions apicales des épithélia régénérés (figure 38). Nos résultats mettent

en évidence, non seulement la production de la protéine CC10, mais aussi un taux de
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sécrétion comparable dans les sécrétions des épithélia régénérés a partir de cellules
épithéliales totales ou de cellules basales purifiées. Ce taux est évalué a 13,29 + 7,84 et

15,55 + 10,46 ng de protéines CC10/ug de protéines totales, respectivement.
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Figure 38 : Sécrétion de la CC10 par les épithélia bronchiolaires régénérés.

Analyse de la sécrétion de la protéine CC10, dans les sécrétions apicales des épithélia régénérés a
partir de cellules épithéliales bronchiolaires non triées ou de cellules basales triées, aprés 30 jours de
culture en IAL.
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C. DISCUSSION

Dans la premiére partie de ce travail de thése, nous avons démontré que les cellules
basales de I’épithélium bronchiolaire humain adulte, isolées par cytométrie en flux, sur la
base de leur expression spécifique du CD151, sont capables de régénérer un épithélium
bronchiolaire différencié, cohésif et fonctionnel, in vitro, dans un modele de culture en IAL.
L’épithélium régénéré, a partir des seules cellules basales préalablement purifiées, présente
des caractéristiques morphologiques, structurales et fonctionnelles similaires a celles d’un
épithélium bronchiolaire natif, ou a celles d’'un épithélium régénéré a partir de cellules
épithéliales bronchiolaires dissociées totales et non triées. Sur la base de ce résultat, nous
pouvons conclure que les cellules basales de I'épithélium bronchiolaire humain adulte

peuvent étre considérées, au moins, comme des cellules progénitrices de cet épithélium.

Dans notre étude, trois marqueurs membranaires exprimés spécifiguement par les
cellules basales bronchiolaires, ont été identifiés: la Cavéoline-1 isoforme a, le Facteur

Tissulaire et le CD151.

La cavéoline-1 est une protéine membranaire structurale des cavéoles, structures
constituant des petites invaginations des membranes plasmiques cellulaires impliquées dans
des mécanismes de transduction du signal, d’endocytose, ou dans I'homéostasie du
cholestérol (Cohen et al., 2004). Les cavéoles servent également de site potentiel d’entrée
pour différents microorganismes (Norkin, 2001). Cette protéine membranaire, exprimée par
un large éventail de types cellulaires, des PN | aux cellules endothéliales, adipocytes ou
fibroblastes, va présenter une distribution spécifique de ses deux isoformes, Cav-1a et Cav-

1B, en fonction du type cellulaire (Razani et al., 2002 ; Kogo et al., 2004).

Le Facteur Tissulaire, considéré comme le principal activateur de la coagulation, est
également impliqué dans différents mécanismes physiopathologiques tels que la migration
cellulaire (Mdller et al., 1999), l'initiation de I'invasion tumorale, potentiellement par les
cellules souches cancéreuses (Milsom et al., 2009; Garnier et al., 2010), le développement
de l'angiogénése (Garnier et al., 2010; Milsom et al., 2009; Forster et al., 2006) ou la

médiation de I'inflammation (Chu, 2005).

120



Iére Partie : Discussion

Le CD151, outre son role essentiel dans la formation et dans la stabilité des
hémidesmosomes ancrant les cellules basales a la lame basale sous-épithéliale en
association étroite avec les intégrines a6B4 (Sterk et al., 2000), est impliqué dans divers
processus biologiques tels que I'adhérence cellulaire ou le transport vésiculaire d’intégrines
(Fitter et al., 1999; Sincock et al., 1999). Le CD151 est exprimé au niveau de cellules
mésenchymateuses, en particulier les cellules hématopoiétiques, ainsi qu’au niveau de
cellules épithéliales diverses, notamment les kératinocytes basaux (Sincock et al., 1997). Le
CD151 jouerait le role de protéine adaptatrice pour la transduction de voies de signalisation
intercellulaire favorisant I'invasion et la croissance tumorale. Il est ainsi impliqué dans la
motilité in vitro des cellules métastatiques prostatiques ou cesophagiennes (Suzuki et al.,
2010; Ang et al., 2010), en interagissant, notamment, avec Met, le récepteur tyrosine kinase

de 'HGF (Hepatocyte growth factor) (Franco et al., 2010).

La cavéoline-1, considérée comme un marqueur membranaire spécifique des cellules basales
bronchiques de souris, n"avait jusqu’a présent pas été mise en évidence dans |'épithélium
bronchiolaire humain, bien qu’elle soit exprimée par les cellules épithéliales basales et ciliées
des voies aériennes proximales (Krasteva et al, 2006). Le FT et le CD151 avaient été
préalablement identifiés comme marqueurs spécifiques des cellules basales de I'épithélium
bronchique humain adulte, et avaient permis de montrer la nature progénitrice de cette
population de cellules, apres purification en cytométrie en flux et mise en évidence de sa
capacité a régénérer, a elle seule, in vitro et in vivo, un épithélium bronchique mature et
fonctionnel (Hajj et al., 2007). Bien qu’identifiés sur des coupes de tissus au niveau de la
membrane plasmique péricellulaire des cellules basales bronchiolaires, le Facteur Tissulaire
et la cavéoline-1 n’ont pu étre utilisés pour l'isolement de ces cellules. En effet, ces deux
marqueurs membranaires présentent bien une résistance a la pronase E, enzyme
permettant de séparer les cellules épithéliales de leur tissu. Cependant, le FT semble étre
trés sensible a la trypsine utilisée pour obtenir I'individualisation parfaite des cellules
épithéliales nécessaire au tri cellulaire, et la cavéoline-1, en dehors de toute
perméabilisation membranaire, présente un défaut d’accessibilité de I'épitope pour notre
anticorps. Ainsi, seul le CD151 a montré I'ensemble des qualités requises pour une utilisation

en tri cellulaire afin d’isoler les cellules basales bronchiolaires humaines adultes.
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Il est a noter que les analyses que nous avons menées en cytométrie en flux, ont discriminé
les cellules basales bronchiolaires de I'ensemble des cellules épithéliales sur la base d’un
marquage de la CK13, marqueur intracytoplasmique spécifique des cellules basales
respiratoires, et du CD151. Les résultats obtenus ont mis en évidence une expression de ces
marqueurs au niveau de notre population d’intérét a hauteur de 23 % et 27,4 %
respectivement. La différence existant entre ces deux pourcentages n’est pas imputable a
I'identification éventuelle d’une autre population de cellules épithéliales bronchiolaires,
mais semble résider dans le fait que, la CK13 étant un constituant du cytosquelette, sa mise
en évidence immunocytochimique nécessite une étape de perméabilisation cellulaire
nécessaire au passage de |'anticorps anti-CK13 au travers de la membrane plasmique des
cellules épithéliales, ce qui peut générer des disparités quant au nombre de cellules positives

qui seront quantifiées.

Jusqu’a présent, les études menées afin de mettre en évidence les cellules souches
ou progénitrices candidates naturelles de I'épithélium bronchiolaire, impliquées dans les
mécanismes d’homéostasie ou de régénération tissulaires, n‘ont été réalisées que sur des
modeéles murins. Ces travaux ont identifié les cellules de Clara (cellules sécrétoires non
ciliées) comme cellules souches et comme cellules progénitrices de [I'épithélium
bronchiolaire chez la souris. En effet, deux sous-types de cellules épithéliales contribueraient
a I'homéostasie et a la régénération de I'épithélium bronchiolaire murin : les cellules de
Clara (cellules progénitrices facultatives ou cellules d’amplification transitoires), présentes
tout au long des voies aériennes bronchiolaires, capables d’entrer rapidement en cycle
cellulaire et de générer des cellules différenciées (Rawlins et al., 2009; Evans et al., 1978;
Giangreco et al., 2009), et les rares cellules souches bronchiolaires, spécifiquement
localisées dans les NEB et les BADJ, et résistantes aux polluants grace a leur défaut
d’expression du cytochrome P450 2F2 (Hong et al., 2001; Giangreco et al., 2002; Reynolds et
al., 2000). Cependant, ces données sont difficilement transposables chez 'Homme, du fait
des différences histologiques existant entre I'épithélium des voies aériennes humaines et
murines (Liu et Engelhardt, 2008), ce qui rend ardue l'identification des cellules souches
humaines (Jeffery, 1983). La différence la plus importante existant entre les deux espéces

réside dans le fait que les cellules basales murines ne sont observées qu’au niveau de la
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trachée, avec une proportion trés importante de cellules de Clara tout le long des voies
aériennes et surtout au niveau bronchiolaire (Pack et al., 1981), alors que les cellules basales
sont détectées depuis les voies aériennes proximales jusqu’aux bronchioles chez 'Homme
(Boers et al., 1998 ; Boers et al., 1999). De plus, au sein des tissus bronchiolaires humains
ainsi que dans les échantillons de cellules épithéliales bronchiolaires dissociées que nous
avons analysés, les cellules de Clara ont été trouvées en faible proportion. Elles
représentaient 1,7 % des cellules de la population non-basale (CD151°) parmi laquelle nous
avons également trouvé 37 % de cellules caliciformes. Au sein des tissus bronchiolaires non
pathologiques, les cellules caliciformes sont décrites comme des événements rares, a la
différence des cellules de Clara quantifiées a hauteur de 11 % au niveau des voies aériennes
distales (Boers et al., 1999). Les tissus pulmonaires humains utilisés dans le cadre de notre
étude, ont été obtenus a I'occasion de résections pulmonaires chirurgicales pour des cas de
cancer. Ces tissus, prélevés a distance des tumeurs broncho-pulmonaires, sont toutefois
inflammatoires. Or, il a été décrit dans la littérature, que dans un contexte hautement
inflammatoire, comme c’est le cas chez les patients souffrant de BPCO, d’asthme ou dans le
cas d’une inflammation des voies aériennes d’origine allergique, le nombre de cellules de
Clara présentes dans les voies aériennes bronchiolaires diminue (Shijubo et al., 1999; Pilette
et al., 2001; Liao et al., 2010), de méme que la concentration en protéine CC10 dans le
lavage bronchoalvéolaire et le sérum des sujets (Nie et al., 2005; Gioldassi et al., 2004). De
facon concomitante, une métaplasie des cellules caliciformes, ainsi qu’une hypersécrétion
de mucus ont été rapportées, suggérant que les cellules caliciformes apparues dériveraient,
au moins pour une part, des cellules de Clara (Hayashi et al., 2004; Alessandrini et al., 2010).
Le contexte inflammatoire des piéces chirurgicales qui ont été utilisées pour notre étude
pourrait expliquer la faible proportion de cellules de Clara, ainsi que la forte représentation
des cellules caliciformes dans les tissus et les échantillons cellulaires que nous avons
analysés.

Apreés tri cellulaires, les cellules basales bronchiolaires CD151" et les cellules non-basales
CD151 constituées de cellules de Clara, de cellules caliciformes et de cellules ciliées, ont été
ensemencées sur des membranes de culture recouvertes de collagéne de type IV. Dans ces
conditions, seules les cellules basales purifiées ont adhéré, proliféré et finalement régénéré
un épithélium bronchiolaire mature, différencié et fonctionnel en IAL. Les cellules non-

basales triées n‘ont ni adhéré au support ni proliféré, bien que cette population soit
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constituée, en partie, de cellules de Clara décrites comme cellules progénitrices épithéliales
bronchiolaires chez la souris. Afin de déterminer si cette incapacité était liée aux conditions
de culture que nous avions utilisées, nous avons tenté de cultiver la population de cellules
CD151 a plus forte densité d’ensemencement et dans différents milieux de culture
développés pour favoriser la prolifération des cellules épithéliales respiratoires humaines :
un milieu de culture mis au point au laboratoire d’aprés les travaux de Leichner et al.,
(Lechner et LaVeck, 1985), les milieux commerciaux BEGM (Lonza), CnT-17 (CELLNTEC
Advanced cell systems) et Quantum 286 (PAA), ainsi que dans du milieu DMEM supplémenté
avec 10 % de SVF. Quelque soit la densité d’ensemencement et le milieu de culture utilisé,

les cellules non-basales CD151" n’ont ni adhéré ni proliféré.

Les cellules basales bronchiolaires humaines adultes ont montré leur capacité de
prolifération et de différenciation multipotente dans la mesure ou elles ont été capables de
reconstituer un épithélium différencié similaire a un épithélium bronchiolaire natif ou a un
épithélium bronchiolaire régénéré a partir de cellules épithéliales bronchiolaires non triées.
Bien que l'identité des cellules basales, ciliées et de Clara n’ait pas, pour le moment, été
validée en immunohistochimie, ces populations cellulaires sont toutefois identifiables
morphologiquement au sein des épithélia différenciés a partir de cellules basales purifiées.
En outre, nous avons pu mettre en évidence la présence de la protéine CC10, spécifique des
cellules de Clara, dans les produits de sécrétion épithéliaux, avec un taux de production
comparable a celui observé pour les cultures d’épithélium bronchiolaire régénéré par les

cellules épithéliales humaines non triées. Ce résultat confirme la différenciation des cellules

basales bronchiolaires humaines en cellules de Clara fonctionnelles.

La présence de cellules ciliées au sein des épithélia régénérés a partir de cellules basales
triées a été aisément détectée en microscopie optique inversée, le battement ciliaire de ces
cellules étant observable dés 12 a 15 jours de culture en IAL. Nous avons réalisé des mesures
de fréqguence des battements ciliaires, reflet de la fonction de clairance mucociliaire. Nos
résultats montrent que cette fréquence des battements ciliaires, évaluée a environ 12 Hz,
est comparable a celle mesurée au niveau d’épithélia régénérés a partir de cellules

épithéliales non triées, mais reste cependant I[égérement inférieure a la valeur mesurée pour
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des feuillets d’épithélia bronchiolaires humains ciliés (15,32 + 0,09 Hz) obtenus apres
dissociation enzymatique du tissu, mais avant traitement a la trypsine de ces feuillets. Ces
observations confirment la différenciation des cellules basales bronchiolaires humaines en

cellules ciliées fonctionnelles.

La fonctionnalité de I'épithélium bronchiolaire régénéré a partir des cellules basales triées a
également été évaluée en termes d’intégrité de la barriére épithéliale. Nous avons ainsi
montré que la cohésion de I'épithélium est bien établie, d’'une part par la mise en évidence
de I'expression de la protéine des jonctions serrées ZO-1 qui forme une réseau en nid
d’abeille au niveau de la partie apicale des membranes péricellulaires des cellules
bronchiolaires cylindriques, et d’autre part par I'analyse de la résistance transépithéliale des
cultures régénérées qui a montré des valeurs similaires aux valeurs mesurées au niveau des

cultures régénérées a partir de cellules épithéliales bronchiolaires non triées.

L’épithélium bronchiolaire, de par ses transporteurs d’ions transépithéliaux, régule de facon
fine la hauteur du liquide périciliaire (Boucher, 1994b) qui est une composante importante
du mécanisme de clairance mucociliaire in vivo (Tarran, 2004). L'analyse des propriétés
électrophysiologiques des épithélia régénérés a partir des cellules basales bronchiolaires ou
a partir des cellules épithéliales non triées, en réponse a une stimulation induite par des
modulateurs de l'activité de canaux sodiques et chlorures, a pu mettre en évidence la

fonctionnalité de ses canaux dans les épithélia en culture.

En outre, la régulation de la composition ionique du liquide périciliaire par les cellules
épithéliales est essentielle pour le maintien d’'un environnement adéquat a I'efficacité
d’action de molécules et peptides antimicrobiens sécrétés par I'épithélium respiratoire
(Ganz, 2002; Travis et al., 1999). Ces constituants de I'immunité innée sont impliqués dans
les fonctions de défense épithéliales vis-a-vis de pathogénes tels que Staphylococcus aureus,
agent infectieux retrouvé fréquemment au niveau des muqueuses humaines, notamment au
niveau de I"épithélium nasal. L’analyse de la capacité bactéricide des sécrétions épithéliales
issues des épithélia régénérés a partir des cellules basales bronchiolaires humaines met en

évidence la capacité de défense antibactérienne développée par ces épithélia.
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Nos présents travaux ont donc mis en évidence la capacité de prolifération et de
différenciation multipotente des cellules basales bronchiolaires humaines adultes, pour
régénérer in vitro un épithélium constitué de cellules basales, de cellules ciliées et de cellules
de Clara. L'épithélium ainsi régénéré a en outre montré des propriétés fonctionnelles
d’épithélium bronchiolaire mature. Ces capacités de prolifération et de différenciation leur
conférent donc le statut potentiel de cellules progénitrices de I'épithélium bronchiolaire

humain adulte.

En 2007, des travaux du laboratoire ont affecté le statut progéniteur de I'épithélium
bronchique aux cellules basales de ces voies aériennes proximales (Hajj et al., 2007). Nos
présents résultats tendent a démontrer que les cellules basales sont les cellules
progénitrices, non seulement de I'épithélium bronchique, mais également de I'épithélium
bronchiolaire humain adulte. Cependant, il est a noter que, de facon intéressante, les
cellules basales bronchiques et bronchiolaires, bien gu’exprimant les mémes marqueurs,
tout au moins ceux que nous avons pu mettre en évidence, ne sont pas identiques. En effet,
les cellules basales bronchiques régénerent un épithélium bronchique constitué de cellules
basales, ciliées et caliciformes, alors que les cellules basales bronchiolaires régénerent un
épithélium bronchiolaire constitué de cellules basales, ciliées et de Clara. Contrairement aux
données de la littérature démontrant I'effet inducteur majeur de I’environnement sous-
épithélial sur la spécification des cellules épithéliales au cours du développement
pulmonaire (Shannon et al,, 1998; Shannon, 1994), la différence observée ici ne peut étre
imputable a I’environnement cellulaire, les cellules basales bronchiolaires isolées ayant été
cultivées sur le méme support, avec le méme milieu et dans les mémes conditions que celles
utilisées par Hajj et al., en 2007. Nos résultats suggerent donc que, bien qu’apparemment
identiques, les cellules basales bronchiques et les cellules basales bronchiolaires présentent

des différences intrinséques majeures en termes de potentialité de différenciation cellulaire.
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IV. IDENTIFICATION DE SOUS-POPULATION(S) DES
CELLULES BASALES DE LEPITHELIUM DES VOIES
AERIENNES PROXIMALES HUMAINES ADULTES

A. MATERIELS ET METHODES

1.  Tissus des voies respiratoires humaines : Polypes
nasaux

Les préléevements de polypes nasaux humains ont été obtenus a partir de
polypectomies nasales, puis ont été envoyés au laboratoire dans du milieu RPMI 1640
supplémenté de 25 mM d’HEPES et d’antibiotiques (pénicilline a 100 U/mL et streptomycine
a 100 pg/mL). Les polypes nasaux ont été, d’abord, lavés plusieurs fois, sous agitation a 4 °C,

dans du RPMI-HEPES.

2. Dissociation des cellules épithéliales

Les cellules épithéliales ont été dissociées de leurs tissus apres une incubation d’une
nuit a 4 °C, en présence de Pronase E (1 mg/mL) dans du milieu RPMI-HEPES. Les tissus
respiratoires humains ont été agités manuellement, a I'aide d’une pince, dans une boite de
Pétri contenant du milieu RPMI-HEPES, dans le but de décrocher la totalité des cellules
épithéliales. Les cellules dissociées ont ensuite été centrifugées pendant 5 minutes a 1200
rom puis comptées a l'aide d’'une cellule de Malassez. Les cellules épithéliales ainsi
obtenues ont été, soit cytocentrifugées ou mises en culture en IAL dans le but de régénérer
un épithélium respiratoire bien différencié, avant d’étudier I'expression de marqueurs
potentiels de sous-populations éventuelles de cellules basales, soit utilisées dans le but de
trier les cellules basales et les cellules cylindriques sur la base de I'expression de deux
marqueurs membranaires spécifiques des cellules basales: le CD151 et le Facteur Tissulaire
(FT) (Hajj et al., 2007), avant I'analyse de I'expression de marqueurs potentiels de sous-

populations de cellules basales (cellules cytocentrifugées), de la capacité de croissance
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clonale de ces cellules ou de la capacité de ces cellules a générer des glandes respiratoires in

vitro.

3. Deétection par immunocyto/histochimie de
marqueurs potentiels de sous-populations de
cellules basales

a) Fixation des tissus de voies respiratoires humaines et des
cultures en 1AL

Les prélevements de polypes nasaux et les membranes de culture en IAL présentant
des épithélia respiratoires bien différenciés, ont été cryofixés dans I'O.C.T, puis conservés a -
80 °C, avant la réalisation de sections tissulaires a froid de 5 um. Les coupes de tissu et
d’épithélia régénérés en IAL ont été déposées sur des lames de microscopie SuperFrost

conservées a -20 °C.

b) Etude des marqueurs cellulaires en immunofluorescence

Dans le but de mettre en évidence la présence éventuelle d’'une ou de plusieurs sous-
populations cellulaires au sein de la population des cellules basales, puis de les isoler par
cytométrie en flux afin de déterminer leur statut potentiel de cellules souches, il est apparu

nécessaire d’identifier de nouveaux marqueurs spécifiques des cellules basales.

