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RESUME

Les progéniteurs bronchioloalvéolaires situés aux jonctions bronchioloalvéolaires peuvent étre impliqués
dans I'embryogenése ou la régénération. Ces cellules non décrites chez les gros animaux peuvent
participer au développement de nouvelles thérapies contre les maladies pulmonaires aigués ou
chroniques. Dans cette étude, nous avons établi la présence de progéniteurs bronchioloalvéolaires dans
les poumons des ovins nouveaux nés. Ces cellules ont été identifi€es par leur co-expression des
protéines CCSP, SP-C et CD34. Une population mineure de cellules CD34"°*/SP-C”*/CCSP"** (0,33% +
0,31) était présente ex vivo. Le tri magnétique des cellules CD34°*° a permis l'isolement des progéniteurs
SP-CP*/CCSP"* (> 80%). Ces cellules étaient maintenues et amplifié¢es in vitro en interface
liquide/liquide. De méme, ces progéniteurs étaient capables de se différencier soit en cellules de Clara
soit en AEC Il dans différents milieux de cultures synthétiques et diverses matrices extracellulaires. En
outre, les progéniteurs bronchioloalvéolaires obtenus ex vivo et in vitro exprimaient les genes NANOG,
Oct4 et BMI1 spécifiques aux cellules souches. Nous rapportons ainsi, pour la premiere fois dans un
grand animal, I'existence de cellules progénitrices bronchioloalvéolaires a fort potentiel de double
différenciation et d’expression de certains genes de cellules souches.

Mots clés : cellules souches, poumon, progéniteurs bronchioloalvéolaires, CD34, pneumocyte, cellule de Clara,
différenciation
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ABSTRACT

Bronchioloalveolar stem cells located at the bronchiolar/alveolar junction may be involved in
embryogenesis or regeneration. These cells have not yet been described in large animals, and they may
enable the development of new therapeutics to treat acute or chronic lung disease. In this study, we
aimed to establish the presence of bronchioloalveolar stem cells in ovine lungs and to characterize their
stemness properties. Lung cells were studied using immunohistochemistry on frozen sections of the lung,
and immunocytochemistry and flow cytometry were conducted on derived cells. The stem cells were
identified by co-expression of CCSP, SP-C and the CD34 hematopoietic stem-cell marker. A minor
population of CD34"°°/SP-CP*/CCSP"* cells (0.33% * 0.31) was present ex vivo in cell suspensions from
dissociated lungs. Using CD34 magnetic positive cell sorting, undifferentiated SP-Cpos/CCSPpos cells
were purified (>80%) and maintained in culture. Using synthetic media and various extracellular matrixes,
SP-CP**/CCSP"* cells differentiated into either Clara cells or alveolar epithelial type-Il cells. Furthermore,
bronchioloalveolar stem cells obtained ex vivo and in vitro expressed the stem cell-specific genes
NANOG, OCT4 and BMI1. We report for the first time in a large animal the existence of
bronchioloalveolar stem cells with dual differentiation potential and the expression of stem cell-specific

genes.
Key words: lung, stem cell; bronchioloalveolar progenitors, CD34, AEC Il, Clara cell, differentiation
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INTRODUCTION GENERALE

L’épithélium des voies respiratoires est fréquemment |ésé au cours des pathologies
respiratoires inflammatoires et chroniques et doit régénérer sa structure afin de restaurer son
intégrité et ses fonctions de défenses. Des sous-populations de cellules de Clara sont
impliquées dans le renouvellement des épithélia bronchique et bronchiolaire, des cellules
souches bronchioloalvéolaires assurent le maintien de I'épithélium bronchioloalvéolaire et des
AEC Il (Alveolar Epithelial Cell type Il) se trans-différencient en AEC | (Alveolar Epithelial Cell
type 1l) au sein de I'épithélium alvéolaire. Toutefois, la nature des cellules souches ou des
progéniteurs de I'épithélium respiratoire chez les gros animaux et notamment chez les humains

reste encore peu connue.

La revue bibliographique présentera les différents types de cellules souches, ainsi que
leur potentiel d’auto-renouvelement et de différenciation. Nous aborderons, le développement
de l'appareil respiratoire chez le mouton, ainsi que I'histologie de I'épithélium bordant les voies
aériennes et alvéolaires. Nous détaillerons les cellules épithéliales pulmonaires candidates au
statut de cellules souches. Nous introduirons les données établies dans la littérature concernant
la régulation du comportement des cellules souches épithéliales respiratoires. Enfin, nous

discuterons des nouvelles approches thérapeutiques des cellules souches dans le poumon.
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CHAPITRE 1: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Les cavités de l'appareil respiratoire sont tapissées d’'un épithélium qui représente une
barriere de défense contre les agressions physiques, les polluants et les agents pathogénes.
Suite aux altérations, cette ligne de défense doit rapidement se réparer et restaurer ses
fonctions. La régénération des tissus Iésés est induite par des cellules souches et des cellules

progénitrices.

Dans cette revue bibliographique, nous présenterons le développement de I'appareil
respiratoire chez le mouton, ainsi que l'histologie de I'épithélium bordant les voies aériennes,
puis les caractéristiques générales des cellules souches. Nous détaillerons les cellules
épithéliales pulmonaires candidates au statut de cellules souches et les cellules souches
pulmonaires tumorales. Finalement, les implications thérapeutiques potentielles des cellules

souches au niveau pulmonaire seront abordées.