(1) Les anticorps utilisés

Les anticorps primaires utilisés pour la réalisation de notre étude ont été : I'anti-
cavéoline 1a humaine monoclonal murin (IgG2b, clone 7C8; 1/50, Santa Cruz Biotech.),
I’anti-ANp63 humain monoclonal murin (IgG2a, clone 4A4 ; 1/50, Santa Cruz Biotech.), I'anti-
CK13 humaine monoclonal murin (I1gG1, clone KS-1A3; 1/1000, Sigma Aldrich) et I'anti-CK14
humaine monoclonal murin (IgG, clone NCL-L-LLO02; 1/50, Novocastra), I'anti-hABCG2
(Bcrp-1) humain monoclonal murin (1gG2b, clone 5D3; 1/200, R&D Systems, Minneapolis,
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Etats-Unis), I’anti-CD133 humain couplé a la biotine (IgG1, clone AC133-1; 1/200, Miltenyi
Biotec.) et I'anti-Nestine humaine monoclonal murin (IgG, clone AB5922 ; 1/100, Chemicon
International, Chemicon, Temecula, Etat Unis). Les anticorps anti-CD59 humain monoclonal
de rat (IgG2b, clone YTH53.1 ; 1/200), anti-CD55 humain monoclonal murin (1gG1, clone 143-
30; 1/200), anti-CD46 humain monoclonal murin (IgG2a, clone 169-1-E4.3 ; 1/200), anti-
CD34 humain monoclonal murin (IgG3, clone TUK3 ; 1/200) proviennent de chez Santa Cruz
Biotechnology.

Les 1gG non immunes murines et de rat, ainsi que I'lgGlk non-immune biotinylée
murine (clone MOPC-21; 1/200, BD Biosciences, San Diego, Etats Unis) ont été utilisées
comme témoins négatifs. La révélation de la biotine a été faite grace au complexe
streptavidine-Alexa Fluor 488 (1/100 ; Molecular Probes; Eugene, Etat Unis). Les anticorps
secondaires utilisés dans notre étude sont directement couplés a une Alexa Fluor 488 ou a
une Alexa Fluor 594 (lgG H+L; 1/200, Molecular Probes, Eugene, OR). Le DAPI ou

I’'hématoxyline de Harris ont été utilisés pour contre-colorer les noyaux.

(2) Marquages immunohistochimiques sur
cryocoupes de tissus respiratoires humains et de
membranes de culture en IAL

Les cryocoupes congelées a -20 °C, ont subi le protocole expérimental décrit dans le
paragraphe lll.LA.4.b.1. L’étude de I'expression de la ANp63 a nécessité une étape préalable
de fixation des coupes tissulaires, au Méthanol glacial pendant 10 minutes a -20 °C, suivie
d’'une étape de rincage au PBS de 5 minutes. Les autres marqueurs étudiés n’ont pas
nécessité d’étapes de fixation. Les témoins négatifs correspondant a chaque marqueur ont
été réalisés en substituant les anticorps primaires par des IgG non immunes, ainsi qu’en
remplagant I'anticorps primaire ou secondaire par le PBS-BSA 3 %. Les lames ont été
conservées a 4 °C, a I'obscurité, avant I'acquisition des images en immunofluorescence a

I’aide du microscope Axiolmager (Zeiss).
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(3) Marquage immunocytochimique sur cellules
cytocentrifugées

Un échantillon des populations de cellules épithéliales de polypes nasaux non triées et
de cellules basales CD151"/FT" fraichement triées en cytométrie en flux, a été cytocentrifugé
a3 la densité de 5x10* cellules/lame, a 750 rom pendant 10 minutes, sur des lames de
microscopie conservées a -20 °C jusqu’a leur utilisation. La procédure expérimentale utilisée
pour la réalisation des marquages immunocytochimiques est similaire a celle développée
dans le paragraphe Ill.LA.4.b.1. Comme pour les études réalisées en immunhistochimie

décrites ci-dessus, les lames ont été montées puis conservées a 4 °C avant leur analyse.

Des doubles marquages (CD151/Cavéoline-1 et ANp63/CK13) ont été réalisés. Les
cellules épithéliales respiratoires triées et non triées ont été d’abord incubées avec
I'anticorps primaire anti-cavéoline la ou anti-ANp63, révélés a l'aide d’anticorps
secondaires, couplés a I’Alexa 488 (vert). Les cellules ont été saturées en PBS-BSA 3 %, puis
incubées en présence des fragments Fab (H+L) anti-souris dans le but de bloquer les sites de
liaison libres de I'anticorps primaire. Les cellules épithéliales ont ensuite été incubées en
présence du deuxiéme anticorps primaire anti-CD151 ou anti-CK13 révélé a l'aide d’un
anticorps secondaire couplé a I’Alexa 594 (rouge). Pour chaque marqueur, les témoins
négatifs ont été réalisés en utilisant des IgG non immunes. Finalement, les noyaux des
cellules ont été contre-colorés au DAPI et les lames ont été montées pour leur observation

en microscopie a fluorescence (Axiolmager, Zeiss).

4. Cytométrie en flux

Aprés la dissociation des cellules épithéliales respiratoires humaines, les cellules
basales et les cellules cylindriqgues ont été triées, en cytométrie en flux, a I'aide du
cytometre-trieur FACSAria (BD Biosciences), selon le protocole expérimental établi au sein
de notre laboratoire (Hajj et al., 2007). Les deux populations cellulaires ont été séparées
physiquement, a 'aide de deux marqueurs membranaires spécifiques des cellules basales :

le facteur tissulaire (FT) et le CD151.
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a) Les anticorps utilisés

Pour réaliser nos études, les anticorps suivants ont été utilisés : I'anti-Facteur Tissulaire
humain (FT) monoclonal murin couplé a la FITC (Fluorescein isothiocyanate) (IgG1 ; 3 LJ.L/106
cellules, American Diagnostica, Stamford, Etat Unis), I'isotype contréle non immun murin
couplé a la FITC (IgG1; 3 uL/lO6 cells, Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove,
PA), I'anti-CD151 humain monoclonal murin couplé a la PE (IgG1k, clone 14A2.H1 ; 6 pL/lO6
cellules, BD Biosciences), ainsi que l'isotype controle 1gG1 non-immun murin couplé a la PE

(clone MOPC-21 ; 6 uL/10° cellules, BD Biosciences).

b) Tri des cellules épithéliales

Les cellules basales (FT*/CD151%), et la population des cellules cylindriques (FT//CD151))
de I'épithélium respiratoire humain, ont été préparées puis triées selon le protocole
précédemment décrit dans la partie lll. au paragraphe A.5.c.3. Les deux populations
cellulaires définies ont été séparées sur la base de leur expression ou non des deux

marqueurs membranaires CD151 et FT, a partir d’un graphique PE-A vs. FITC-A.

Les cellules mortes (DAPI positives, graphique DAPI-A vs. FSC-A, pour les deux populations),
ainsi que les agrégats et doublets cellulaires ont été préalablement exclus (SSC-W vs. SSC-H
et FSC-W vs. FSC-H, uniquement pour la population des cellules basales) de nos deux
populations d’intérét. Les cellules basales et les cellules cylindriqgues ont été triées
simultanément a une vitesse de 3000 a 4000 événements/s (fréquence de 30 MHz). Les
témoins négatifs dans ces études ont été réalisés en utilisant les isotypes contréles I1gG1

non-immun de souris couplé a la PE ou a la FITC.

Enfin, aprés chaque tri cellulaire, la pureté des populations triées CD151*/FT" et CD151/FT a
été évaluée par réanalyse en cytométrie en flux, d’un aliquot de 1.10" cellules fraichement

triées pour chaque population.
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5. Culture cellulaire a I’interface air/liquide

La procédure de culture en IAL a été précédemment décrite au niveau de la partie lll.
au paragraphe A.6.a. Les cellules épithéliales de polypes nasaux non triées ont été mises en
culture, in vitro, sur des membranes poreuses en polyester préalablement recouvertes, de
collagéne de type IV. Les cellules épithéliales ont été ensemencées a une densité de 4,2. 10*
cellules par cm?, puis cultivées dans le milieu de prolifération préparé au sein de notre
laboratoire en condition Liquide / Liquide jusqu'a I'obtention de la confluence cellulaire. Les
cellules ont alors été cultivées en interface air-liquide en présence du milieu de
différenciation dans le compartiment basal. Le milieu de différenciation a été remplacé dans
le compartiment basal, toutes les 48 heures, jusqu’a I'obtention d’un épithélium respiratoire

bien différencié au-dela de 30 jours de culture en IAL.

6. Etude de la capacité de croissance clonale des
cellules basales triées

a) Réalisation de tests de clonogénicité

(1) Principe

Afin d’identifier la présence éventuelle d’'une ou de plusieurs sous-populations au sein
des cellules basales de I'épithélium respiratoire humain, puis d’évaluer leur potentiel statut
de cellules souches, des tests de clonogénicité ont été réalisés (selon le protocole décrit par
Kim et al, 2005). Ces tests se basent sur les capacités de prolifération et
d’autorenouvellement différentes de ces sous-populations éventuelles, leur affectant le

statut de cellules souches ou de cellules progénitrices.

Le principe de ce test est d’ensemencer, a faible densité, des cellules épithéliales
respiratoires totalement isolées sur un support cellulaire nutritif confluent en arrét de
prolifération (feeders). Une cellule seule isolée va proliférer lorsqu’elle en a la capacité, et

générer un clone de cellules génétiguement identiques.
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(2) Support cellulaire nourricier : les cellules STO

Les cellules STO (ATCC CRL-1503™) sont des cellules embryonnaires fibroblastiques de
souris, couramment utilisées en tant que couche cellulaire nutritive. Ces feeders ont servi
dans notre étude de substrat pour la réalisation de tests de clonogénicité a partir de cellules
basales triées CD151"/FT" ou de cellules épithéliales non triées, ensemencées a faible

densité.

Les cellules STO ont été cultivées en routine, dans un milieu de culture composé de
DMEM contenant 10 % de SVF (Gibco BRL) et 1 % d’antibiotiques (100 U/mL de pénicilline et
100 pg/mL de streptomycine), a 37 °C en atmosphére humide en présence de 5 % de CO,. A
confluence, les cellules STO ont été rincées deux fois au PBS stérile (Gibco BRL) puis incubées
pendant une nuit a 37 °C en atmosphere humide et en présence de 5 % de CO,, avec une
solution de mitomycine-C (Sigma) a 2,5 pg/mL en DMEM afin d’induire leur arrét de
prolifération. Les cellules ont ensuite été rincées deux fois au PBS, puis détachées avec une
solution de trypsine-EDTA (Gibco BRL). L’action de la trypsine a été stoppée par ajout de
milieu de culture contenant 10 % de SVF. Les cellules STO mitomycinées ont été centrifugées
a 1200 rpm pendant 5 minutes, comptées a l'aide d’une cellule de Malassez, puis
ensemencées dans nos supports de culture (diamétre 60 mm, plaques 24 puits, plaques 12
puits et plagues 6 puits) (Falcon, Becton Dickinson, Le pont de Claix, France) a la densité de
8,6. 10* cellules/cm? dans un milieu de culture composé de DMEM, de 10 % de SVF et d’'1 %
d’antibiotiques. Les cellules STO sont cultivées pendant 24 heures avant 'ensemencement

des cellules épithéliales d’intérét pour la réalisation des tests de clonogénicité.

(3) Réalisation des tests de clonogénicité

Les cellules épithéliales non triées (totalement isolées) ou les cellules triées (cellules
basales CD1517/FT") ont été ensemencées sur feeders a une densité de 1000 cellules par
boite de Pétri de diametre 60 mm (Passage 0) et cultivées en milieu CnT-17 contenant 5 %
de SVF a 37 °C en atmosphere humide, et en présence de 5 % de CO2. Au bout de 10 jours
de culture, les clones PO ont été observés en microscopie optique. Les clones ont ensuite été

isolés individuellement a I'aide d’un anneau de clonage, et les cellules issues du clone ont
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été récupérées apres un traitement a la trypsine-EDTA. Les cellules de chaque clone ont été
réensemencées dans un puits d’'une plaque 24 puits contenant des feeders (Passage 1).
Aprés cette phase d’isolement, les cellules des clones de départ sont dans une phase
d’amplification. A partir de cette étape en plaque 24 puits, tous les 10 a 15 jours de culture,
les feeders ont été éliminés puis les cellules issues de chaque clone d’origine ont été
récupérées (traitement a la trypsine-EDTA) et réensemencées dans un support de culture
contenant des feeders, et de surface toujours plus importante (Passage 2 et au-dela), dans le

but d’amplifier au maximum la quantité de cellules issues des clones d’origine (Figure 39).

1000 cellules par Pétris de diamétre &0mm (Passage O):

1* Cellules totales (dissociation enzymatique de polypes
nasauxet isolation parun tamis de 40um)

2° Cellules FT+/CDI1514+ trides

Isolement clonal

Cellules STO
mitornycinées

e

O
@ ‘/ Chaque clone PO récupéré (anneaux de clonage +
O
O

. trypsine) est cultivé en Passage 1 dans un puits d’ure
plaque 24 puits

-
0000

\ Amplification des clones

Cellules STO
mitomycingées

. . . Pour Passage 2 (idemn pour les suivants):

-Récupération des clones P1 (puits entier 3 la trypsine)

-Ensernencement en P2 dans un puits (plague 12 puits).

Figure 39 : Schéma de réalisation de tests de clonogénicité sur supports cellulaires
nourriciers.
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(4) Caractérisation des clones en Passage O par un
marquage immunocytochimique

(a) Les anticorps utilisés :

Les anticorps utilisés pour cette étude ont été : I'anti-CK13 humaine monoclonal murin
(1gG1, clone KS-1A3; 1/1000, Sigma Aldrich), I'anti CK14 humaine monoclonal murin (IgG,
clone NCL-L-LLOO2 ; 1/50, Novocastra), I’anti-B-tubuline humaine monoclonal murin (1gG2b,
1/3000, Millipore, Saint-Quentin en Yvelines, France), I’anti-récepteur a7 nicotinique humain
polyclonal de lapin (IgG, clone H-302; 1/100, Santa Cruz Biotech.), I'anti-ANp63 humaine
monoclonal murin (IgG2a, clone 4A4; 1/50, Santa Cruz Biotech.), I'anti-CD151 humain
monoclonal murin (IgG1k, clone 14A2.H1 ; 1/50, BD Biosciences), I'anti-facteur tissulaire (FT)
humain monoclonal de souris (IgG1, 1/75, American Diagnostica, Stamford, Etat Unis) et
I’anti-cavéoline 1la humaine monoclonal murin (IgG2b, clone 7C8 ; 1/50, Santa Cruz
Biotech.). Les anticorps secondaires anti-souris et anti-lapin fabriqués chez la chevre sont
utilisés dans notre étude directement couplés a une Alexa Fluor 488 (IgG H+L; 1/200,
Molecular Probes, Eugene, OR). Les témoins négatifs dans ces études ont été réalisés en
utilisant les isotypes contrdles 1gG1 non-immun de souris. L’'hématoxyline de Harris a été

utilisée pour contre-colorer les noyaux.

(b) Protocole expérimental

Pour réaliser cette étude, les feeders ont été ensemencés sur des lamelles de verre
dans une plaque 24 puits. Aprés 24 heures d’adhérence, les cellules épithéliales respiratoires
non triées ou triées (cellules basales CD151%/FT") ont été ensemencées a une densité de 500
cellules par puits. Au bout de 7 jours de culture, les clones en passage O ont été observés,
puis les lamelles de verre contenant les clones et les feeders ont été fixées au méthanol
pendant 10 minutes a -20 °C. La caractérisation des clones en immunocytochimie a ensuite

été réalisée selon le protocole décrit dans la partie Ill. au paragraphe A.4.b.1.
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b) Etude de la capacité des cellules basales a générer un réseau
de glandes respiratoires

La capacité des cellules basales a générer un réseau de glandes respiratoires humain a
été évaluée, in vitro, en utilisant des gels de Collagene de type |, selon le modeéle décrit par

Montesano et al., en 1991.

(1) Préparation des gels de Collagéne de type |

Les gels ont été réalisés a partir d’'une solution de collagéne de type | extrait de
tendons de queues de rat (2 mg/mL), en mélangeant 4 volumes de ce collagéne avec 1,5
volume de RPMI 5 fois concentré et 0,15 volume d’hydroxyde de Sodium 1 N. Le mélange
obtenu a été coulé dans des supports de culture (plaque 24 puits ou supports transwell) puis
incubé pendant 15 a 20 minutes a 37 °C, en atmosphére humide, et en présence de 5 % de

CO,, pour permettre sa gélification.

(2) Protocole expérimental

Les cellules épithéliales non triées ou les cellules basales fraichement triées ont été
ensemencées a une densité de 4,2. 10* cellules/cm? sur les gels, puis cultivées a 37 °C en
atmosphere humide, et en présence de 5 % de CO2, dans le milieu de culture favorisant la
prolifération préparé au sein de notre laboratoire (chapitre Ill. dans la partie A.6.a.). Le
milieu de culture a été remplacé tous les deux jours. L'observation de structures
multicellulaires formées, aprés 15 et 30 jours de culture, a été réalisée a l'aide d’un
microscope optique inversé équipé d’'une caméra CCD et du logiciel AxioVision 4.8. Les gels
ont été récupérés au bout de 30 jours de culture puis cryofixés dans I'OCT et conservés a -
80°C. Des sections de 5 a 10 um ont été réalisées a partir des gels cryofixés puis colorées a
I'aide du kit de coloration hématoxyline/éosine. Une étude de I'expression de la Pan-
Cytokératine (anticorps anti-Pan-Cytokératine humaine monoclonal murin, clones C-11, PCK-

26, CY-90, KS-1A3, M20, A53-B/A2; 1/100, Sigma Aldrich) et de MUC-5AC (anticorps anti-
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MUC-5AC, clone NCL ; IgG1, 1/100, Novocastra, Newcastle, Royaume Uni) a été réalisée sur
ces sections. Les images obtenues ont été réalisées a I'aide du microscope Axiolmager et du

logiciel AxioVision 4.8.

7. Analyses statistiques

Les valeurs résultant de la quantification des clones réalisés aux différents passages
successifs, ainsi que les clones caractérisés suivant leur expression de la CK14, sont traduites

sous la forme de moyenne * écart-type.
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B. RESULTATS

1. Démarche expérimentale

Dans la deuxieme partie de notre étude, notre but a été de tenter de mettre en
évidence, a partir de deux stratégies d’analyse réalisées en parallele, la présence d’une ou de
plusieurs éventuelles sous-populations au sein des cellules basales de [|'épithélium
respiratoire humain, qui présenterai(en)t des propriétés de cellules souches tissulaires
(équivalentes aux LRC mis en évidence au sein des voies respiratoires trachéo-bronchiques
murines). D’une part, nous avons recherché, en immunohistochimie, I'expression de
différents marqueurs spécifiques des cellules basales, afin d’en discriminer certains,
identifiant d’éventuelles sous-populations au sein de celle-ci. D’autre part, apres le tri des
cellules basales, ainsi que des cellules « cylindriques » (cellules ciliées et caliciformes) par
cytométrie en flux, d’aprés le protocole de tri cellulaire précédemment établi par Hajj et al.
(Hajj et al., 2007), nous avons évalué la capacité des cellules triées et isolées a générer des
clones en culture in vitro, sur des supports cellulaires nutritifs en arrét de prolifération. Ces
tests de clonogénicité permettent d’identifier d’éventuelles sous-populations au sein des
cellules basales triées, le statut de cellule souche ou progénitrice étant évalué a partir de
leur capacité intrinseque d’autorenouvellement et de prolifération différentes. Nous avons
également déterminé la capacité des cellules épithéliales basales triées a générer un réseau
de glandes respiratoires, ce qui est une propriété des cellules souches de I'épithélium

trachéo-bronchique (Engelhardt et al., 1995).

2. Tri des cellules épithéliales basales respiratoires par
cytométrie en flux

Les cellules basales et les cellules cylindriques de I'épithélium respiratoire humain
adulte de polypes nasaux ont été triées par cytométrie en flux, sur la base de leur expression
de deux marqueurs membranaires spécifiques : le FT et le CD151. Ces deux populations ont
été purifiées en suivant le protocole précédemment établi au sein de notre laboratoire (Hajj

et al., 2007).
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Les cellules basales (P1) et cylindriques (P6, composée des cellules ciliées et sécrétoires
bronchiques) ont été d’abord déterminées au niveau du graphique FSC-A vs. SSC-A. Les
cellules mortes ont été éliminées de notre sélection au niveau du graphique DAPI-A vs. FSC-
A, pour la population de cellules basales a trier, aboutissant a la population P2 (dérivant de
P1). Ensuite, les doublets et les agrégats de cellules ont été éliminés de la population des
cellules basales vivantes (P2) dans les graphiques FSC-H vs. FSC-W (P3) et SSC-H vs. SSC-W
(P4). Finalement, les cellules basales FT'/CD151" (P5) ont été isolées en fonction de leur

expression pour ces deux marqueurs.

Les cellules basales FT'/CD151" ont été isolées a partir de cellules épithéliales
respiratoires dissociées de polypes nasaux de 12 patients différents (Figure 40, A). En
moyenne, 40,9 + 10,77 x10° cellules ont été dissociées et incubées en présence des anticorps
anti-FT couplé au FITC et anti-CD151 couplé a la PE. La viabilité globale de nos échantillons

cellulaires totaux, analysée a I'aide du DAPI, a été estimée avant le tri a 93,4 + 2,03 %.

2,55 + 1,31 x10° cellules basales ont été isolées a une pureté de 97,3 + 1,28 % (B). Aprés
chaque expérience de tri cellulaire, la viabilité de nos populations purifiées a été

déterminée, et évaluée 3 97,8 + 0,6 %.
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Figure 40 : Tri des cellules épithéliales basales de polypes nasaux par cytométrie en flux.

Les cellules basales (P1) et la population des cellules cylindriques (P6) ont été identifiées a partir de
I'ensemble des cellules épithéliales totales (A). A partir de la population identifiée (P1), les cellules
mortes (DAPI positives) ont été éliminées (P2). Les agrégats et les doublets de cellules ont été exclus
au sein des cellules basales dans P3 et P4 (crées a partir de P2). Enfin, les cellules basales
(CD151%/FT", P5) ont été triées, en fonction de leur expression ou non du CD151 et du FT. Aprés
chaque tri cellulaire, les cellules basales CD151"/FT" ont été réanalysées dans le but d’évaluer leurs

puretés (B).
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3. Discrimination de marqueurs des cellules basales
bronchiques humaines adultes : identification de
potentielles sous-populations.

Nous avons analysé I'expression de marqueurs cellulaires identifiés dans la littérature au
niveau de I'épithélium des voies aériennes, ou de marqueurs classiquement observés pour
les cellules souches tissulaires humaines, dans le but d’établir leur éventuelle spécificité vis-
a-vis des cellules basales respiratoires ou d’une sous-population de celles-ci, sous-population
candidate au statut de cellules souches, isolable en cytométrie en flux. La capacité souche
des cellules de cette sous-population, apreés tri, serait alors évaluée d’aprés son potentiel de
régénération d’un épithélium respiratoire mature, et son potentiel d’autorenouvellement a

long terme.

L'expression de ces différents marqueurs a été évaluée en immunohistochimie a partir
de sections de tissus des voies respiratoires humaines et/ou de cultures bien différenciées
en IAL, réalisées a partir de cellules épithéliales dissociées de polypes nasaux humains. Si ces
marqueurs ont présenté une spécificité vis-a-vis des cellules basales, leur expression a été
analysée en immunocytochimie, a partir de cellules épithéliales non triées ou de cellules

basales triées cytocentrifugées.

a) Analyse de I’expression de marqueurs « génériques »
de cellules souches tissulaires humaines

(1) BCRP-1

L'expression de la protéine transmembranaire Bcrp-1 (Breast Cancer Resistance Protein
1, ABCG2 chez 'homme) a été mise en évidence au niveau des cellules souches appelées
Side Population (SP), identifiées au niveau de I'épithélium pulmonaire murin (Summer et al.,
2003 ; Reynolds et al., 2007). L'expression de la Bcrpl pourrait représenter un marqueur
commun a différentes cellules souches tissulaires (Zhou et al., 2001).

La protéine Bcrp-1 n’a été détectée, ni au niveau du tissu épithélial de polypes nasaux,

ni au niveau des cellules épithéliales isolées de polypes nasaux issus de 4 patients différents.
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Aucun marquage n’a en outre été observé au niveau des cellules non épithéliales de la

muqueuse respiratoire.

(2) CDI133

Le CD133 (prominine-1 ou AC133) est une glycoprotéine localisée dans les protrusions
de membrane plasmique des cellules. Le CD133 est reconnu comme un marqueur de cellules
souches somatiques tissulaires, souvent utilisé en combinaison d’autres marqueurs pour

I'isolement des cellules souches.

L'étude de l'expression de ce marqueur en immunohistochimie sur des sections
tissulaires d’épithélia de voies respiratoires humaines adultes, n’a pas mis en évidence de
cellules positives pour le CD133 au sein de notre matériel d’étude. Aucun marquage n’a en

outre été observé au niveau des cellules non épithéliales de la muqueuse respiratoire.

(3) CD34

Le CD34 est une glycoprotéine transmembranaire, exprimée spécifiquement par les
cellules sanguines primitives et les cellules progénitrices dérivées de la moelle osseuse. Au
niveau des voies aériennes, les cellules souches épithéliales bronchiolaires murines, situées
au niveau des jonctions bronchiolo-alvéolaires (BADJ), ont été purifiées en se basant sur
I’expression positive de sca-1 (Stem cell antigen-1), et de CD34 (Kim et al., 2005).

Au cours de nos travaux, nous n’avons pas pu mettre en évidence d’expression du

CD34 par les cellules épithéliales de voies aériennes (Figure 41).
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Figure 41 : Analyse de I’expression du CD34 dans les voies aériennes humaines.

Les coupes de tissus de polypes nasaux humains ont été colorées a I’'Hématoxyline de Harris (A) ou
incubées avec un anticorps monoclonal anti-CD34 visualisé a 'aide d’un anticorps secondaire couplé
a I'Alexa®Fluor 488 (B). Les fleches mettent en évidence I'expression du CD34 hors de I'épithélium
respiratoire humain.

b) Marqueurs potentiels de I’épithélium de voies
aériennes humaines identifiés dans la littérature

Nous avons analysé I'expression de marqueurs, décrits dans la littérature, comme
exprimés par les cellules de I'épithélium respiratoire, ou localisés dans d’autres épithélia en
association avec des marqueurs exprimés spécifiquement par les cellules basales

respiratoires.

La nestine est un filament intermédiaire, initialement identifié en tant que marqueur
des cellules souches/progénitrices neuronales (Lendahl et al., 1990). La nestine est co-
exprimée avec la cytokératine 14 et le facteur de transcription ANp63, au sein du

compartiment régénératif des glandes mammaires humaines (Li et al., 2007).

Le CD46 (également nommé MCP, Membrane Cofactor Protein) est une protéine
transmembranaire exprimée dans de nombreux types cellulaires. Une étude a mis en
évidence I'expression de ce marqueur au niveau du tractus pulmonaire humain du nez aux
alvéoles, associée aux protéines CD55 et CD59 (Varsano et al., 1995), et son association avec

le CD151 (Lozahic et al., 2000).
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Notre analyse de I'expression de ces différents marqueurs (Figure 42) révele une
absence d’expression du CD55 par les cellules épithéliales des voies aériennes humaines.
Concernant le CD59, nous avons mis en évidence I'expression de ce marqueur au niveau des
cellules basales, mais aussi au niveau de la bordure apicale des cellules cylindriques (A). Le
CD46, semble quant a lui, exprimé par I'ensemble des cellules épithéliales respiratoires
humaines dans notre matériel d’étude (B). Enfin, bien que I'expression de la Nestine soit
identifiée au niveau des cellules basales de I'épithélium (C), ce marqueur n’est plus identifié
au niveau des cellules basales, apres I'analyse de son expression au niveau de sections de
culture en IAL bien différenciées a partir de cellules épithéliales de polypes nasaux (E), ni au

niveau de cellules épithéliales dissociées puis cytocentrifugées (F).
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Figure 42 : Analyse de I'expression du CD59, CD46 et de la nestine au niveau de
I’épithélium respiratoire humain.

Les coupes de tissus de voies respiratoires humaines ou de cultures en IAL (stade bien différencié)
ont été incubées avec des anticorps monoclonaux anti-CD59 (A), anti-CD46 (B), anti-nestine (C, E)
révélés a I'aide d’un anticorps secondaire couplé a I’Alexa®Fluor 488. Dans le but de mettre en
évidence l'expression de la nestine par les cellules basales, un double marquage des cellules
épithéliales de voies respiratoires dissociées a été réalisé, en utilisant les anticorps monoclonaux
anti-nestine et anti-CK13, révélés par les anticorps secondaires couplés a I'Alexa®Fluor 488 et a
I’Alexa®Fluor 594, respectivement (F, Objectif : x20). Les noyaux ont été contre-colorés au DAPI (F).
D : coloration par ’"hématoxyline de Harris d’'une section de culture en IAL bien différenciée.
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c) Marqueurs spécifiques des cellules basales de
I’épithélium respiratoire humain

Finalement, nous avons identifié trois marqueurs décrits dans la littérature comme

spécifiques des cellules basales.

(1) La Cavéoline-la

La cavéoline-1 est considérée comme un marqueur spécifique des cellules basales de
I’épithélium respiratoire chez la souris. Chez 'homme, ce marqueur membranaire a été
précédemment identifié dans une étude menée par Krasteva et al., au niveau des cellules
basales et des cellules ciliées bordant les voies aériennes proximales (Krasteva et al., 2006).
Notre étude (Figure 43) sur des tissus de voies respiratoires humains de 4 patients différents
(A) montre que ce marqueur est spécifiguement exprimé au niveau de la membrane
plasmique de toutes les cellules basales. De plus, ce marqueur membranaire présente une
résistance vis-a-vis de I’enzyme de dissociation des cellules épithéliales, puisqu’il est observé
au niveau de la membrane plasmique des cellules basales issues des cellules épithéliales
respiratoires non triées (C) identifiées par leur expression du CD151 (D), ou triées en
cytométrie en flux (F), puis cytocentrifugées (C). Finalement, aprés marquage en suspension
d’échantillons cellulaires issus de 3 patients différents, quelques cellules basales expriment

ce marqueur au niveau de leur membrane plasmique (H).
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Figure 43 : Etude de I’expression de la Cavéoline-1a.

Expression de la Cavéoline-1a par les cellules basales d’épithélia respiratoires (A), par les cellules
épithéliales respiratoires dissociées non triées (B, C, D) ou triées (E, F) puis cytocentrifugées et par les
cellules dissociées puis marquées en suspension (G et H). Les coupes de tissus de voies respiratoires
ont été incubées avec I'anticorps monoclonal anti-Cav-1la révélé a I'aide de I'anticorps secondaire
couplé a I’Alexa®Fluor 488 (A). Les cellules épithéliales dissociées ont été colorées par I'Hématoxyline
de Harris (B, E, G) ou incubées avec des anticorps monoclonaux anti-Cav-1a (C, D, F, H) et anti-CD151
(D). Les anticorps anti-Cav-1a et anti-CD151 ont été révélés a I'aide d’anticorps secondaires couplés a
I’Alexa®Fluor 488 (C, D, F, G) et a I'Alexa®Fluor 594 (D). Les noyaux ont été contre-colorés au DAPI
(D). Barre = 10 um, Objectif x20 (B, C, G, H) et x400 (D, E, F).
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(2) ANp63

La ANp63 est une isoforme tronquée dans le domaine de transactivation, en N-Terminal
de p63, gene homologue de la p53, suppresseur de tumeur, impliqué dans la régulation des
cellules basales de différents épithélia comme I'épiderme ou I'épithélium des voies

aériennes bronchiques et bronchiolaires.

L'étude de I'expression de ce facteur de transcription (Figure 44) sur des sections
d’épithélia de voies respiratoires humaines adultes, provenant de sept patients différents,
montre une expression spécifique de ANp63 au niveau des noyaux d’une sous-population de
cellules basales respiratoires de surface (B). Cette expression au niveau d’'une sous-
population de cellules basales identifiées par la CK13, a été également observée sur des

lames de cellules épithéliales dissociées de polypes nasaux et cytocentrifugées (D).

- Hématoxyline de Harris

Figure 44: Expression du ANp63 par lescellules épithéliales des voies respiratoires
bronchiques humaines.

Les coupes tissulaires et les cellules épithéliales dissociées de polypes nasaux ont été colorées par
I’'Hématoxyline de Harris (A, C) ou incubées avec des anticorps monoclonaux anti-ANp63 (B, D) et
anti-CK13 (D). Les anticorps anti-ANp63 et anti-CK13 ont été révélés a I'aide d’anticorps secondaires
couplés a I’Alexa®Fluor 488 et a I’Alexa®Fluor 594, respectivement. Les fleches montrent des cellules
basales n’exprimant pas le marqueur ANp63 au sein de leur noyau, les tétes de fleches identifient les
cellules basales marquées pour la ANp63 (Objectif x40, C et D).
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(3) CK14

La Cytokératine-14 est un filament intermédiaire du cytosquelette des cellules
épithéliales. Dans la littérature, il a été montré qu’une sous-population de cellules basales,
exprimant la cytokératine 14, présentait la capacité de proliférer, de se différencier en
cellules de Clara, en cellules ciliées et en cellules basales et de reconstituer un épithélium

bronchique murin (Hong et al., 2004a ;Hong et al., 2004b).

L'analyse de I'expression de la CK14, au niveau de |'épithélium respiratoire de
polypes nasaux humains adultes de 9 patients différents (Figure 45), montre que seule une

rare sous-population de cellules basales, cellules observées de maniére isolées ou par

groupements de 2 a 3 cellules, expriment la CK14 (B, D).

Figure 45: Expression de la CK14 par les cellules épithéliales des voies aériennes
humaines.

Les coupes tissulaires ont été colorées par I’'Hématoxyline de Harris (A, C) ou incubées avec des
anticorps monoclonaux anti-CK14 (B, D). L’anticorps anti-CK14 a été révélé a I'aide d’un anticorps
secondaire couplé a I'Alexa®Fluor 488. Les fleches identifient quelques rares cellules basales
exprimant ce marqueur cytoplasmique, au sein d’un épithélium respiratoire humain adulte.
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En conclusion de cette partie de notre étude, nous avons mis en évidence |I'expression
de la cavéoline-1a, marqueur membranaire remplissant tous les critéres indispensables a
une utilisation pour un tri des cellules basales par cytométrie en flux, mais ne mettant pas en
évidence de sous-population particuliere. Nous avons également identifié I'expression d’un
marqueur nucléaire, ANp63, et d’un marqueur cytoplasmique, la CK14, exprimés par une
sous-population des cellules basales au sein d’un épithélium respiratoire adulte, les autres
marqueurs analysés n’ayant pas montré de spécificité vis-a-vis des cellules basales. Bien
gu’intéressant, ANp63 et CK14 ne peuvent toutefois étre utilisés pour isoler la ou les sous-

populations marquées, car étant des marqueurs nucléaires et cytoplasmiques.

4. Détermination de la présence d’éventuelles sous-
populations au sein des cellules basales de
I’épithélium respiratoire : tests de clonogénicité

Dans le but de mettre en évidence d’éventuelles sous-populations au sein de la
population des cellules basales respiratoires, une deuxiéme approche de notre étude a
consisté a réaliser des tests de clonogénicité, selon le protocole décrit par Kim et al., 2005
(Kim et al, 2005). La croissance clonale est une caractéristique des cellules
souches/progénitrices. Le principe de ce test est qu’une cellule isolée, déposée sur un tapis
de cellules nutritives en arrét de prolifération, génére aprés expansion, une population de
cellules génétiquement identiques. En fonction du nombre de générations cellulaires
réalisées in vitro (isolement des clones puis amplification de ceux-ci), il est possible de
discriminer des sous-populations au sein de la population basale triée, le statut souche ou
progéniteur des cellules clonées étant évalué par leurs capacités de prolifération et

d’autorenouvellement potentiellement différentes.

a) Génération de clones in vitro par les cellules basales
triées

Nous avons réalisé des tests de clonogénicité a partir de cellules basales respiratoires

FT*/CD151" triées par cytométrie en flux ou de cellules épithéliales non triées dissociées de
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polypes nasaux. Ensemencées a trés faible densité sur des supports cellulaires nutritifs en
arrét de prolifération, les cellules basales triées, et a un moindre niveau les cellules
épithéliales respiratoires non triées, sont capables de générer des clones cellulaires (Figure
46). Les cellules cylindriques FT//CD151, purifiées en cytométrie en flux, puis ensemencées
dans ces mémes conditions et a la méme densité de départ que les cellules basales, n’ont

pas présenté cette capacité au niveau de notre étude.

Dans notre étude, les populations de cellules basales FT'/CD151" et de cellules non
triées développent des clones (appelés clones P0), observables a partir de 10 jours de
culture dans 100 % des expériences. Les clones obtenus en Passage 0 ont été isolés les uns
des autres puis cultivés individuellement, sur des supports cellulaires nourriciers, en
analysant leur capacité d’expansion. Chaque passage successif a ensuite été réalisé entre 10
et 15 jours apres récupération des cellules du clone. Les clones issus a I'origine de cellules

épithéliales non triées ont été passés 3 fois, avant de dégénérer alors que les clones issus de

cellules basales triées n’ont pu étre passés que deux fois, avant leur dégénérescence.

Clones issus de cellules FT+/CD151+
triées par cytométrie en flux

Colonies PO Colonies P1 Colonies P2

Clones issus des cellules totales
aprés dissociation

Figure 46 : Capacité des cellules basales triées et des cellules épithéliales non triées, a
générer des clones.

Evaluation de la capacité des cellules basales triées et des cellules épithéliales non triées,
ensemencées a faible densité, a générer des clones sur des supports cellulaires nourriciers en arrét
de prolifération. Chaque clone observé en Passage 0, va étre isolé de I'ensemble a I'aide d’un anneau
de clonage et d’'un traitement enzymatique, puis ensemencé sur un support de culture de diamétre
toujours supérieur pour favoriser I'expansion de ce clone (Objectif x10).
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Nous avons évalué le pourcentage d’obtention de clones issus de cellules épithéliales
non triées ou de cellules basales triées, aux différents passages (Tableau 3). Pour réaliser
cette étude, 12 échantillons de cellules épithéliales non triées provenant de patients
différents (120000 cellules au total), et trois échantillons de cellules basales triées issus des
cellules épithéliales de patients différents (15000 cellules triées au total) ont été utilisés.
Chacune des populations, présentant un pourcentage de viabilité similaire, a été
ensemencée a la méme densité cellulaire. La pureté des cellules basales triées était toujours

supérieure a 99 %.

Nos résultats indiquent que seule une faible proportion de cellules issues des
populations triées et non triées présente une croissance clonale (Passage 0), évaluée a 3,5 %
et 1,6 % respectivement. Cependant, a partir de I'obtention des clones PO issus de cellules
non triées ou de cellules basales triées, nous avons observé des résultats comparables en
termes de pourcentages d’obtention de clones P1, évalués a 31 % (cellules triées) et 35 %
(cellules non triées), et de clones P2, évalués a 7,6 % (cellules triées) et 6,8 % (cellules non

triées) a partir de I'isolement des clones PO.
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Nombre de Cellules épithéliales non triées Cellules basales FT*/CD151"
passage des clones (120000 cellules) (15000 cellules)
Passage 0 1,6 % des cellules de départ 3,5 % des cellules de départ
1920 clones isolés en PO 525 clones isolés en PO
Passage 1 35 % de clones obtenus issus de | 31 % de clones obtenus issus de
clones PO clones PO
Soit 0,56 % des cellules totales Soit 1,08 % des cellules totales
Passage 2 19,4 % de clones P2 (issus de 24,6 % de clones P2 (issus de
clones P1) clones P1)
Soit 0,108 % des cellules totales Soit 0,27 % des cellules totales
=1 cellule/926 cellules totales =1 cellule/371 cellules triées
6,79 % des clones 7,6 % des clones
obtenus en PO obtenus en PO
Passage 3 Rares événements
12,09 % de clones P3 (issus de
clones P2)
Soit 0,013 % des cellules totales Absence de clones P3
=1 cellule/7692 cellules totales
0,82 % des clones
obtenus en PO

Tableau 3: Pourcentage d’obtention des clones aux différents passages, rapporté au
nombre de cellules ensemencées au départ, ou au nombre de clones PO isolés.

b) Caractérisation en immunocytochimie des clones
générés a partir de cellules épithéliales non triées

Nous avons caractérisé, en immunocytochimie, le phénotype des cellules composant
les clones obtenus en Passage 0, générés a partir de cellules épithéliales respiratoires
dissociées de polypes nasaux de quatre patients différents. Nous avons analysé I'expression
de différents marqueurs spécifiques des populations cellulaires composant I'épithélium
bronchique chez 'Homme (Figure 47). Notre étude indique que les clones générés a partir

de cellules épithéliales dissociées non triées, expriment les différents marqueurs des cellules
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basales de I'épithélium bronchique tels que la cavéoline-1a (A), le CD151 (B), le FT (C), la
CK13 (D), ainsi que le récepteur nicotinique a7 (E). En outre, nous pouvons noter
I’expression de ANp63 au niveau des cellules en cours de division (F, G). En dehors de
ANp63, les différents marqueurs étudiés sont exprimés de maniére uniforme par tous les
clones PO, ainsi que par chaque cellule composant le clone. D’autre part, I'étude de
I'expression de la B-tubuline (spécifique des cellules ciliées) et de MUC-5AC (spécifique des
cellules sécrétoires, non montré) montre que ces marqueurs ne sont pas exprimés par les

cellules des clones (H).

CDI151

B-tubuline

ANp63

Figure 47 : Caractérisation en immunocytochimie des clones PO, obtenus a partir de
cellules épithéliales non triées.

Les clones ont été incubés avec des anticorps primaires anti-Cav-1a (A), anti-CD151 (B), anti-FT (C),
anti-CK13 (D), anti-a7 (E), anti-ANp63 (G) et anti-B-tubuline (H) révélés a I'aide de I'anticorps
secondaire couplé a I'Alexa®Fluor 488. Les clones ont été également colorés a I’hématoxyline de
Harris (F, Objectif x10, C, E, H ; x20, A, F et x40, D).

L'analyse de I'expression par les clones PO de la CK14, seul marqueur clairement
identifié discriminant une sous-population de cellules basales bronchiques humaines (Figure
48), montre la présence de deux types de clones PO : les clones exprimant la CK14" (43,2 %

de la totalité des clones analysés) et les clones n’exprimant pas la CK14 (56,8 % de la totalité
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des clones analysés). Ces résultats suggerent que les clones se sont développés a partir de

deux sous-populations de cellules basales, exprimant ou n’exprimant pas la CK14.

Figure 48 : Etude de I'expression de la CK14, par les clones PO obtenus a partir de cellules
épithéliales non triées.

Les clones ont été incubés avec l'anticorps primaire anti-CK14 révélé a l'aide de I'anticorps
secondaire couplé a I'Alexa®Fluor 488. Les clones ont également été colorés a I’'hématoxyline de
Harris (Objectif x10).

5. Etude de la capacité des cellules basales a générer un
réseau de glandes respiratoires

En 1995, Engelhardt et al. ont montré la présence de cellules souches a capacité de
différenciation multipotente au sein des cellules épithéliales bronchiques humaines et aptes
a générer un réseau de glandes respiratoires au sein de la sous-muqueuse dans un modéle
de xénogreffe (Engelhardt et al.,, 1995). Sur la base de ces travaux, nous avons tenté de
déterminer la capacité des cellules épithéliales totales ou des cellules basales humaines

adultes triées a partir de polypes nasaux, a générer un réseau de glandes dans un modeéle de
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culture in vitro en 3 Dimensions développé par Montesano et al., en 1991 a partir de cellules

épithéliales rénales (Montesano et al., 1991).

Nous avons donc étudié la capacité des cellules épithéliales respiratoires, dissociées de
polypes nasaux provenant de cinq patients différents, ou de cellules basales issues de trois
expériences de tri, a générer un réseau de glandes respiratoires in vitro. Les cellules ont été
ensemencées sur des gels de collagéne. La confluence du tapis cellulaire a été obtenue apres
5a 7 jours de culture. Des 15 jours de culture, nous avons pu observer que certains foyers de
cellules épithéliales non triées (Figure 49) aussi bien que des cellules basales triées (Figure
50) ont formé des massifs cellulaires qui se sont invaginés et ont envahi les gels de collagéne
pour former des structures multicellulaires, observables en microscopie optique inversée
(Figure 49) ou aprés sections de gels cryofixés (Figure 50). En outre, certaines structures
multicellulaires développées a l'intérieur des gels présentent une lumiere (Figure 50, D).
Cependant, les cellules, dont I'origine épithéliale a été vérifiée par leur expression de
cytokératine (Figure 50, E), formant ces structures restent immatures. En effet, elles
n’expriment pas de marqueur classique de cellules glandulaires bronchiques comme la

mucine MUC-5AC.
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Figure 49 : Structures multicellulaires obtenues a partir de cellules épithéliales non triées
ensemencées sur des gels de collagéne de type |, observées en microscopie optique apres
15 et 35 jours de culture. Observation de foyers de cellules épithéliales envahissant les gels a
partir d’'un tapis de cellules confluentes (A, B, C). Observation de structures multicellulaires a
I'intérieur des gels de collagene | (D, E, F). (Objectif x20).

,;'

y

Pan-Cytokératine

Figure 50 : Structures multicellulaires obtenues aprés 15 a 35 jours de culture a partir de
cellules épithéliales basales triées ensemencées sur des gels de collagéne de type |,
observés aprés sections des gels cryofixés. Les coupes ont été colorées a I’lhématoxyline de
Harris (A), a I’hématoxyline/éosine (B, C, D) ou incubées avec un anticorps anti-Pan-cytokératine (E)
révélé a I'aide d’un anticorps secondaire couplé a I’Alexa®Fluor 488 (E). Les sections révelent la
présence de structures épithéliales multicellulaires (E) bordant parfois une lumiére (D) (Objectif x20).
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C. DISCUSSION

Sur la base des travaux menés par Hajj et al., en 2007, démontrant la capacité
progénitrice des cellules basales de I'épithélium de surface bronchique humain adulte (Hajj
et al., 2007), nous avons tenté d’identifier, dans cette seconde partie de notre étude, la
présence éventuelle d’'une ou de plusieurs sous-populations au sein des cellules basales,
sous-population(s) candidate(s) au statut de cellules souches tissulaires. Dans la premiére
partie de nos travaux, nous avons démontré que les cellules basales sont progénitrices, non
seulement de I'épithélium bronchique, mais également de I'épithélium bronchiolaire humain
adulte. Les cellules basales, identifiées le long de I'épithélium respiratoire depuis les voies
aériennes proximales jusqu’aux bronchioles, constitueraient un pool progéniteur
régénératif, latent dans des conditions normales et activable suite a une lésion produite par
les pathogeénes ou aérocontaminants contenus dans I'air. Cependant, bien que des résultats
qguant a l'identité des cellules souches respiratoires aient été obtenus dans des modeéles
d’études murins, les cellules souches, au sein de leurs niches respectives, n’ont pas encore

été identifiées chez ’lHomme.

Sur I'hypothése que les cellules souches de I'épithélium des voies aériennes
humaines correspondraient a une sous-population de cellules basales nous avons tenté
d’identifier cette sous-population, a partir de cellules issues de polypes nasaux humains,
tissus bordés d’un épithélium respiratoire présentant des propriétés morphologiques et
fonctionnelles comparables a celles d’un épithélium bordant les bronches humaines
(Knowles et al., 1981). Pour ce faire, deux approches, menées en paralléle, ont été utilisées :
d’une part, la recherche de nouveaux marqueurs spécifiques des cellules basales et plus
particulierement d’'une ou plusieurs éventuelles sous-populations de celles-ci, et d’autre

part, I'étude de la capacité d’expansion clonale des cellules basales triées et purifiées.

L'expression de différents marqueurs cellulaires a été étudiée, marqueurs identifiés
dans la littérature au niveau de I'épithélium des voies aériennes, ou classiquement exprimés

par différents types de cellules souches tissulaires adultes humaines.

De nombreux marqueurs membranaires, cytoplasmiques ou nucléaires des cellules basales

ont été décrits dans la littérature : le facteur de transcription p63, les cytokératines-5, -13, -
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17 (Daniely et al., 2004 ; Nakajima et al., 1998 ; Dupuit et al., 1995), le CD44 (Mackay et al.,
1994), les intégrines de types a6, B4 et 1 (Coraux et al., 1998 ; Rock et al., 2009), la GSI-B4
(groupe sanguin B) (Bals et Welsch, 1997), le canal a eau AQP-3 (Kreda et al., 2001; Avril-
Delplanque et al., 2005), les sous-unités a7 et 2 composant les récepteurs nicotiniques
(Maouche et al., 2009 ; Tournier et al., 2006), le TNF receptor-associated factor 4 (TRAF-4)
(Krajewska et al., 1998), le CDw137 (Boussaud et al., 1998), le Discoidin domain receptor
family member 1 (DDR1) (Sakamoto et al., 2001), le Nerve growth Factor Receptor (NGF-R)
et I'Epidermal Growth Factor Receptor (EGF-R) (Rock et al., 2009 ; Voynow et al., 2005).
Cependant, ces marqueurs sont exprimés par I'ensemble des cellules basales, de maniére

uniforme, et n’identifient donc pas de sous-population.

Nous avons alors choisi d’analyser I'expression de marqueurs dits « génériques » de
cellules souches tissulaires humaines, tels que la glycoprotéine de la famille des
transporteurs ABC appelée ABCG2 (ou Bcrp-1). L'expression de ce marqueur a été, a
I'origine, mis en évidence au niveau des cellules de certains types de cancers mammaires ou
du colon, caractérisés par une résistance a différents agents chimiothérapeutiques dde a un
efflux de ces substances cytotoxiques hors des cellules pathologiques via cette glycoprotéine
(Doyle et al., 1998). Cette protéine transmembranaire a, par la suite, été observée au niveau
de différents épithélia normaux, tels que I'épithélium intestinal et du colon, et surtout
identifié en temps que marqueur caractéristique d’un type particulier de cellules souches
appelé Side Population (SP). Ces cellules souches d’origine hématopoiétique ou non-
hématopoiétique, capables d’effluer le Hoechst 33342 via Bcrp-1, ont été identifiées au
niveau de la moelle osseuse murine (Goodell et al., 1996), puis au sein de certains tissus
solides (Challen et Little, 2006), notamment I'épithélium pulmonaire murin (Summer et al.,

2003 ; Reynolds et al., 2007).

Le CD133 est, quant a lui, reconnu comme un marqueur de cellules souches somatiques
tissulaires, souvent utilisé en combinaison avec d’autres marqueurs pour l'isolement des
cellules souches dans de nombreux tissus tels que la moelle osseuse (Yin et al., 1997), le
cerveau (Uchida et al., 2000) ou le foie (Kordes et al.,, 2007). De plus en plus d’études
mettent en évidence I'expression du CD133 au niveau de cellules souches cancéreuses de
différentes origines comme la prostate, le colon ou le poumon (Eramo et al.,, 2008; Ricci-

Vitiani et al., 2007; Collins et al., 2005). Ce marqueur, identifié au niveau de certaines
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cellules épithéliales adultes (Corbeil et al., 2000) et embryonnaires (Weigmann et al., 1997),
est décrit comme étant un antigéne de surface spécifique des cellules souches/progénitrices

hématopoiétiques humaines (Yin et al., 1997) et des cellules progénitrices endothéliales.

Le CD34 est un marqueur des cellules souches hématopoiétiques, endothéliales et
épidermiques humaines (lvanova et al., 2002; Blanpain et al., 2004). Une étude, réalisée en
2005, a montré que les cellules souches épithéliales bronchiolaires murines (BASC, CCSP*/SP-
C"), situées au niveau des jonctions bronchiolo-alvéolaires (BADJ), pouvaient étre isolées sur
la base de leur expression de Sca-1 (Stem cell antigen-1), et de CD34 (Kim et al., 2005).

Exprimée de maniere précoce au cours du développement embryonnaire, la nestine est,
guant a elle, également mise en évidence, au niveau d’une sous-population de cellules
souches de I'épithélium limbique de la cornée humaine (Seigel et al., 2003), ou au niveau du
compartiment régénératif du systeme nerveux central et de nombreux autres tissus comme

le foie, le pancréas, ou le tractus gastro-intestinal (Wiese et al., 2004).

Bien qu’étant identifiés au niveau de différents types de cellules épithéliales ou de cellules
souches bien caractérisées chez I'adulte, parmi ces différents marqueurs, seule la nestine a
été mise en évidence au niveau de toutes les cellules basales de I'épithélium respiratoire
humain. La nestine a été précédemment identifiée co-exprimée avec la CK14 et le facteur de
transcription ANp63, au sein du compartiment régénératif des glandes mammaires
humaines (Li et al., 2007). Cependant, ce marqueur, qui n’identifie pas de sous-population
de cellules basales, est en outre sensible au traitement enzymatique nécessaire a la
dissociation épithéliale des tissus respiratoires et est totalement absent des cellules

épithéliales isolées.

Notre étude nous a toutefois permis d’identifier trois marqueurs présentant une
spécificité d’expression par les cellules basales de I'épithélium de polypes nasaux humains: la

cavéoline-1 isoforme a, la ANp63a et la CK14.

La cavéoline-1 isoforme a, que nous avions préalablement identifiée au niveau de
I'ensemble des cellules basales bronchiolaires humaines, est exprimée également par les

cellules basales de I'épithélium des voies aériennes proximales, et présente toute les
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caractéristiques de résistance aux traitements enzymatiques nécessaires pour une utilisation
dans le cadre du tri des cellules basales. Cependant, ce marqueur n’identifie pas, tout

comme la nestine, de sous-population de cellules basales.

A linverse, I'analyse de I'expression de I'isoforme ANp63a et de la CK14 a montré des profils

d’expression non homogenes au sein de I'ensemble des cellules basales d’intérét.

p63, gene homologue de la p53 (suppresseur de tumeur), est décrit comme étant
impliqué dans la régulation des cellules basales de différents épithélia pluristratifiés
(épiderme ou épithélium des voies aériennes bronchiques et bronchiolaires), en régulant le
devenir, la différenciation et I’'homéostasie épithéliale au cours du développement
embryonnaire et dans les tissus adultes. En effet, les souris p63'/' ne présentent ni épiderme,
ni autres épithélia stratifiés (Yang et al, 1999). Le profil de transcription de p63 est
complexe, présentant différentes isoformes par épissage alternatif a activités opposées :
I'isoforme AN-p63, oncogénique, tronquée en NH2-Terminal dans son domaine de
transactivation, est considérée comme dominant négatif, et I'isoforme TAp63, présenterait
une activité similaire a la protéine suppresseur de tumeur p53 (Little et Jochemsen, 2002).
ANp63 présente un role de répresseur de transcription, en se liant soit directement a I’ADN,
soit en inhibant les isoformes TAp63. Ce marqueur serait également requis pour le maintient
d’un état de cellules « souches-like », favorisant la prolifération continue et la croissance
tumorale (Deyoung et Ellisen, 2007), en inhibant I'arrét du cycle cellulaire et I'apoptose
induits par TAp63 et p53. Chez l'adulte, I'isoforme ANp63a est exprimée de maniere
prédominante dans les couches cellulaires basales d’épithélia stratifiés, suggérant sa
contribution au maintien du potentiel prolifératif des cellules basales nécessaires a la
stratification épithéliale (Truong et al., 2006). Il a été établi en 2009, le réle de médiateur de
la ANp63 au cours de la stratification des kératinocytes en régulant directement les génes
codant des kératines exprimées par les cellules basales, notamment la CK14 (Romano et al,,
2009). Cependant, bien gqu’étant identifié¢ au niveau d’une sous-population de cellules
basales de I'épithélium de polypes nasaux, probablement des cellules entrées dans un état
prolifératif, ANp63 étant un marqueur nucléaire, il ne peut étre utilisé pour isoler cette sous-

population par cytométrie en flux.
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La Cytokératine-14, filament intermédiaire du cytosquelette épithélial, est exprimée
au niveau de tous les kératinocytes, ainsi que dans les cellules basales de nombreux épithélia
tels que les épithélia trachéaux, cesophagiens ou prostatiques (Porter et al., 2000), en
association avec la CK5 pour former des complexes hétérotétramériques qui s’étendent de la
surface du noyau a la membrane plasmique épithéliale. Il a été démontré que I'expression
de la CK14 augmente au niveau des cellules épithéliales embryonnaires qui donneront, a
termes, les cellules basales des épithélia stratifiés. De plus, I'expression de la CK14 serait
corrélée avec I'activité mitotique et le degré de multipotence des cellules basales de ces
épithélia (Coulombe et al, 1989). Ce marqueur a été largement étudié au niveau de
I’épithélium trachéal murin, dans le cadre de I'identification des éventuelles cellules souches
tissulaires, ainsi que dans I’établissement d’une hiérarchie des cellules souches/progénitrices
et leur descendance en cellules différenciées. En effet, il a été rapporté qu’une sous-
population de cellules basales, localisée au sein des canaux glandulaires et de I'épithélium de
surface trachéal dans les zones intercartilagineuses, exprime fortement la CK14, retient le
BrdU, et est capable de régénérer un épithélium trachéal pseudo-stratifié différencié apres
une lésion importante de I'épithélium (Borthwick et al., 2001). De plus, des travaux ont
montré la présence, au sein des cellules basales trachéales, de sous-populations
hétérogenes de cellules souches a capacité de différenciation unipotentes ou multipotentes,
ainsi qu’une induction rapide de l'expression de la CK14 au sein des cellules basales,
précédant I'apparition d’'une hyperplasie de celles-ci et d’'une redifférenciation en cellules
ciliées et en cellules sécrétoires (Hong et al., 2004b). La CK14 (marqueur de cellules
souches), au sein de |'épithélium trachéal murin, permet donc la mise en évidence de
I’'hétérogénéité des cellules basales et la discrimination de sous-populations, ou les cellules
CK14" (20 % des cellules basales totales) présenteraient des capacités de cellules souches, et
les cellules CK14 (80 %) présenteraient des capacités de cellules progénitrices. Cependant,
une étude récente a suggéré que l'induction de I'expression de la CK14 serait synonyme
d’une activation générant une induction de la différenciation cellulaire en réponse a des
signaux environnementaux (Cole et al., 2010). Dans notre étude, nous avons identifié
I’expression de la CK14 par de rares cellules basales au sein d’un épithélium non lésé. Ces
cellules pourraient donc bien correspondre aux cellules souches tissulaires adultes
humaines, ou au moins a des cellules quiescentes capables d’étre réactivées en fonction des

conditions environnementales. Cette population marquée pourrait ainsi constituer la
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population des cellules basales maintenues en état prolifératif, donc pourrait
potentiellement constituer le réservoir des cellules souches de I'épithélium bronchique
humain. Cependant, comme pour ANp63, ce marqueur étant cytoplasmique, il ne peut étre

utilisé pour isoler les cellules d’intérét en cytométrie en flux.

Notre deuxiéme approche a consisté a étudier la capacité d’expansion clonale des
cellules basales afin d’identifier, parmi celles-ci, des cellules présentant des capacités de
prolifération et d’autorenouvellement différentes, discriminant ainsi les cellules souches des
cellules progénitrices. Pour cela, nous avons réalisé des tests de clonogénicité, a partir de
cellules basales triées en cytométrie en flux, ou a partir de cellules épithéliales de polypes
nasaux non triées. Par cette méthode, nous avons mis en évidence la capacité d’une faible
proportion de cellules basales triées et de cellules épithéliales non triées a générer des
clones en passage 0O, évaluée a 3,5 % et 1,6 % respectivement de la quantité de cellules
ensemencées. Nous pouvons donc tout d’abord constater I’hétérogénéité de la population

des cellules basales, tant sur le plan phénotypique que fonctionnel.

En comparant les données chiffrées établies en passage 0, nous pouvons observer
que les cellules basales génerent environ 2,2 fois plus de clones que les cellules épithéliales
non triées. Or, il a été rapporté que les cellules basales représentent environ 30 % de la
totalité des cellules épithéliales de I'épithélium bronchique humain (Boers et al., 1998). Nos
résultats suggerent donc que, dans les tests réalisés a partir de cellules épithéliales non
triées, les cellules basales pourraient représenter le pool de cellules doué de capacité
d’expansion clonale. De plus, afin de déterminer la capacité des cellules cylindriques (cellules
ciliées et sécrétoires), a générer des clones in vitro, cette population, triée en cytométrie en
flux, a été ensemencée a la méme densité que les cellules basales. Comme il avait été
précédemment établi par Hajj et al. en 2007, nos résultats montrent que les cellules
cylindriques de I'épithélium bronchique humain adulte, méme sur une couche de cellules
nourricieres, sont incapables de proliférer et de générer des clones cellulaires. Cette
observation renforce I'hypothése du développement de clones par les seules cellules basales

au sein des cellules épithéliales non triées.
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Les clones obtenus en passage 0 ont ensuite été isolés puis cultivés individuellement. Bien
qgue le pourcentage de clones obtenus en passage 1 et en passage 2 soit similaire pour les
cellules basales triées et pour les cellules épithéliales non triées (passage 1: 31 % et 35 %,
pour les cellules basales et les cellules non triées, respectivement ; passage 2 : 7,6 % et 6,8
%, pour les cellules basales et les cellules non triées, respectivement), il est a noter que les
clones dérivant a l'origine de cellules épithéliales non triées ont pu étre passés 3 fois alors
qgue les clones issus de cellules basales triées n‘ont pu étre passés que deux fois. Cette
observation suggere que les cellules triées, ayant subi un protocole de marquage lourd avant
le tri cellulaire, ainsi qu’un passage dans un flux liquidien a haute pression, seraient

fragilisées.

Les résultats que nous avons obtenus mettent en évidence I'hétérogénéité de la
population des cellules basales, qui serait constituée majoritairement des cellules incapables
de réaliser des clones, et de plus rares cellules montrant des capacités d’expansion in vitro, a
plus ou moins long terme. Cependant, le faible nombre de passages ayant pu étre réalisés
indique, soit une absence de cellules souches au sein des cellules que nous avons
ensemencées, soit la présence unique de cellules progénitrices, soit des conditions de

culture impropres a I'expansion des cellules souches d’intérét.

Nous avons également caractérisé du point de vue phénotypique, les clones obtenus
en passage 0 générés a partir de cellules épithéliales non triées. Nous avons ainsi pu montrer
gue tous les clones obtenus in vitro, expriment les différents marqueurs spécifiques des
cellules basales bronchiques humaines tels que la cavéoline-1, le CD151, le FT, la CK13, ainsi
qgue le récepteur nicotinique a7 et la ANp63, avec une expression de ce dernier facteur de
transcription au niveau des cellules en cours de division. A I'exception de ANp63, I‘'ensemble
des cellules composant les clones et I'ensemble des clones expriment ces marqueurs
uniformément. De plus, nous avons montré I'absence d’expression de marqueurs des
cellules différenciées ciliées et sécrétoires ce qui indique que 1) les clones se sont
développés a partir des seules cellules basales, et 2) les cellules des clones ne se sont pas
différenciées dans nos conditions de culture. De facon intéressante, nos résultats montrent

que l'expression de la CK14, seul marqueur clairement identifié discriminant une sous-
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population de cellules basales bronchiques humaines, par les clones en passage 0 est
restreinte a une proportion des clones développés, de I'ordre de 43,2 % de la totalité des
clones analysés. Cette observation suggere que les clones obtenus dérivent, a I'origine, d’au
moins deux sous-populations de cellules basales : les cellules basales CK14" et les cellules
basales CK14°, confirmant ainsi I’'hétérogénéité de la population des cellules basales de

départ.

Enfin, nous avons analysé la capacité des cellules basales triées et des cellules
épithéliales non triées, apres leurs ensemencements sur des gels de collagéne, a générer des
structures glandulaires aprés invasion des gels. Nous avons tout d’abord montré que les
cellules basales triées ainsi que les cellules épithéliales non triées sont capables de former
une monocouche cellulaire confluente sur les gels de collagene de type I. Sur la base des
résultats que nous avons présentés précédemment, nous pouvons conclure que le tapis
cellulaire obtenu a partir des cellules épithéliales non triées s’est développé a partir des
seules cellules basales présentes au sein de la population ensemencée. Nous avons ensuite
pu observer que, dans les deux cas de culture, certaines cellules, au sein de tapis, sont
capables de former des flots cellulaires qui envahissent les gels et reconstituent des
structures multicellulaires non différenciées, bordant parfois une lumiere. Nous pouvons
donc conclure qu’il existe, au sein des cellules basales bronchiques humaines, une sous-
population, non identifiée sur des critéres morphologiques ou immunocytochimiques, douée
de la capacité de générer des structures pseudo-glandulaires tridimensionnelles. Ce résultat
est a rapprocher de I'observation faite par Engelhardt et al. en 1995, qui rapportaient que
des cellules épithéliales bronchiques humaines, génétiguement tracées, régénéraient un
épithélium bronchique différencié dans un modele de xénogreffe, et que de plus, une sous-
population cellulaire présentait le potentiel de générer un réseau de glandes respiratoires au
sein de la sous-muqueuse, démontrant la présence de cellules souches a capacité de
différenciation multipotente, au sein des cellules bronchiques humaines (Engelhardt et al.,

1995).
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V. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le travail de cette these a été mené autour de deux axes étroitement liés, d’'une part,
en identifiant la nature des cellules progénitrices endogenes responsables de la régénération
de I'épithélium bronchiolaire humain, et d’autre part, en s’appuyant sur des précédents
travaux identifiant les cellules basales en tant que cellules progénitrices de I'épithélium
bronchique humain adulte, en tentant d’identifier la présence potentielle de sous-
populations au sein des cellules basales, candidates au statut de cellules souches épithéliales

respiratoires humaines.

Dans la premiére partie de notre travail, nous avons démontré, pour la premiere fois
chez 'Homme, que les cellules basales de I'épithélium bronchiolaire adulte, isolées par
cytométrie en flux sur la base de leur expression spécifique d’un marqueur membranaire, le
CD151, et cultivées in vitro en interface air-liquide, sont capables de régénérer un épithélium
bronchiolaire différencié et fonctionnel. L'épithélium ainsi régénéré, a partir des seules
cellules basales purifiées, présente des caractéristiques morphologiques, structurales et
fonctionnelles similaires a celles d’'un épithélium bronchiolaire natif, ou a celles d’'un
épithélium régénéré a partir de cellules épithéliales bronchiolaires dissociées totales et non
triées. Les cellules basales de I'épithélium bronchiolaire présentent donc une capacité de
différenciation multipotente, pour donner I'ensemble des populations cellulaires composant
un épithélium bronchiolaire. Sur la base de ces résultats, nous pouvons conclure que les

cellules basales de I’épithélium bronchiolaire humain adulte peuvent étre considérées, au

moins, comme les cellules progénitrices de cet épithélium.

L’épithélium reconstitué par les seules cellules basales bronchiolaires n’est
cependant pas totalement caractérisé pour le moment. Il serait important d’identifier et de
qguantifier, sur la base de I'expression de marqueurs spécifiques des différentes populations
basales, ciliées et de Clara constituant I’épithélium bronchiolaire, les populations cellulaires
présentes au sein des épithélia régénérés a partir de cellules basales triées et de comparer
les résultats obtenus aux données présentées dans la littérature au niveau d’un épithélium
bronchiolaire natif. De plus dans le but de valider les cellules basales en tant que cellules

progénitrices de I'épithélium bronchiolaire humain, déterminer I'activité enzymatique de la
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télomérase par ces cellules est primordial. En effet, cette activité enzymatique est
faiblement détectée dans les cellules souches quiescentes, mais hautement présente dans
les cellules a activité proliférative importante, notamment les cellules progénitrices
(Umemoto et al., 2006), alors qu’elle semble absente de la plupart des cellules somatiques
(Forsyth et al., 2002). Enfin, il serait intéressant de réaliser des tests de reconstitution
itérative de I'épithélium bronchiolaire. Ces tests consistent a régénérer un épithélium
bronchiolaire mature a partir de cellules basales hautement purifiées, d’en isoler ensuite les
cellules basales sur la base de leur expression du CD151 et de tenter de reconstituer a
nouveau un épithélium différencié a partir de ces cellules, et cela, plusieurs fois a la suite.
Ces tests pourraient mettre en évidence la présence de cellules souches épithéliales

bronchiolaires au sein des cellules basales CD151" triées.

Nos résultats montrent que les cellules basales de I'épithélium bronchiolaire humain adultes
peuvent étre considérées comme les cellules progénitrices de cet épithélium. Dans la
mesure ou les cellules basales constituent également les cellules progénitrices de
I’épithélium respiratoire des voies aériennes proximales (Hajj et al., 2007; Rock et al., 2009),
cette population de cellules basales pourrait constituer un pool cellulaire prolifératif et
régénératif global au sein des voies aériennes. Cependant, bien qu’exprimant des marqueurs
spécifiques similaires et cultivées dans des conditions identiques, les cellules basales triées
et purifiées bronchiques et bronchiolaires présentent des capacités de différenciation
multipotentes  différentes, a l'‘origine de la régénération d'un épithélium
morphologiquement (hauteur de I'épithélium) et structuralement (composition cellulaire de
I’épithélium) différent. Ces deux types de cellules basales (bronchiques et bronchiolaires)
semblent étre donc des cellules différentes. Il serait donc extrémement intéressant d’étudier
et de comparer leur profil d’expression, par des études de transcriptomique et de
protéomique, afin d’identifier des marqueurs caractéristigues communs ou différents

permettant leur caractérisation phénotypique et fonctionnelle.

Dans la deuxiéme partie de notre étude, nous avons tenté d’identifier une ou

plusieurs sous-population(s) de cellules basales de I'épithélium bronchique humain adulte,
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potentiellement candidate(s) au statut de cellules souches épithéliales tissulaires. Nous
avons établi I'expression spécifique, par une ou plusieurs sous-populations de cellules
basales, de deux marqueurs que sont la CK14 et ANp63. Alors que ANp63 serait impliqué
dans le maintien d’un état prolifératif des cellules basales épithéliales, I'expression de la
CK14 identifie, au sein d’un épithélium bronchique humain adulte, une rare sous-population
de cellules basales, isolées ou en groupement de deux a trois cellules. Cependant, bien
gu’identifiant une sous-population d’intérét, aucun des marqueurs identifiés ne peut étre
utilisé pour I'isolement de celle-ci. Nous avons, en outre, mis en évidence la capacité d’une
faible sous-population de cellules basales bronchiques a réaliser in vitro une expansion
clonale limitée. Les clones générés expriment de maniere homogéne I'ensemble des
marqueurs spécifiquement identifiés au niveau des cellules basales bronchiques.
L'expression de la CK14 est, quand a elle, plus restreinte, et a identifié deux sous-populations
de clones, qui se sont donc développés a partir de deux sous-populations de cellules basales.
Dans la mesure ou les cellules basales épithéliales bronchiques humaines CK14" sont des
événements rares au sein des tissus, les clones dérivant de ces cellules et exprimant ce
marqueur pourraient constituer la sous-population d’intérét recherchée, candidate au statut
de cellules souches bronchique. Ces clones nous paraissent donc étre d’un intérét majeur. Il
semble important de définir les conditions optimales favorisant leur expansion, puis de les
étudier en termes de transcriptome et de protéome afin de mettre potentiellement en
évidence un profil d’expression de certains génes spécifiquement exprimés par des cellules
souches adultes tissulaires déja identifiées, ainsi que des marqueurs spécifiques permettant
de les isoler par la comparaison de leur profil d’expression avec celui des cellules basales

CK14 .

Une troisieme méthode pourrait étre envisagée afin de mettre en évidence une ou
des sous-populations de cellules basales épithéliales respiratoires. En effet, des études ont
mis en évidence I'activation de certains marqueurs suite a un stress, marqueurs permettant
d’identifier une sous population cellulaire présentant une résistance a I'apoptose, une forte
capacité de prolifération et une importante activité de la télomérase. Cette étude indique
gu’une sous-population en dormance, présentant des capacités de cellules souches, pourrait
potentiellement étre réinduite lors d’un stress (Reddy et al., 2004 ; Lee et al., 2006). Dans ce

cadre, il pourrait étre envisagé la possibilité de réinduire |'expression, par une sous-
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population préalablement quiescente, de marqueurs discriminant la population de cellules

souches parmi les cellules basales.

Notre étude a également mis en évidence la présence d’une sous-population de
cellules basales a I'origine de la formation de foyers d’invasion cellulaires afin de générer in
vitro des structures cellulaires tridimensionnelles de type glandulaire, capacité identifiée
comme spécifique des cellules souches épithéliales bronchiques humaines (Engelhardt et al.,
1995). Cependant, les études permettant d’identifier la sous-population basale a capacité de
cellules souches ne sont qu’a leur commencement. Il apparait impératif d’identifier de
nouveaux marqueurs de discrimination membranaires d’éventuelles sous-populations en
association avec |'expression de la CK14, seul marqueur jusqu’a présent mis en évidence,
afin d’isoler ces cellules, et de les caractériser phénotypiquement et fonctionnellement. Il
sera également fondamental d’établir les conditions optimales de maintien de I'état
multipotent des cellules d’intérét et de définir I’environnement propice a leur expansion en

culture in vitro.
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Airway epithelial basal cells are known to be critical
for regenerating injured epithelivm and mainmining
tissue homeostasis. Recent evidence suggests that the
o7 nicotinic acetylcholine receptor (nAChR), which
is highly permeable to Ca®*, is involved in lung mor-
phogenesis. Here, we have investigated the potential
role of the o7 nAChR in the regulation of airway
epithelial basal cell proliferation and the differentia-
tion of the human airway epithelivm. In vive during
fetal development and i vitro during the regenera-
tion of the human airway epithelium, 7 nAChR ex-
pression coincides with epichelivm differentiadon.
Inactivating «7 nAChR function in vitro increases cell
proliferaton during the inidal steps of the epithelivim
regeneration, leading to epithelial alterations such as
basal cell hyperplasia and squamous metaplasia, re-
modeling observed in many bronchopulmonary dis-
eases. The regeneration of the airway epithelinm after
injury in o7/~ mice is delayed and characterized by
a transient hyperplasia of basal cells. Moreover,
1-year-old o7~ mice more frequently present basal
cells hyperplasia. Modulating nAChR function or ex-
pression shows that only o7 nAChR, as opposed to
heteropentameric « 5, nAChRs, controls the prolif-
eration of human airway epithelial basal cells. These
findings suggest that 7 nAChR is a key regulator of the
plasticity of the human airway epithelivm by control-
ling basal cell proliferation and differentiadon pathway
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and is involved in airway remodeling during broncho-
pulmonary diseases. (Am J Pathol 2009, 17518681882
DOL: 10,2353 /afath. 20049.0°%0212)

The respiratory epithelium, which is constantly exposed
to airborne pollutants, is frequently injured, which results
in altered epithelial functions. To restore these functions,
the respiratory epithelium must undergo rapid repalr via
epithelial cell spreading and migration and regenerate its
structure via basal cell proliferation and differentiation.’
These processes are tightly controlled to restore the
pseudostratified architecture of the narmal mucociliary
epithelium. However, in most respiratory diseases, alter-
ations of the regeneration processes induce epithelial
remodeling such as hyperplasia, metaplasia, and fibrosis.
Unclerstanding the sequence of processes invalved in cell
proliferation and differentiation is therefore of crucial impor-
tance. Baoth in vivo and in vitro, hurman airway basal cells are
able to proliferate and reconstitute a fully difierentiated and
functional epithelium.® These cells are such congidered as
progenitors of the hurman airway epithelium and important
actors of the alrway epithelium regeneration.

The nonneuronal cholinergic system is thought to be
involved in the regulation of cell functions such as cell-
cell interaction, apoptosis, and proliferation.® It is now
ectablished that human bronchial epithelial cells contain
all of the machinery for the production, storage, secre-
tion, and degradation of acetylcholing, which acts as an
autocrine or paracring hormone. *® Acetylcholine exerts
its effects through muscarinic and nicotinic acetylcholing
receptors. Nicotinic acetylcholine receptors (nAChRS)
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are composed of five subunits, arranged as «/g hetero-
meric or & homomeric nAChRs, and assembled around a
central ion channel, mediating the influx of Ca®+.% The
airway epithelium expresses «3, a4, a5, a7, a9, g2, and
£4 subunits for nAChRs.

«7 NACHR is characterized by an elevated Ca®+ per-
meability"™ and has been involved In several important
biological processes such as cell proliferation, apoptosis,
and angiogenasis in cancer.™"® Prenatal nicoting expo-
sure significantly increases pulmonary a7 nACHR expres-
sion and alters fatal lung development™ and subse-
quently pulmonary function in newborn.™ In particular,
alteration of lung branching morphogenesis induced by
nicotineg iz mediated by «7 NACHR."® Altogether, these
obiservations led us to investigate whether the «7 NAChR
could be involved in the differentiation of the respiratory
epithelium. In the human airway epithelium, we observed
a? NACHR expression in basal cells, which play a critical
role in the epithelial regeneration. Both invive and in vitro, the
a7 NACHR expression is associated with the ainwvay epithe-
liurn differentiation. Morecver, in wiro inactivating «7 nACHR
or in vivo disrupting genetic «7 NACHhR expression induces
alrway epithelium remodeling by modulating basal cell pro-
liferation. This study thus provides several lines of evidence
that «7 NACHR is significant for airway epithelia differentia-
tion and suggests that «7 NACHR Is a key regulator of the
plasticity of the alrway eptthelium.

Materials and Methods

Reagents

Unless otherwise stated, all reagents were from Sigma-
Aldrich Chimie (L'lsle d'Abeau Chesnes, France): mouse
anti-cytokeratin (CK)-13 (clone KS-1A3; 1/1000), mouse
anti-CK14 (clone LLOZ; 0.7 wpg/ml), mouse anti-Ki-67 (5
pa/ml) (Dako, Trappes, France), mouse anti-g-tubulin
{clone KMX-1; 0.1 pg/ml) and mouse anti-glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase (MAB374; 1 pg/ml)
(Millipore, St. Quentin en Yvelines, France), mouse anti-
human cystic fibrosis transmembrane conductance reg-
ulator (clone 24-1; 2 pg/ml) (R&D Systems, Minneapolis,
MMN), mouse anti-zonula occludens (ZO)-1 (clone Z01-
1A12; 1/20) (Zymed Laboratories, San Francisco, CA),
mouse anti-desmoplakin 1-2 {clone DP1 and 2-2.15; 20
pa/ml) (Harlan Sera-Lab, Loughburough, UK), rabbit
polyclonal antibodies anti-nAChR a7 (H-302, lot A2203; 1
pa/ml), anti-caveolin-1 (N-20; 2 wg/ml) and anti-a-ENaC
(H-95; 1 wo/ml) and mouse anti-Foxj1 (clone 3-19; 2
pg/ml) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), rab-
bit anti-transglutaminase-1 (0.2 pg/ml) (Covalab, Cam-
bridge, UK), 4'.6&'-diamino-2-phenylindcle (200 ng/fml),
Griffonia simplicifolia izolectin B,-FITC (GSI-B4; 4 pg/ml),
Alexa Fluor 488 and Alexa Fluor 594 goat anti-mouse or
anti-rabbit (19G H+L; 1/200) secondary antibodies,
aBTX-Alexa Fluor 488 conjugate, rabbit anti-Alexa Fluor
488 (5 pa/ml) and donkey anti-rabbit 19G-Alexa Fluor
conjugate (10 pg/ml) (Molecular Probes, Eugene, OR),
and e-conotoxin Ml was synthesized by Genesprep
(Montpelier, France) according to Ref.'®
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Human Airway Tissues and Ex Vivo Wound
Repair Model

The use of human tissues was authorized by the bioethi-
cal law 94-854 of the Public Health Code of France, with
a written consent from the patients or their families. Tra-
cheas from normal human fetuses ranging from 10 to 25
weeks of development were abtained after medically in-
duced abortions. Human airway tissues were collected
after nasal polypectomy of patients who did nct suffer
from any other disease. Human bronchial tissues from
patients undergoing surgery for bronchial carcinoma
were obtained from microscopically normal areas distant
from the tumor,

Hurman bronchial tissue samples were locally injured
and the repair process was followed for 4 days as de-
scribed praviously, 718

Epithelial Cell Isolation and Culture

Human airway epithelial cells (HAECS) were isolated from
polyps and bronchial tissues and cultured in an air-liquid
interface culture condition as described praviously, 21920
After 5, 7, 9, 11, 16, 23, 30, and 33 days, cells were
detached with trypsin and counted with the ADAM-MC
apparatus {Labtech, France).

Human airway basal epithelial cells were sorted and
separated from secretory and ciliated cells by FACS as
described previously.® The sorted cells were composed
of 98.4% basal cells as demonstrated by the reanalysis of
the sorted cells.

Immunocyto/histochemistry

An indirect immunofluorescence labeling technique was
performed on frozen sections of bronchial tissues or cell
cultures as described praviously."® Al flucrescence-la-
beled preparations were examined with an Axiolmager
microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany) equipped
with a Cooclsnap FX camera (Roper Sclentific, Lisses,
France). Images were processed with the AxioVision
(Zeizs) and Photoshop (Adobe Systems, San Jose, CA)
software,

Localization of Binding Sites for a-Bungarotoxin

Binding sites for e-bungarotoxin («BTX) were studied in
bronchial tissue samples according to Ref.?? with some
modifications, including the following steps: 1) overnight
incubation at 4°C with 1 pmol/L «BTX-Alexa Fluor 488
conjugate, 2) fixation with 4% paraformaldehyde for 20
minutes at room temperature, 3) overnight incubation at
4°C with 5 pa/ml rabbit anti-Alexa Fluor 488, 4) incuba-
tion for 1 hour at room temperature with 10 pa/ml donkey
anti-rabbit 1g9G-Alexa Fluor 488 conjugate, and 5) coun-
terstaining with hematoxylin. Controls were performed
by omitting «BTX-Alexa Fluor 488 conjugate in the first
incubation.
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Cell Proliferation Assay

Freshly isolated HAECs or FACS sorted basal epithelial
cells were seeded on 96-well microplates in a prolifera-
tion medium, adapted from Refs.'® and *= at a density of
20 = 10% cellsfcm?, and cultured in the presence of 0-10
pmolilL «BTX, methyllycaconitine, e-connotoxin MIl, or
mecamylamine. Cells were then incubated for 1 hour in
1 mg/ml 344,5-dimethylthiazol-2-yl)-2 5-dimethyltetrazo-
liumn bromide. The dye was extracted with propanol-2 and
the OD at 560 nm was read in a Xenius spectrophotorm-
eter (Safas, Manaco).

Transfection of Small Interfering RNA and
nAChR «f Expression Vector and RT-FCR
Analyses

Two o7 subunit-specific 19-nt sequences were selected
in the coding seguence of NACHR &7 subunit (GenBank
accession no. NMOOD746) to generate 21-nt sense and
21-nt antisense strands of the type (19N} TT (N, any
nucleatide). The selected 19-nt sequences were as fol-
lows: a7sil, 5'-CAUCCGALUUCGGUACCAULU-3"; and
afsi2, B'-GGACAGAUCACUALULUACA-3" (Eurogentec,
Seraing, Belgium). Two duplexes, which do not recog-
nize any sequence of human genome, were used as
control, Atotal of 20,000 16HBE140-cells were transiently
transfected with 20 nmol/L siRNA duplexes by using the
calcium phosphate-precipitation method. Twenty-four

hours after transfection, cells were counted and collected
for RT-PCR analysis.

Using FUGENE & reagent (Roche Diagnostics, Meylan,
France), 20,000 18HBE14o-cells were transiently trans-
fected with 1 pg/ml pCMVE empty vector or 1 pg/mi
pPCMVE-cDMA «7 (OriGene, Rockville, MD), according to
the manufacturers procedure. The cells were counted
and collected for RT-PCR analysis at 1, 3, and & days
after transfection.

RT-PCR analyses were performed as previously de-
scribed,® using primers for human a7 nACHR (5'-
CAGTCTTACTCTCTCTTACCGTCT-3" and 5'-GCAC-
CAGTTCAGAAGGATGACTC-3", Eurogentec).

Western Elotting

Quantification of o7 RACKR by Western blotting was per-
formed as previously described,®® using the H-302 anti-
a7 NAChR antibody. Subsequent detection of glyceral-
dehyde-3-phosphate dehydrogenase was performed on
the same filters as a control,

Transgenic Mice

All experiments and procedures were performed in com-
pliance with the French Ministry of Agriculture regulations
for animal experimentation. Mice lacking the «7 subunit
of the nicatinic receptor (C57ELE background) and wild-
type littermates were generated as praviously reported,®*
shipped from Institut Pasteur (Paris, France) and housed

in a sterile animal care facility. Mice, used for the study of
the tracheal epithelium regeneration process, were ~8
weeks of age. The phenatype of tracheal epithelium was
also investigated in 1-year-old mice.

Incluction of Tracheal Epithelial Damage in Mice

Epithelial desquamation was induced in mouse trachea
after instillation of polidocanol. * Thirty-five microliters of
2% polidocanol in PBS was slowly ingtiled into the nos-
trile. Animals were sacrificed on days 0 (before polydo-
canol treatment), 2, 4, 6, 7, and 8, and trachea was
rermoved. The morphology of the tracheal epithelium was
studied in 10 hematoxylin-stained sections covering the
entire proximal region of the trachea extending 1-3 mm
beneath the larynx. The epithelial height was measured in
three different areas of the tracheal epithelium.

Characterization of the Tracheal Epithelium
Histology in a7 ™ and a7 "~ 1-Year-Old Mice

The morphology of the tracheal epithelium was studied in
a7+ and 7'~ 1-year-old mice, in ~10-15 hematoxy-
lin-stained sections covering the entire proximal region of
the trachea extending 1-3 mm beneath the larynx. In all
sections derived from a7+ and a7/~ mice, three dif-
farent phenotypes of the surface epithelium were ab-
served. In each section, we assessed the percentage of
each phenotype along the total length of the tracheal
apithalinm covarind cartilana

Hesulis

a7 NAChR Expression Is Associated with the
Differentiation of the Airway Epithelium

When using the H-302 polyclonal antibody or «BTX, a
competitive antagonist with a high affinity for the o7
nACHR, 2527 we |ocalized the «7 nACHR in the normal
human airway epithelium, both at the apical plasma
memkrane of columnar ciliated cells and in the pericel-
lular plasma membrane of basal cells (Figure 1, A and B).

To study the relationship between o7 NACHR expres-
sion and the differentiation of the airway epithelium, we
studied the expression of a7 NACHR bath in vive in human
tracheal tissue samples during fetal development and in
vitre during the regeneration of human ainvay epithelium.
The human fetal airway epithelium acquires its morgho-
logical differentiation at ~12 to 15 weeks of develop-
ment.#® We observed that, during the fetal development
of human airways, «7 nACHR expression starts at 13
weeks of development, simultansously with the expres-
sion of Z0-1, a marker of epithelial cohesion, of g-tubulin,
a marker of the ciliary differentiation and of cystic fibrosis
tfransmembrane conductance regulator, a marker of ep-
ithelium functionality for CI~ ion secretion at the apical
memkrane (Figure 2). The human airway epithelium can
be fully regenerated in viro from isolated HAECs main-
tained in culture in an air-iquid interface condition =2 In
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Figure 1. Localization of nAChR 7 in the airway epithelium. nAChR a7 was
Iocalized with the H-302 antibody at 1 pg/ml (A} or with AlexaFhaor48s-
aBTX at 1 pmol/L (B) in human bronchial tissue samples, both at the apical
side of the epithelium (arrows) and in basal epithelial cells (arrowheads).

this model, we observed a prograssive regeneration of
pseudostratified epithelium after 4 to & weeks (Figure
34). By using immunoflucrescence and RT-PCR tech-
niques, we observed that the expression of &7 NACHR In
the basal layers of the epithelium was maximal in steps 11
and Il (appearance of the first ciliated celle) and paral-
leled the expression of CK14, a marker of airway basal
cells * suggesting that 7 NACHhR axprassion in basal
cells is essential during the initial step of epithelial differ-
entiation and the establishment of the basal cell layer.
Thereafter, the expression became progressively re-
stricted to one single layer of basal cells for @7 NACHhR or
izolated basal cells for CK14 at a time where the epithe-
liurn was pseudostratified and continuously expressed
B-tubulin at the apical membrane (steps IV and V). Quan-
tification of RT-PCR showed that the amount of a7 NAChR
mANA progressively increased during steps | to 111 (P =
0.0183) and then decreased during steps Il fo V (P =
0.0388; Friedman test) (Figure 3B).

Altogether, these observations indicate that the «7
NACHR expression is related to the differentiation of the
alrway epithelium and provide a rationale for investigat-
ing the implication of &7 nACHhR in the differentiation of
the airway epithelium.

a7 NACHhR Expression/Activity Is Associated
in Vivo with the Remodeling of the Airway
Epithelium

The knockout mice model gives a good opporunity to
investigate the effect of the «7 NACHhR absence on the
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airway epithelium morphology and differentiation. In all
tracheal sections from 1-year-old control and &7~ mice,
three different phenotypes of the surface epithelium were
observed. Phenotype 1 corresponds to a normal epithe-
liurn with two layers of nuclel and an epithelium height in
the range of 25 to 35 pm. Phenctype 2 corresponds to a
normal epithelium with three to four layers of nuclel and
an epithelium height in the range of 40 to 55 pm. Pheno-
type 3 corresponds to a disorganized epithelium, with
four o six layers of nuclel, an absence of the superficial
columnar cell layer and an epithelium height in the range
of 30 to 55 wm (Figure 4A). By using the Griffonia simplici-
folia 1=olectin B4 (GS1-B4), which binds specifically to
basal cells in the mouse tracheal epithelium, we con-
firmed that phenotype 1 is characterized by one maono-
layer of basal cells, phenotype 2 contains onejtwo layers
of bazal cells, whereas GSI-B4 recognizes threefour lay-
ers of basal cells in phenotype 3 (Figure 4B). The per-
centage of phenotype 2 in the tracheal epithelium was
decreased in o7/~ mice as compared with control mice
(F = 0.0373), whereas phenctype 3 was 3.8 times more
expressed in a7~ mice (P = 0.0174) (Figure 4C), sug-
gesting that the absence of the «7 NAChR in mice is
aseociated with a more frequently observed hyperplasia
of basal cells in the tracheal epithelium.

The allosteric model for nAChRs implies the equilib-
rium between channel resting, opening and desensitiza-
tion.®" Chronic exposure to nicctine results in both peaks
of activation and long-term desensitization of nAChRs,
but it is now believed that the overall effect of sustained
smoking may result in nACHhR desensitization and that
chronic smoking maintaing this desensitization, even if
chronic nicotine exposure is also known to up-regulate
NACHRs.*® The o7 NACHR has been shown to be partic-
ularly susceptible to desensitization®3* and to up-reg-
ulation on nicoting exposure. ™' We thus postulated
that in heavy smokers the potential nicctine-induced in-
activation of the a7 nAChR may result in alterations in the
alrway epithelium differentiation. Indeed, in patients with
chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and with
a significant smoking history, the airway epithelium is
characterized by secretory cell or basal cell hyperplasia
and squamous metaplasia (Figure §). Hyperplasia of
basal cells (area B and D) and squamous metaplasia
{area C) are characterized by an overexpression of CK13
and CK14, desmoplaking 1 and 2, and by the absence of
B-tubulin at the apex of the epithelium, confirming the
absence of ciliated and polarized cells at the luminal
surface. Whereas o7 nACHhR expression is restricted to
one basal cell layer at the margin of the pseudostratified
epitheliurn (Figure 5 D, arrow), «7 nACHR is present up
through most basal layers in areas of basal cell hyper-
plasia or squamous metaplasia (Figure 5, D and C, ar-
rowheads). Similarly to what we observed during the in
vitro epithelium differentiation (Figure 3 A), a7 NACHhR
expression in remodeled areas of the ainvay epithelium is
mainly restricted to CK14-expressing basal cells.

These resulte suggest that the airway epithelium differ-
entiation-associated a7 NAChR expression implicates the
differentiation pathway of airway basal cells.
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CFTR
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Figure 2 Expression of nAChR a7 during the fetal development of the human airway epithelium. nAChR a7, the protein Z0-1, g-tabulin, and CFTR were localized
with Alexa 488 conjugates in human tracheal tissue samples at 11, 13, and 24 weeks of development and in samples from adult patients,

The a7 nACHR Is Involved in the Differentiation
Pathway of the Airway Epithelium

To investigate the function of the «7 NACHR in the differ-
entiation of the alrway epithelium, we first studied the
efiect of «BTX, a toxin with a high affinity for the «7
NACHR, on human bronchial tizsues undergoing repair.
After inducing a local wound in fresh human bronchial
tissues (ex wivo wound repair model), we abserved that
bazal cellz, characterized by the expression of CK13, are
able to spread and migrate to progressively cover the
wounded area. Similarly, we observed that the a7 nACHR
iz continuously expressed in basal cells in the unwounded
peeudostratified epithelium at the lesion edge and in the
repairing area (Figure 64). Exposure of culfures to a«BTX
induced a progressive thickening of the epithelium in the
repairing areas, with two to three and then four to six cell
layers after 3 and 4 days, respectively, as compared with
ane tothree cell layers observed in the control cultures. In
both control- and «BTx-exposed cultures, all repairing
cells contained CK13, but more cells expressed KI-67, a
proliferation marker, in their nuclel when exposed to
aBTX, especially after 4 days in culture (Figure 6B). These
observations suggest that the pharmacological inactiva-
tion of &7 NACHR up-regulates basal cell proliferation and
modulates the early events of epithelium regeneration. To
analyze in mare details and to quantify these effects, we

used anin vitro air-liguid interface culture model of airway
epithelium regeneration.

When analyzing the effect of the chronic exposure to
a«BTX on the regeneration of the human airvay epithalium
{in witro air-liquid interface culture madel), we first ob-
gerved that oBTX Induced a dramatic increase in cell
proliferation in the early phases of epithelial regeneration.
Indeed, in the presence of & pmol/L «BTX, we cbserved
a significant increase of the cell number (P < 0.05) at day
5 (+626%), day 7 (+206%), day 9 (+123%), day 11
(+23%), day 16 (+11%), and day 23 (+10%) (Figure 7A).
After 2 days in culture, we identified more Ki-67-positive
nuclei in aBTX-exposed cells than in control cells (Figure
7B). suggesting that «BTX was likely to favor cell cycle
progression rather than inhibiting apoptosis. Moreowver,
we observed that all cells expressing KI-67 in the nu-
cleus, were those expressing CK13, a marker of airway
basal cells (Figure 7B), suggesting that «BTX induced
basal cell proliferation during the initial step of epithelial
regeneration. Figure 7C (control) depicts the evolution of
the epithelium morphology during the regeneration pro-
cess in the absence of «BTX. On day 16, the control
cultures exhibit three to four layers of cuboidal undiffer-
entiated cells. On day 23, columnar cells and some cili-
ated cells (arrowheads) are ocbserved in the upper part
of the epithelium. Finally on day 33, the epithelium is
pseudostratified, ciliated cells are present all along the
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epithelium, CK13 and CK14 and desmoplakins 1 and 2
are eszentially expressed inthe basal layer of basal cells
while g-tubulin and « subunit of the epithelial sodium
channel (a-EMNaC) are expressed all along the apical
membrane of columnar cells, suggesting that the regen-
erated epithelium is now fully differentiated (Figure 70,
control). When epithelial regeneration was performed in
the presence of «BTX, added from day 1, the epithelium
was pluristratified and composed of five to six and seven
to eight layers of cuboidal cells at days 16 and 23
respectively, with some very flat cells observed at the top
of the epitheliurm on day 23. After 33 days of aBTX expo-
sure, the epithelium still consisted In 8 to 10 layers of
cuboidal and polyhedral cells, most of them overexpress-
ing CK13 and CK14 and desmoplaking 1 and 2 in the
basal layers whereas the apical expression of g-tubulin
and «-ENaC was greatly reduced (Figure 7, C and D,
aBTX d1), a situation similar to that observed in vivo in
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|iTubu lin

tokeratin 14

Figure 3. Expression of nAChR o7 during the in
witro regeneration of the human airway epithe-
livm. As nAChR o7, CK14 and S-mbulin were
localized during the different steps of the in vivo

differentiation of HAEC cultures in air-liquid in-
[ terface conditicn: step I comesponds o 4 o 7
days in culture, step I1 corresponds to the appear-
ance of the first ciliated cells (day 15200, step 1T
4 comesponds to the presence of 506 dliated cells
(day 22-27) and steps IV and V comespond 1o 1
and 2 weeks, respectively, afier step 111 B RT-
2 PCR gel (beft) and quantification of mRNA band
for nAChR o7 subunit, nomalized for 285 fRMNA
0 values (right) during steps I to V in air-liquid
| 11 m v A

interface cultures. The results are expressed as
mean band intensity = SD for four different ex-
periments conducted on airway epithelial cell
cultures derived from four different patients.

squamous metaplasia of the airway epithelium from
smoking patients with COPD (Figure 5C). Moreover, pi3,
present in airway basal cells and whose expression is
decreased during squamous cell differentiation, was
expreszed in the control basal cells but absent in «BTX-
expozed cultures. Transglutaminase-1, a well-known
marker of squamous differentiation of the respiratory
tract,® iz expressed at low level in the control cultures,
but overexpressed in the presence of aBTX (Figure 70).
The forkhead transcription factor Foxji is required for
ciliogenssis and also involved in the organization of the
apical membrane.® In the differentiated pseudostratified
epithelium, Fox1 is present and expressed at the same
level In most cell nuclel of the epithelium. In aBTX-ex-
posed cultures, Foxj1 is still present in the basal progen-
itor cells of the epithelium, but its expression is much
lower in the intermediate cells and finally absent in the
upper part of the epithelium (Figure 70). In summary,
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Figure 4. Morphological characterization of the tracheal epithelium in o777
and a7 7 mice. As Histological hematcxylin-stained sections of the upper
trachea illustrating the three different epithelial phenorypes observed in
l-year-old mice. Bs Binding of the FITC-conjugated GSI-B4 lectin to cryosec-
tions of mouse trachea. Each panel is matched with the corresponding
hematoxylin-stained sections presented at the same level in A Ci Quantifi-
cation (mean * SO0 of each phenotype 1. 2, and 3, expressed as percentage
ofthe total length of the tracheal epithelium in cross-sections of trachea from

contrel 77 mice (white bars, # = 9 and from 77" mice (black bars,
n = 0, The significance of the differences between control 0777 mice and
a7~ "7 mice was determined using the Mann-Whitney test.

adding «BTX from day 1-stimulated cell proliferation dur-
ing the initial steps of the regeneration and prevented the
differentiation of the normal pseudostratified airway epi-
thelium. To investigate in more details the relationship
between the initial stimulation of cell proliferation and the
subsequent alteration of epithelium differentiation, we
tested the effect of adding chronically «BTX from day 11,
ie, after ~50% of cell proliferation has already occurred in
the control culture (Figure 7A). When adding «BTX from
day 11, we did not cbserved any subsequent modifica-
tion of cell proliferation and the evolution of epithelium
morphalogy and the distribution of differentiation markers
were similar to those observed in the control culture, even
after a 22-day exposure to «BTX (Figure 7 A, C, and D,
aBTX d11), suggesting that cell proliferation needs to
be altered by «BTX, during the first steps of the epi-
thelium regeneration, to induce an alteration in epithe-
lium differentiation.

Finally, we investigated the effect of «7 NAChR ab-
sence on the regeneration of the tracheal epithelium in
a7+ and a7 = mice. Desquarnation of the mousge tra-
cheal epithelium was induced after instillation of a paly-
docanol solution.® Figure 84 depicts the morphology of
regenerating tracheal epithelum in «7++ and a7~
mice from days 0 to 8 after polydocanol instilation. Before
injury, both a7+* and a7~ 8-week-0ld mice presented
the same pseudostratified morphology of the tracheal
epithelium with one to two layers of nuclei. On day 2, only
flat cells spreading over the denuded basement mem-
brane are obssrved. On day 4, 3 to 4 and 810 10 cell layers
are presert in the control a7+ mice and in «7—'~ mice,
respectively, suggesting that an active cell proliferation
has occurred with a more significant effect observed in
a7~ mice. The first columnar cells are ocbserved In
a7+ mice, whereas the epithelium in a7—'= mice is stil
undifferentiated. ©n day &, the first basal cells are ob-
served only In a7*'* mize. On day 7, the epithelium in
a7+ mice is almost fully differentiated whereas that of
a7 ™'~ mice begins to pseudostratify with the appearance
of the first basal cells. On day 8, the epithelium in a7+
mice and in o7~ mice has a similar pseudostratified
structure. We measured the epithelium height during the
whole process of regeneration (Figure 8B). On day 4, the
epithelium is thicker both in a7 and o7 '~ mice (P =
0.0239) as compared with day 0. Then, we cbserved a
progressive and significant decrease of the epithelium
height between day 4 and day & both in a7+ mice (P =
0.0315) and in a7 '~ mice (P = 0.0067), with a thicker
epithelium In «7~'~ mice on day 4 and day & (P =
0.0209). Finally on day &8, the epithelium helight in «7 "~
mice (35.9 £ 3.4 pm) is still higher as compared with day
0(27.5 = 1.3, P = 0.0239), whereas the epithelium height
in &7+ mice (20.0 = 4 wm) is similar to that observed on
day 0(28.8 * 0.8, P > 0.93). Immunostaining for caveo-
lin-1, & marker of basal cells in the mouse tracheal epi-
thelium,*® confirmed a basal cell hyperplasia maore pro-
nounced in a7~ mice than in &7+ mice both on days
4 and 6, whereas a single basal cell layer is observed on
day 8 (Figure 8C). These results suggest that the regen-
eration of the airway epithelium in o7 '~ mice is altered
and characterized by a transient hyperplasia of basal
cells,

a7 NACHhR Regulates the Proliferation of Ainwvay
Epithelial Basal Cells

We have obeserved that «7 nACHR regulates the prolifer-
ation of HAECs in air-liquid interface culture and that the
proliferating cells are mainly composed of basal epithelial
cells (Figure 7, A and B). Because «3a582 NACHRE Ig also
expressed in basal epithelial cells and involved in the
wound repair process of the injured airway epithelium,®
we investigated the respective and potential role of o7
nACHR and a3a582 nACHR In basal cell proliferation by
studying the effect of different nAChR antagonists,
aBTX'*2527 and methyllycacaonitineg*? for the &7 NnACHR,
a-connotoxin MIL for the «382 nACHR,'® and mecamylamine
for all a8, heteropentameric NAChRs,* on the in vitro
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Figure 5. nAChR «7 in a smoker-derived remodeled human airway epithelium. The localization of nAChR «7, CK13 and CK14, desmoplakins 1 and 2 (Desmo),

and B-tubulin was studied by immunofluorescence with Alexa 488

onjugates (green color in dark pancls) in a human bronchial tissue sample derived from

a patient with a significant smoking history and presenting different types of remodeling: normal pseudostatified epithelium with hyperplasia of secretory cells

(A), hyperplasia of basal cells and squamous metaplasia (B), and squamous metaplasia (C). D reponts a7 nAChR distribution in the ar

of basal cell hyperplasia

a7 nAChR is expressed in the basal cell layer in the pseudostratified epithelivm (D, arrow) and present in most basal layers in areas of basal cell hyperplasia or

squamous metaplasia (D and C. arrowhecads)

proliferation of isolated HAECs (Figure 9A) and of sorted
human airway basal epithelial cells (Figure 9B). We did
not observe any significant effect of both a-connotoxin
MII and mecamylamine on cell proliferation when tested
from 0.1 to 10 pmol/L. On the contrary, aBTX exposure
dose-dependently increased cell proliferation both in iso-
lated HAECs (Figure SA) and in sorted human airway
basal epithelial cells (Figure 9B), with a maximal effect
observed for a 10 wmol/L concentration. Both «aBTX and

methyllycaconitine, two competitive antagonists of a7
nAChRs, stimulated basal cell proliferation (Figure 9B).
Similarly, exposure of 16HBE140-cells, a normal human
airway cell line** expressing the basal airway cell mark-
ers CK13 and CK14 (Figure 10 A), to 0.1-10 pmol/L aBTX
significantly increased (P = 0.0074, Friedman test) cell
proliferation in a dose-dependent way (Figure 10B).
Transfection of the 16HBE140-cell line with two different
small interfering RNAs (siRNAs), Si1 and Si2, targeted to
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Figure 6. Effect of aBTX on the ex vivo wound repair of the human respiratory epithelium. Normal human bronchial tissue samples were lox
s in culture, the localization o

vivo wound repair model) and maintained in culture. As After 2 day

Lesion edge

Migrating cells

a-bungarotoxin

-ally wounded (ex
K13 and nAChR a7 was studied by immuncfluoresc

Alexa 488 conjugates (green color in dark pancls) in stationary cells in the unwounded pseudostratified normal epithelium (left column), in the transition area
between the normal unwounded epithelium and the migrating cells (middle column) and in migrating cells in the wounded area (right column). Arrowhcads
denote expression of nAChR a7 in basal cells present in the unwounded pseudostratified epithelium and at the lesion edge. Bs After 3 and 4 days in culure in
the presence (right panels) or absence (control, keft panels) of 5 pmol/L aBTX, the localization of CK13 (Alexa 594, red color) and of the Ki67 protein (Alexa
488, green color) was studied by immunofluorescence in the regenerating epithelium, ie, in cells located in the initially wounded area of the injured epithelium

MRNA encoding the a7 NAChR subunit, significantly in-
hibited protein level for 7 NAChR by 56 and 41%, re-
spectively (Figure 10C) and stimulated cell proliferation
over a 1- to 6-day period (Figure 10D), as compared with
scramble siRNA controls. On the contrary, transfection of
the 16HBE140-cell line with the a7 NACHhR cDNA signifi-
cantly increased by 157% a7 NACHR protein level (Figure
10E) and decreased cell proliferation by 49 and 25%, 3
and 6 days after transfection, respectively, as compared
with transfection with the pCMVE empty vector (Figure 10F).

Discussion

The remodeling of the airway epithelium, described as
abnormal plasticity, includes basal cell and goblet cell

hyperplasia, and squamous cell metaplasia.** These
changes involve that any delay in the repair of the injured
epithelium, or disruption in proliferation and differentia-
tion, may affect the dynamic process of regeneration. In
this study, we demonstrate that the a7 NnAChR, expressed
in human airway basal cells, is essential for the regener-
ation of a normal pseudostratified epithelium by regulat-
ing basal cells proliferation in vivo and in vitro. Our find-
ings also suggest that alteration of a7 NAChR expression
or activity in airway basal cells is involved In the airway
epithelium remodeling, namely basal cell hyperplasia
and squamous metaplasia.

In animal models, it has been shown that airway basal
cells have the potential to proliferate and to differentiate
into most cell types of the mucociliary epithelium to re-
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Figure 7. Effect of aBTX on the in wivo regeneration of the human respiratory epithelivm. HAECs were isclated and cultured in air-liquid interface in the absence

(control) or in the presence of 5 pmol/L eBTX added from day 1 (eBTX d1)

r from day 11 (eBTX d11). As Cells in each condition were counted over a 30-day

period in colture. The results are expressed as mean cell number + S0 for five different experiments conducted on primary cultures of HRECs derived from fve
different patients. The significance of the differences between aBTX-exposed culiures and control coltures was determined using Wilcozon rank test (°F << 0.05),
B: CK13 (red color Alexa 554 conjugate), Ki-67 (green color Alexa 488 conjugate), and cell nuclei (hhue cobon 4°,6'-diamino- 2-phenylindole) immunostaining

of HRECs after 2 days in control and «BTX-
regenerated cpulhcluum after 16, 23, and 33 d

HRECs after 33 days in culture in air-liquid interface condition.

generate ite structure.***8 More recently, in vivo and in
vitro studies demonstrated that human adult airway basal
cells, as opposed to ciliated and secretory cells, are able
to proliferate and to reconstitute a fully differentiated and
functional mucociliary ainvay epithelium and may be con-
sidered as progenitors of the human airway epithelium.®
We have observed that airway epithelial cells, migrating
to repair a wound {ex vivo wound repalir model) or adher-
ing and proliferating to further regenerate the epithelium
(air-liquid interface culture model), present basal cell
characteristics and continuously express «f nAChR. Al-

c\cp-'\-sc-:l culturcs; arrowhcads point to Ki-67 immunorcactivity in CK13-positive cells. €1 Marp
in culture in the different conditions (control, aBTX d1 and «BTX d11). Arrowheads point to
CE13, CK14, desmoplakins 1 and 2 {Desm), P63, g-tubulin (8-Tub), a-ENaC, Foxjl, and transghitaminase-1 (TG-1) immunostaining with Alexa 483 o

cnjugates of

though a7 NnACHhR has been shown to be expressed at
the apex of the rat tfracheal epithelium*® or of nicotine-
treated monkey airway epithelium, ® the expression of a7
nACHR in airway basal cells has never been reported
before. Athough «7 nACHR iz expressed in migrating
basal cells repairing a wound, we previously cbserved
that «7 NACHR is not involved in the first step of epithe-
liurn regeneration, ie, cell spreading and migraticn, which
implies the «3ab582 nACHR.'® Here, we show that o7
NACHR expressed in airway basal cellz is involved in the
gpithelium differentiation.
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trachea from day 0 (just before polydocancl treatment) to day 8 in 8-week-old mice. Arrows in day 2 denot flat cells spreading over the denuded basement
membrane are ¥ mice and in a77'" mice. Arrows in day 6 denote the first basal cells observed in @77 mice. Arrows in day 7 denote
the appearance of the fisst basal cells in «77'7 mice. B Variation of epithelium height during the epithelium regeneration. Results are expressed as mean
epithelium height * SD for four to five mice for each time. The significance of the differences between control &7 mice and 777 mice was determined at
cach time using the Mann-Whitney test. Cs Identification of caveolin-1 in cryosections by immunofluorescence with an Alexa 594 conjugate

The expression of a7 NAChR is definitely associated lium, is observed when airway epithelial differentiation
with the differentiation state of the airway epithelium. The takes place. Otherwise, a7 ™'~ mice are viable and the
highest detectable a7 nAChR expression, both during airway epithelium morphology is similar in «7-= mice
the human airway fetal development and during the in and in control mice, at least during the first weeks of life,

vitro regeneration of the human pseudostratified epithe- suggesting that «7 NAChR expression is not essential for
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Figure 9. Effect of nicotinic antagonists on the @ wirro proliferation of
HAECs. The proliferation of HAECs, isolated from normal human bronchial
tissues (A) or of basal cells, somed by FACS (tetraspanin CDI517 and tissue
factor™) from a nomal human bronchial tissue sample (B was stodied
with the 34 5-dimethylthiazol-2-yl-2,5-dimethyltetrazolivm bromide (MTT)
technique on multiwell plates in the presence of increasing concentrations of
aBTX, methyllycaconitine, e-connotoxin MIT, and mecamylamine (A and B).
The resulis are expressed as mean OD at 560 nm = S0 for 10 different
experiments concducted on primary cultures of HRECs derived from 10
different patients (A) or for one experiment with sorted basal epithelial cells,
mun in sextuplicates (B). The significance of the differences between control
and antagonist exposed-cells was determined using the Wilcoxon rank test
(A} and the Mann-Whitney test (B).

narmal airway development or that the missing function of
a7 NACHR In a7~ mice is compensated by up-regu-
lated expression of other nACHR subunits as described in
keratinocytes. ®® Mevertheless, chronic prenatal nicoting
exposure Increases pulmonary «7 nAChR expression
and alters fetal lung development in monkeys. ' Chranic
exposure to submicromolar concentration of nicoting is
aleo known to irreversibly inactivate many nAChRs, in-
cluding &7 nACHR,* and inactivation of &7 NACHR alters
pulmonary morphogenesis. ' Similarly, we have ob-
served that the chronic inactivation of a7 NACHR by aBTX
prevents the in vitro differentiation of the normal human
pseudostratified epithelium and that the absence of a7
NACHR in mice induces modifications of the epithelium
phenotype and an altered epithelial regeneration after
wounding. We can therefore infer that «7 nAChR plays a
potential role in the airway epithelium differentiation. Sur-
prigingly, in all these in vivo and in vitro approaches, we
observed that the absence or the inactivation of «7
NACHR is characterized by either a transient or an estab-
lished hyperplasia of basal epithelial cells, which led us
to investigate the potential role of the «7 NAChR in the
regulation of ainway epithelial basal cell proliferation.
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Figure 10. Effect of a BTX, of siRMA, and of cDNA specific for nAChR a7 on
the proliferation of the nomal airway cell line 16HBE140-. As CE13 and CK14
immunostaining of 16HBEl4o-cells in culture. Br 1GHBE l4o-cells were cul-
tured for 6 days in multiwell plates in the presence of increasing concentra-
tions of aBTX, and the cell number was determined vsing the 3-(4,5-dim-
ethylthiazol 2-yl)- 2 5-dimethylietrazolivm bromide (MTT) method. Results are
expressed as mean OD at 500 nm *+ 5D for four different aBTX-treated
cultures. C—F: 16HBEl4o-cells were transiently transfected either with two
different sifNA sequences against nAChR a7 subunit (50 1 and Si 2), or with
reve scramibled control sifNAs (Ctrl 1 and Crel 20 (C and DY, or with the a7
cDMA expression vector, of the empty control vector (pCMVE) (E and FI. C
and Ev Immunoblots (top pancls) and quantification of nAChR o7 subunit,
nomalized for glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) val-
ues (hottom panels) & days after ransfection. Data are expressed as fold
incucticn For a7 (8il, 502, or cDMA) transfectants relative to the contrel (Cudl 1,
Cirl2, or pCMVE) transfectants. The significance of the differences between
transfected cells and the corres; ling controls was determined using the
ane simple #test (P < 005, *"F < (L.01). I and Fr Transfected cells were
counted on days 1, 3, and § after transfection. The results are expressed as
mean cell mumber * 80 for four different transfected cultures. The signifi-
cance of the differences berween a7 siRNA or a7 cDMNA-transfected cells and
their corresponding controls was determined vsing the Mann-Whitney test
(P = 0.033%; °F = 0.0209).

Drays afier transfiction

a7 NACHhR appears to be a key negative regulator of
airway epithelial basal cell proliferation: 1) inactivating a7
NACHR in wiro with aBTX stimulates cell proliferation in
the early phases of the epithelial regeneration and the
corresponding proliferating cells have phenotypic char-
acteristics of basal epithelial cells, 2) regeneration of the
airway epithelium in mice lacking 7 nACHR is charac-
terized by a transient hyperplasia of basal cells, 3) airway
epithelium in aged o7 ~'~ mice more frequently presents
areas of basal cell hyperplasia, and 4) in vitro, the prolif-
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eration of sorted human airway basal cells is stimulated
by aBTxX and methyllycaconitine but not by e-Conotoxin
MIl nor mecamylamine, suggesting that only «7 nACHhR
regulates the proliferation of basal cells in the normal
human airway epithelium. Similarly, inhibition of the «7
nACHR pathway favored cell cycle progression in epider-
mal keratinocytes.®® On the contrary, many authors have
noticed that «7 is the main nACHR subunit that mediates
the proliferative effects of nicating in cancer cell lines, 2
This a7 nAChR-mediated stimulatory effect of nicotine
was aleo observed in commercialized normal bronchial
epithelial cells, after these cells have been amplified after
isclation. 5" At the opposite, we always observed a stim-
ulatory proliferative action of «BTX on primary cultures of
freshly isolated HAECs and on purified human airway
basal cells. We also observed the same proliferation
stimulatory effect of both «BTX and «7 nAChR-specific
siRMAs on the 16HBE14o-cell line, a normal human air-
way cell line expressing the basal airway cell markers
CKA13 and CK14, whereas fransfection with the «7 nACHhR
cDMA inhibited cell proliferation. We observed a stimula-
tory proliferative effect of nicotine both on HAECs and
isclated human airway basal cells only when cells were
incubated for 7 to 15 days with high nicotine concentra-
fions (10 to 100 wmol/L), conditions which may have
favored o7 nACHR inactivation (data not shown). This
antagonist-like effect of nicotine, on over exposure of
HAECs to nicotine, has been already described by Zia et
al.” These results suggest that the regulation of cell pro-
liferation by «7 nAChR may be quite different in the
normal airway epithelium and in primary cultures of nor-
mal HAECs, on the one hand, and in lung cancer and cell
lines derived from lung cancers, on the other hand.

Our results raise the concept of coupling between cell
growth and differentiation. In the normal pseudostratified
tracheobronchial epithelium, a strict balance exists be-

ween cellular proliferation and differentiation.**=* This
balance is likely maintained via equilibrium between pos-
itive and negative growth regulatary factors and factors
cantrolling differentiation.® It is generally accepted that
an inverse relationship exists between growth and differ-
entiation in the airway epithelium.®*** For example, after
mechanical or toxic injury, the balance between prolifer-
ation and differentiation is disturbed, and the epithelium
undergoes hyperplasia followed by transient squamous
metaplasia ®= % a situation similar to our observation
after aBTX exposure: that is, after an increased cell pro-
liferation, the regenerated airway epithelium ends up with
squamous metaplasia. Interestingly, we have chserved
that, although the airway epithelium undergoes squamaous
metaplasia in vitra, Foxj1, a franscription factor involved in
ciliated cells differentiation,®'%2 is down-regulated. Reg-
ulation of Foxj1 expression may thus be a key element in
the aBTX-induced epithelium squamous metaplasia. We
have obsarved that aBTX-induced squamous metaplasia
takes place only when adding the «7 nAChR antagonist
during the proliferation step of the airway epithelium re-
generation. It has been proposed that the induction of
squamous metaplasia after injury of the trachecbronchial
epithelium involves enhanced proliferation of a p&e3*/
CK14*/CKE*/BS--B4* subpopulation of basal cells.®

Indeed, we have observed that «7 NACHR blockade in-
duces expression of squamous metaplasia phenotype in
cutured HAECs, which was precaded by CK14+ basal cell
hyperplasia. Interestingly, constitutive exprassion of the
hurman CK14 gene in the mouse airway epithelium in-
duced tracheal basal cell hyperplasia and squamous
metaplasia.®® Of note, the lack of p&3 expression in
aBTX-nduced squamous metaplasia is in agreement
with the hypothesis that down-regulation of p&3 might be
necessary for basal cells to differentiate into squamous
cells. 3 Among the many factors that have been identified
and regulate positively or negatively the growth and dif-
ferentiation of airway epithelial cells by autocrine or para-
crine mechanisme, transforming growth factor g (TGF-g),
a major cytokine involved in driving squamaous metapla-
sia, Is of particular interest. Jetten et al.®® and Masui et
al.®* have indeed shown that TGF- exposure or overax-
pression in airway epithelial cells induces terminal cell
division and favors the expression of a sguamous phe-
notype. Similarly in the present study, aBTX-induced hy-
perproliferation is followead by a period in which cells stop
proliferating and undergo squamous differentiation, sug-
gesting that these changes in the differentiation pathway,
when «7 NACHR is absent or inactivated, may be related
to TGF-8 overexprassion. In addition, we have cbserved
that the 7 NACHR blockade enhances the expression of
transglutamninase, a marker of squamous differentiation
known to be up-regulated by TGF-g.%% Moreover, up-
regulation of TGF-g by nicating is mediated by 7 NACHR
during atrial remodeling ** TGF-g up-requlates CK14
expression and promotes the expression of basal cell
phenctype®® and inhibits pe3 function 57 Taken together,
our results suggest that «7 nACHRs inactivation can ini-
tiate an alternative program of the basal cell differentia-
tion process leading to squamous differentiation and that
this process may be associated to down-regulation of
Fox]1 andfor up-regulation of TGF-g.

Our data suggest that &7 NAChR s critical for the
renewal of the normal respiratory epithelium by repress-
ing basal cell proliferation and stimulating their differen-
tiation. After an acute injury, the regenearation of the air-
way epithelium in «7~'~ mice is delayed, transiently
abnormal, and characterized by a basal cell hyperplasia.
On the long term and after many epithelium renewals,
absence or inactivation of the &7 nACHhR may progres-
sively induce the frequent remodeling of the airway epi-
thelium observed in old o7~ mica: hyperplasia of basal
cells and squamous metaplasia. «7 NACHR inactivation,
during the in wiro regeneration of the human airway epi-
thelium, also induces dramatic morphological changes
leading to squamous metaplasia. Many inflammatory bron-
chopulmonary diseases are characterized by a bronchial
epitheliurn remodeling®™ and by a progressive and al-
tered ability of the airway epithelium to regenerate a
normal and functional epithelium.®® Chronic obstructive
pulmonary diseases are also characterized by a perma-
nent inflammatory context. The &7 NACHR is also now
known as an essential regulator of inflammation.®'7 Its
inactivation or down-expression may contribute to the
excessive proinflammatory pathway, the increased fragil-
ity of the airway epithelium and the altered epithelium



regeneration observed in COPD. Most patients with
COPD have a history of chronic smoking. In these pa-
tients, &7 NACHR inactivation may results from chronic
exposure to nicoting. Indeed, the oF NACHR has been
shown to be particularly susceptible to inactivation®335
and over exposure of bronchial epithelium cells to nico-
tine in vitro produced an antagonist-like effect (7). Inter-
estingly, &7~ mice and «BTX-axposed HAEC cultures
present the same airway epithelium remodelings, basal
cell hyperplasia, and squamous metaplasia, as those
observed in these smoking COPD patients.

In surmmary, «7 nACHR appears to be a key regulator
of the plasticity of the human airway epithelium in con-
trolling basal cell proliferation. Qur results also suggest
that a7 NACHR may be involved in the basal cell differ-
entiation process. These effects may be determinant in
the airway epithelium remodeling assaciated to cigarette
smoke as well as in the development of COPD and lung
cancers.,
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Epithelial Cell-Extracellular Matrix Interactions and
Stem Cells in Airway Epithelial Regeneration
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In healthy subjects, the respiratory epithelium forms a continuous
lining to the airways and to the environment, and plays a unique role
as a barrier against external deleterous agents to protect the
airways from theinsults. In respiratory diseases such as cystic fibrosis
(CF), chronic obstructive pulmonary disease (COPD), chronic bron-
chitis, orasthma, the airway epithelium is frequently remodeled and
injured, leading to the impairment of its defense functions. Therapid
restoration of the epithelial barrier is crucial for these patients. The
complete regeneration of the airway epithelium is a complex phe-
nomenon, induding not only the epithelial wound repair but also
the epithelial differentiation to reconstitute a fully well differentiated
and functional epithelium. The regeneration implies two partners:
the epithelial stem/progenitor cells and factors able to regulate this
process. Among these factors, epithelial cells—extracellular matrix
(ECM) interactions play a crucial role. The secretion of a provisional
ECM, the cell-ECM relationships through epithelial receptors, and the
remodeling of the ECM by proteases (mainly matrix metallo protei-
nases) contribute not only to airway epithelial repair by modulating
epithelial cell migration and proliferation, but also to the differenti-
ation of repairing cells leading to the complete restoration of the
wounded epithelium. A better characterization of resident stem cells
and of effectors of the regeneration process is an essential pre-
requisite to propose new regenerative therapeutics to patients
suffering from infectious/inflammatory respiratory diseases.

Keywords: airway epithelium; regeneration; matrix metalloproteinases;
stem cells

The lungs represent the most important surface of contact with
the external milicu. In humans, it corresponds to an area of
between 50 and 100 m?. During normal breathing, the airways
daily transport to the lung 10,000 liters of environmental air,
which 15 frequently contaminated with a variety of pollutants,
particles, bacteria, and viruses that are deposited in the airways.
The respiratory epithelium, forming a continuous lining to the
airways and to the environment, plays aunique role as a protective
physical and functional barrier to external deleterious agents
by elaboration of a series of defense mechanisms developed to
protect the airways from the insults. The diversity of the cells
compaosing the airway epithelium is adapted to assume these
defense functions. The distribution of cell types within the ep-
ithelium varies along the airways. The epithelial surface of the
cartilaginous airways (trachea, bronchi) 15 mainly composed of
ciliated cells, which, with basal cells and a small percentage of
goblet cells, form a pseudostratified columnar structure. The
ciliated cells occupy the majority of the luminal surface, and basal
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cells cover almost the totality of the basement membrane. This
mucociliary epithelium extends into glandular ducts that emerge
in submucosal glands composed of secretory mucous and serous
cells (1), The distal noncartilaginous airways (bronchioles) are
lined by an epithelium becoming more columnar and constituted
by ciliated, basal, and secretory Clara cells. In the most distal
bronchioles, only Clara cells are wdentified (2). The airway ep-
ithelial defense system i assumed by different functions, in-
cluding features of the epithelium contributing to the epithelial
barrier integrity, coordinated secretion and ciliary beating
leading to an effective mucociliary clearance, and secretion of
muolecules with antibacterial, antioxidant, and antiprotease ac-
fivities.

AIRWAY EPITHELIAL REGENERATION

Despite an efficient airway epithelial defense system, disruption
of mucociliary clearanee due to inhaled particles or pathogens, or
caused by infectious and/or mflammatory respiratory diseases
such as cystic fibrosis (CF), chronic obstructive pulmonary dis-
case (COPD), chronic bronchitis, or asthma, leads tomore or less
extensive changes in the architecture of the airway walls, leading
in turn to the impairment of the epithelial defense functions. The
lesions can vary from the epithelial structure remodeling with
generation of basal and/or goblet cell hyperplasia and/or squa-
mous metaplasia, or the loss of the epithelial integrity by
disruption of the intercellular junctions, partial shedding of ep-
ithelial cells with some basal cells stll attached to the basement
membrane, or complete denudation of the basement membrane
{(Figure 1).

Airway Epithelial Regeneration: a Complex Process

To restore its functions, the airway epithelium has to rapidly
repair the injuries and regenerate its structure ad integrum. The
regeneration process is a complex phenomenon that quickly
starts after the lesion occurred. Sequentially, epithelial cells at
the wound edge dedifferentiate, acquiring a phenotype called
“repair cells” (3), spread, then migrate to cover the denuded
arci. In animal models, it has been demonstrated that re-
epithelialization of the injured basement membrane is due to cell
migration rather than cell proliferation at first. After migration,
epithelial cells in the repairing area start to proliferate. At this
step, although the wound is closed, the epithelial integrity is still
not restored (4, 3). Then, the repairing epitheliuvm forms a tran-
sitory squamous metaplasia followed by a progressive rediffer-
entiation to restore a pseudostratified and functional mucociliary
epithelium (6).

Recent studies have examined, using a global approach,
the program that mediates regeneration of the human airway
epithelium in vive and in vitre. In vive, this genctic program has
been defined using fiberoptic bronchoscopy and mechanical
brushing to denude the airway epithelium of normal individuals,
followed by sequential sample of the same regions at Days 7 and
14 after injury, and microarray analysis to compare relative
mRNA levels of the samples to that of resting noninjured ep-
ithelium. At Day 7, among the 1,196 significantly modulated
genes, the repair transcriptome is dominated by cell eyele, signal
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transduction, metabolism and transport, and transcription genes,
the majority of differentially expressedcell cycle genes belonging
to the G2 and M phases, suggesting that the proliferating cells
are relatively synchronized 7 days after injury. At Day 14 after
injury, the transcription profile is similar to that of resting
noninjured airway epithelium (7). In vitro, Ross and coworkers
have grown bronchial epithelial cells at the air-liquid interface
over a 28-day period to identify genes involved in mucociliary
differentiation. They identified over 2,000 genes that displayed at
least statistically significant twofold changesin expression during
time course, among them genes involved in cell adhesion,
immunity, transport, and cilia formation. In particular, they have
highlighted networks containing genes involved in transforming
growth factor (TGF)-B, WNT/B-catenin, and epidermal growth
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Figure 1. Airway epithelial remodeling
and injuries. In patients suffering from
infectious/inflammatory diseases, the air-
way epithelium exhibits frequent areas of
(8) basal cell and (C) goblet cell hyper-
plasia, (D) squamous metaplasia, and (£)
epithelial shedding with basal cells still
attached to the basement membrane (E).
(A) Nonremodeled airway epithelium.

factor (EGF) receptor pathways, suggesting potential roles for
these families in airway epithelia (8).

The cellular and molecular factors involved in the repair and
regeneration of the airway epithelium are numerous. During
this process, the airway epithelium has the ability to modulate
the wound healing and reconstitution of the epithelial barrier,
mainly through the secretion of extracellular matrix proteins,
and interactions with and remodeling of the secreted migratory
provisional extracellular matrix. Besides releasing pro-inflam-
matory cytokines and chemokines, the surviving epithelial cells
and the cells of the epithelial environment secrete factors con-
tributing to airway repair and regeneration, including modu-
lators of cell migration, remodeling of the extracellular matrix
(ECM), and cell proliferation and differentiation (9).

Figure 2. Representation of reported
stem cell niches in the animal airways.
(1) Basal cells in the glandular ducts.
(2) Basal cells in the surface airway
epithelium in the intercartilaginous
areas. (3) Pollutant-resistant Clara cells

PNEC inneuroepithelial bodies. (4) Pollutant-
resistant Clara cells at the bronchioal-
bronchoalveolar veolar duct junctions. Reprinted by

varant Closa permission from Reference 53.
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Epithelial Cell-ECM Interactions Modulate Wound Repair

The re-epithelialization process involves several steps, including
spreading and migration of cells at the wound edge into the
denuded surface and cell proliferation to repopulate the wound
site. Interactions between epithelial cells themselves and with
ECM may be of primary importance in directing repair of injury.

Matrix proteins and epithelial cell receptors. These pro-
cesses are mediated by ECM constituents, ligands for cellular
receptors such asintegrins. Eachintegrinis composed of ano and
a B subunit, the heterodimers mediating cell-cell interactions and
cell-ECM adhesion to one or more matrix proteins. The use of
blocking antibodies directed against integrin subunits has shown
that By-integring are necessary to the rapid migration of airway
epithelial cells on type IV collagen and laminin-1 and -2, and
that o-, 0y-, and ag-integrin subunits are directly involved in ¢p-
ithelial cell migration on type IV collagen (10). After airway
epithelial damage, epithelial cells at the edge of injury appear to
fatten and migrate on the provisional matrix of the wound,
including the inflammatory glycoproteins libronectin and vitro-
nectin as well as components of the basement membrane such as
laminin and type IV collagen. Matrix proteins can stimulate
migration of airway epithelial cells, in particular the cellular
fibronectin (11). fn vive and in vitre, fibronectinis deposited at the
airway cell-matrix interface during the wound repair process. The
incubation of wounded cultures with anti-fibronectin-blocking
antibodies impairs the wound closure, and aspy-integring, recep-
tors of fibronectin, are up-regulated in the migrating cells of the
repairingarea (12, 13). Morcover, fibronectin variants involved in
airway mucosa wound repair are age-dependently differentially
expressed (14), and during its polymerization in the ECM, the
fibronectin exposes biologically active matrieryptic sites, among
them the IT1-1 site that exhibits the siimulatory role of small airway
epithelial cell motility (13). As nonintegrin receptors, carbohy-
drates on the epithelial cell surface play an important role incell-
cell and cell-substrate interactions. Cell surface N-glycosylation,
particularly terminal fucosylation, has a functional role in airway
epithelial repair process (16): inhibition of e-dystroglycan binding
to laminin attenuates cell migration and spreading after mechan-
icalinjury (17), and blockade o g-fucose (18) orsialyl Lewis™ (19)
prevents epithelial wound repair.

Matrix metalloproteinases. During airway epithelial cell
spreading and migration to re-gpithelialize the wounded area,
cells interact with ECM proteins through focal and primordial
contacts that enable the anchorage by which the cells can exert
traction on the matrix. These contacts are transient structures:
cell movement implies the formation of new sites of adhesion to
the ECM at the front of the migrating cells and the release of
adhesion sites at the back of these cells. MMPs are dircetly in-
volved in airway epithelial wound repair, especially in the
remodeling of the provisional matrix secreted by repairing cells.
MMP-9 (gelatinase B) plays a key role in the migration of
bronchial epithelial cells during wound healing. MMP-9 is
overexpressed by basal migratory cells at the wound edge,
and addition to the culture medium during the repair process
of a monoclonal antibody known to inhibit MMP-9 activation,
or prevention of its activation, results in decreased speed of
wound closure or its complete abolition (20, 21). MMP-3 and
MMP-11, also called stromelysin 1 and 3, are exclusively
expressed by repairing basal airway epithelial cells that also
expressed the mesenchymal marker vimentin, suggesting that
stromelysing are involved in epithelial cell migration and ECM
remodeling during wound healing and that migrating repairing
cells acquire a mesenchymal phenotype necessary for cell
migration (22). Unlike most MMPs, MMP-7 is constitutively
expressed by airway epithelial cells, where it functions in host
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defense by activating the latent form of defensins (23). How-
ever, in case of airway cpithelial injury, MMP-7 is overex-
pressed by repairing cells, epithelial migration is reduced by
a hydroxamate inhibitor of MMP catalytic activity, and re-
epithelialization in tracheas from MMP-T-null mice is essen-
tially blocked (24). MMP-7 could also act during epithelial
repair by mediating the shedding of the ectodomain of E-
cadherin required for epithelial repair (25). Together, these
data highlight the crucial role of MMP-T in airway epithelial
wound repair. Beside their involvement in cell migration during
airway epithelial wound closure, MMPs could also modulate the
repair process by influencing cell proliferation. Membrane type
I matrix metalloproteinase (MT1-MMP) is a protease produced
by airway cpithelial cells. The impaired airway epithelial repair
in MTI-MMP-knockoul mice alter naphthalene treatment has
been recently reported, MTI-MMP being required for the
proliferative response in distal airway epithelial cells through
keratinocyte growth factor (KGF) receptor, but not epidermal
growth factor (EGF) receptor signaling pathway (26). The
involvement of MMP-2 and MMP-9 in cell proliferation has
also been demonstrated, as tracheal cartilage—conditioned me-
diuvm-derived MMP2 and -9 inhibit respiratory epithelial cell
attachment to type 1 collagen and impair their proliferation,
whereas addition of MMP inhibitors to cartilage culture condi-
tioned media does not inhibit epithelial cell growth (27).

Endogenous and exogenous modulators of epithelial cell-
ECM interactions. Afler injury, airway cpithelial cells are able
to produce effectors of cell migration modulating cell-ECM
interactions. The production of matrix molecules, and particu-
larly fibronectin, s influenced by inflammatory mediators se-
creted in case of epithelial wound, such as transforming growth
factor (TGF)-B or tumor necrosis fctor (TNF)-o (28, 29). The
matrix production by epithelial cells seems o be probably
influenced by mediators released from epithelial cells them-
selves as well as from the inflammatory cells of the airways (30).
Morcover, airway epithelial sheet migration over matrix-coated
dishes is impaired by treatment with TGF-B due to the en-
hancement of cell adhesion via integrins (31) and Py integrin-
activated TGF-R1 delays the degree of wound closure (32). On
the other hand, an inducing role for TGF-B1 on airway ep-
ithelial wound repair has also been demonstrated by addition of
TGE-RL that speeds epithelial repair through up-regulation of
MMP-2 (33).

Some exogenous factors are able o modulate airway epi-
thelial wound healing. NO, at low concentralion, promoles
airway epithelial cell migration and wound repair, associated
with increased localized expression and activation of MMP-9 in
cells at the wound edge, the NOS-derived NO contributing to
airway cpithelial repair through mechanisms dependent and
independent of the cGMP-dependent protein Kinase. Moreover,
inhibition of NOS completely abolishes the action of NO (34).
Purinergic receptor stimulation by extracellular ATP is also
a critical determinant of epithelial cell migration and repair
after injury, and is associated with activation of ERK1/2 and
MMP-9 requiring the activation of Duox] (35). Pollution plays
also a critical role in airway epithelial wound repair. Indeed,
diesel exhaust particles (DEP) exposure reduces airway epithe-
lial wound repair in a dose-dependent manner, not only by
altering cell proliferation, but also by inducing a reduction in
the expression of oz- and Bi-integrin subunit as well as of the
hyaluronic acid nonintegrin receptor CD44, and a decreased
production of MMP-1 leading to increased cell-ECM dead-
hesion capacity (36). Airway infections alter the wound healing
process. For example, P aeruginosa virulence factors, especially
clastase, impede airway epithelial wound repair by slowing
the cell migration velocity due to the altered actin cytoskeleton
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polymerization in the lamellipodia of cells at the wound edge,
and by causing an imbalance between pro- and activated forms
of MMP-2 via its overactivation and the decrease of its specil-
ic tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP)-2 expression

(37).

Epithelial Cell-ECM Interactions Modulate
Cell Differentiation

After injury, the complete regeneration of the airway epithelium
implies, not only re-cpithelialization of the denuded basement
membrane, but alsothe reestablishment of the epithelial integrity
and the cell redifferentiation to restore the airway epithelial
functions. While the involvement of airway epithelial cell-ECM
interactions during the wound repair has been extensively stud-
ied, their modulation of the epithelial differentiation is poorly
documented. Some rare data have suggested that, in addition to
their involvement in epithelial cell migration and wound closure,
MMPs could be involved in cell differentiation. In particular,
MMP-7 and MMP-9 influence airway epithelial reconstitution by
modulating the mucociliary differentiation in an in vive model of
airway epithelial regeneration. In a humanized xenograft model
allowing recapitulation of the sequence of cellular events leading
to the regeneration of the airway epithelial barrier (i.e., epithelial
cell adhesion, spreading, migration, proliferation, and differen-
tiation ), expression and seeretion of epithelial MMP-7 and -9
progressively increase during the regeneration ime course and
are localized at the apical surface of the well-regenerated airway
epithelium. More interestingly, incubation of epithelial cells with
inhibitors of these MMPs during the regeneration process leads
to a default of mucociliary differentiation and to the generation
of a remodeled airway epithelium exhibiting squamous meta-
plasia with arcas of basal cell hyperplasia, demonstrating the
crucial role of MMP-7 and MMP-9 in the human airway epithelial
mucociliary differentiation (38). In the same xenograft model
using noninfected CF cells, the airway epithelial regeneration is
delayed as mucociliary differentiation is obtained 1 week later
than in non-CF grafts, and leads wo the generation of a remodeled
airway cpithelium with pronounced heightinerease and basal cell
hyperplasia, this CF regeneration process being assoctated with
adercgulated pattern of expression of MMP-7, MMP-9, TIMP-1,
and IL-8 (39).

RESIDENT STEM/PROGENITOR CELLS

The repair of injurics and the regeneration of the epithelial
structure involve stem and progenitor cells. Stem cells are qui-
escent undifferentiated cells able to divide slowly but indefinitely
under particular conditions such as injury, to self-renew for the
entire lifespan and to give rise o less proliferative committed
daughter cells, called transient amplifying cells or progenitor
cells, which will differentiate to form all the cell types of the
tissue. Much evidence supports the presence of stem and/or pro-
genitor cells in the airways: although the proliferation index is
less than 0.2% in healthy human bronchial epithelium, it greatly
increases in some respiratory discasessuchas CF (40). Moreover,
some experiments showed the ability of airway epithelial cells to
reform the complete array of tracheal/bronchial epithelial cells
after epithelial wound (3). Despite these results, airway epithelial
stem cells are not well characterized, particularly in humans.
Although the concept of a single stem cell common to the
epithelium of the whole respiratory organ has been proposed
(41), it is now suggested that each subdivision of the lung
possesses its own stem cell (Figure 2). In tracheas and bronchi
of rodents, basal and secretory cells were first considered as
candidate for stem or progenitor cells status due to their pro-
liferation capacity and ability to reconstitute inxenograft models,
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after their dedifferentiation into a similar highly proliferative
phenotype called “poorly differentiated cells,” a pseudostratified
mucociliary airway epithelium (42) developing a subepithelial
respiratory gland network (43). Although basal and seeretory
cells appear to be mvolved in epithelial restitution after injury in
animal models, it is now suggested that only basal cells represent
the stem cell compartment of the airway epithelium. Basal cells
exhibit clonal growth as well as a greater colony-forming effi-
ciency than secretory cells (44). In mouse after epithelial damage,
slow-cyeling long-term bromodeoxyuridine (BrdU) label-retain-
ing cells are identified as basal cells in the glandular duets and in
foci near cartilage—intercartilage junctions in the surface airway
epithelium, leading to the evidence of stem cell niches (45), and
are composed of subsets capable of either multipotent or
unipotent differentiation leading to the restoration of a fully
differentiated airway epithelium (46). In humans, few data are
available. In human fetal tracheas, both basal cells and suprabasal
cells are endowed with a similar potential to regenerate a fully
differentiated airway epithelium after isolation and seeding in
a humamzed xenograft model in SCID mice (47). Different
results have been obtained in human adult airway epithelium,
We have recently demonstrated that, in contrast to the observa-
tion made in fetal tracheas, only purified adult basal cells are able
to reconstitute a fully mature and functional airway epithelium,
secretory cells being incapable of adhering, proliferating, or re-
generating the epithelium (48), suggesting that adult secretory
cells are more mature than fetal secretory cells and have lost their
progenitor potential.

In the terminal bronchioles, 15% of proliferating airway
epithelial cells are Clara cells, and in the respiratory bronchioles,
this number increases up o 44% (49). The nature of the
bronchiolar epithelial stem cells has been studied exclusively in
animal models, especially in mouse. Although CCSP-expressing
cells (Clara cells) and caleitonin gene-related peptide (CGRP)-
expressing cells (neuwroendocrines cells) localized in neuroepi-
thelial bodies are able to proliferate after bronchiolar epithelial
injury, only a subset of pollutant-resistant Clara cells deficient in
eytochrome P430 2F2, localized at these particular arcas aswellas
at the bronchioalveolar junctions, are able to reconstitute the
bronchiolar airway epithelium and can be considered as stem cells
of the bronchioles (30, 51). More recently, the concept of “one
stem cell for each lung subdivision™ has been questioned: Kim and
coworkers have isolated at the bronchioalveolar duet junction an
epithelial population resistant to bronchiolar and alveolar dam-
ages, able to proliferate after injury in vive and Lo give rise, not
only to Clara cells, but also to type I and type I pneumocyies
in vitre, highlighting their stem cell propertics of both bronchiolar
and alveolar epithelia (32). Although the nature of stem/pro-
genitor cells in rodent bronchiolar atrway epithelium is well
documented. it remains to be clearly determined in humans.

WAYS FOR THE STUDY OF HUMAN AIRWAY
EPITHELIAL REGEMERATION

Lesions of the airway epithelium are invalidating for patients
with infectious/inflammatory respiratory diseases. They lead to
i more orless rapid decline of their respiratory capacity. The fast
and complete restoration of the airway epithelial strueture and
functions is essential for these patients. Considering the constant
inereasing number of people suffering from respiratory troubles,
it is important to better understand the airway epithelial re-
generation process to propose efficient therapies for these peo-
ple. A variety of animal models (dogs, rabbits, rats, mice, ete.)
have been developed to analyee the repair process of the airway
epithelium after injury from different sources (oxidants, bacterial
orviral infection, mechanical injury, ete.). These animal models
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highlight a common process of epithelial repair and regeneration,
including sequential steps of spreading and migration of the basal
cells neighboring the wound, dedifferentiation of repairing cells,
active mitosis followed by epithelial squamous metaplasia, and
progressive redifferentiation with a final step of ciliogenesis and
goblet cell differentiation representative of the complete regen-
eration of a mucocliary epithelium. Nevertheless, histologic dif-
ferences exist between human and animal airways, raising doubts
as to the relevance of the latter as models for the study of the
human airway epitheliom regeneration. For example, mouse tra-
cheal epithelium s mainly composed of ciliated cells and Clara
cells, the latter being present only in human distal bronchiolar
airways, whercasonly few submucosal gland cells areidentified at
the upper tracheal level inmice when they are identified in human
upper and lower airways.

The regeneration process of the human airway epithelium is
a complex phenomenon, partly elucidated by the use of animal
maodels. However, some histologie differences between human
airways and those of other animal species led to the development
of humanized xenograft models in immunodeficient mice to
characterize the cellular and molecular events involved in the
reconstitution of a fully mature and functional human airway ¢p-
ithelium, aswell as to try to identify the stem and progenitor cells
implicated in this process. These xenograft models will allow
a better knowledge of the mechanisms involved in airway ¢p-
ithelium regeneration and may help o develop regenerative
therapeutics, allowing the reconstitution of a functional airway
epithelium in numerous respiratory discases such as asthma,
COPD, CF, and chronic bronchitis.
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L'épithélium qui couvre les voies aériennes, et plus particulierement les voies aériennes distales
bronchiolaires, est fréquemment |ésé et remodelé, et doit régénérer sa structure afin de restaurer
ses fonctions. Cette reconstitution épithéliale va mettre en jeu I’activation des cellules souches et
progénitrices tissulaires qui, chez 'Homme, ne sont actuellement pas encore clairement identifiées.
Dans la premiére partie de notre travail, nous avons identifié les cellules progénitrices de I'épithélium
bronchiolaire humain adulte, en étudiant le potentiel des cellules épithéliales basales. Isolées par
cytométrie en flux sur la base de leur expression du CD151, les cellules basales CD151" et les cellules
non-basales CD151 constituées des cellules ciliées, caliciformes et de Clara, ont été cultivées en
interface air-liquide. Nos résultats montrent que seules les cellules basales bronchiolaires CD151"
proliféerent pour former une monocouche cellulaire confluente qui va régénérer un épithélium
pseudostratifié différencié constitué de cellules basales, ciliées et de Clara, et qui présente des
propriétés fonctionnelles éléctrophysiologiques, d’intégrité épithéliale, de battement ciliaire et de
défense antibactériennes. Ces résultats démontrent que les cellules basales peuvent étre
considérées comme, au moins, les cellules progénitrices de I'épithélium bronchiolaire humain adulte.
Dans la deuxieme partie de notre travail, nous avons tenté de mettre en évidence une ou plusieurs
sous-populations de cellules basales candidate(s) au statut de cellules souches par des stratégies de
recherche de marqueurs spécifiques, de tests de clonogénicité et de formation de structures
glandulaires in vitro. Nos résultats ont montré la présence d’une rare sous-population de cellules
basales exprimant la CK14, capables de générer des clones cellulaires. Une sous-population de
cellules basales, non identifiée, s'est également avérée capable de générer des structures
multicellulaires envahissant les gels de collagene. Ces sous-populations pourraient représenter la
population des cellules souches de I'épithélium des voies aériennes humaines.

Mots clés : Cellules souches/progénitrices; épithélium des voies aériennes; cellules basales

The airway epithelium, and particularly the bronchiolar airway epithelium, are frequently injured and
remodelled, and have to rapidly regenerate their structure in order to restore their functions. The
regeneration process involves stem and progenitor cells that have not been clearly identified as yet
in Human. We have isolated human bronchiolar epithelial basal cells, specifically expressing the
CD151, by flow cytometry, and cultured CD151" basal cells and CD151 non basal cells (ciliated, goblet
and Clara cells) at the air-liquid interface. Our results demonstrate that the only bronchiolar basal
cells are able to proliferate to give rise to a confluent cell monolayer, and then to reconstitute a
differentiated pseudostratified bronchiolar epithelium constituted by basal ciliated and Clara cells.
Moreover, the regenerated bronchiolar epithelium exhibits functional properties such as ion
transport, epithelial integrity, ciliary beating and antibacterial defence. These data support that the
bronchiolar basal cells can be considered, at least, as progenitor cells of the human adult bronchiolar
epithelium. We have also tried to isolate one or more basal cell sub-populations that could act as
airway epithelium stem cells, by strategies of identification of sub-population markers, clonogenicity
assays and in vitro glandular structures formation assays. We have shown that a rare population of
basal cells expresses the CK14 marker and is able to give rise to cellular clones. An unidentified basal
cell sub-population is also able to generate multicellular structures invading the collagen gel. These
sub-populations could represent the stem cells of the human airway epithelium.

Key words: Stem/progenitor cells; airway epithelium; basal cells