. CARACTERISTIQUES DEVELOPPEMENTALES ET HISTOLOGIQUES DU POUMON OVIN

Comme chez tous les mammiféres, I'appareil respiratoire ovin est constitué des fosses
nasales, du rhino-pharynx, du larynx, de la trachée, de bronches, de bronchioles et d'alvéoles

pulmonaires (86).
.1. LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE DE L'APPAREIL RESPIRATOIRE OVIN

Chez la majorité des mammiféres notamment 'hnomme, la souris et le mouton, le
processus de maturation et de différenciation de I'appareil respiratoire commence in utero dés
les premiéres semaines de vie fcetale. Contrairement a 'homme ou le développement
pulmonaire se poursuit jusqu’a I'dge de 8 ans, le développement pulmonaire ovin se termine a
la naissance apres 140 jours de gestation (3) (Figure 1). La formation de I'appareil respiratoire
chez les ovins résulte de linteraction complexe d’un certain nombre de facteurs: facteurs de
croissance, exposition hormonale, facteurs génétiques, nutrition, stimuli de nature physique tels
que les mouvements foetaux respiratoires, les forces d’étirement pulmonaire, le volume du
liquide intra-pulmonaire, du liquide amniotique et les expositions aux agressions. Le

développement pulmonaire ovin s’étend sur 4 stades (Figure 1) (1, 16, 18).
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~ Alvéolaire
Sacculaire
Caniculaire \l«

[ Glandulaire Naissance

>
>

40 60 80 100 120 140

Jours apres la gestation

Figure 1 : Les stades du développement pulmonaire ovin (adapté de (3)). 1 : bronche principale droite, 2 : lobe
pulmonaire supérieur droit, 3 : lobe pulmonaire moyen, 4 : lobe pulmonaire inferieur droit, 5 : bronche principale
gauche, 6 : lobe pulmonaire supérieur gauche, 7 : lobe pulmonaire inférieur gauche.

Stade glandulaire (39°™- 94°™ jour de gestation)

La premiére ébauche respiratoire apparait vers le 39°™ jour de la gestation sous forme
d’'un bourgeon sur la face ventrale du tube digestif primitif. Trés rapidement apparaissent deux
bourgeons latéraux qui s’allongent en deux ébauches bronchiques principales pavées d'une
seule couche d’épithélium. Cette couche de cellules épithéliales non différenciées subit une
différenciation centrifuge de la partie proximale vers la partie distale avec apparition des cellules
ciliées, sécrétoires et neuroendocrines. Les ramifications tubulaires continuent jusqu’a la
formation des bronchioles terminales. Des cellules épithéliales bronchiolaires différenciées
apparaissent telles que les cellules ciliées, non ciliées et caliciformes dans la partie proximale

des bronchioles et on détecte les premiers battements ciliaires des cellules ciliées (68).

Stade caniculaire (95°™ - 109°™ jour de gestation)

Le nombre total de segments bronchiques étant établi, la croissance en longueur et
largeur des bronches débute. Les bronchioles se développent et les cellules épithéliales qui
présentent une forme arrondie et contiennent abondamment du glycogéne, se différencient en

cellules alvéolaires intermédiaires dont le noyau s’aplatit. Du point de vue morphologique, ces
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cellules forment de longues extensions cytoplasmiques acquiérent des corps lamellaires et des
microvillosités (68). La proportion des cellules épithéliales de formes arrondies et dépourvues
de corps lamellaires (cellules immatures souches ou "Stem cells") (figure 2) diminue
significativement pour atteindre un taux négligeable a la fin du stade caniculaire. Parallélement,
le nombre de cellules alvéolaires intermédiaires "Intermediate cells" augmente légérement,

signant ainsi la formation des premiéres ébauches des sacs alvéolaires (Figure 2) (68)
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Figure 2: Changement de la proportion des cellules immatures alvéolaires et des cellules alvéolaires
intermédiaires chez I'ovin durant la période de gestation jusqu'a 2 ans aprés naissance. Cellules alvéolaires
indifférenciées "souches" (Stem cells) (¢), cellules alvéolaires intermédiaires (Intermediate cells) () d'aprés (68). Les
cellules alvéolaires immatures, (ou progénitrices ou souches) sont caractérisées histologiquement pour leur forme
ronde, un cytoplasme riche en glycogene, I'absence de corps lamellaires. Les cellules intermédiaires sont un groupe
hétérogene de cellules qui ont des caractéristiques d’AECI ou d’AECII.

Stade sacculaire (110éme — 121éme jour de gestation)

Ce stade débute avec la différenciation des cellules alvéolaires intermédiaires en AEC | et
AECII (Figure 3 A). La formation des alvéoles se met en place par cloisonnement et la premiére
apparition des protéines du surfactant SP-A, SP-B, SP-C et SP-D résulte de la maturation de
des AEC. A la fin du stade sacculaire, le niveau d’expression des ARNm de SP-A, SP-B, SP-C
et SP-D commence a augmenter de fagon significative et maintien ce niveau d’expression élevé

méme apres la naissance. (Figure 3 B).
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Figure 3: Développement des cellules alvéolaires ovines. A: Ultrastructure des cellules alvéolaires intermédiaires
et des AEC Il chez le feetus ovin. Les cellules intermédiaires présentent des noyaux aplatis, de longues extensions
cytoplasmiques, corps lamellaires et microvillosités. Les AEC Il de forme arrondie se caractérisent par des noyaux
arrondis, des corps lamellaires et des microvillosités leur pole apical. B: Variation de I'expression relative des ARNm
des protéines A (SP-A), B (SP-B) et C (SP-C) du surfactant durant la période de gestation jusqu'a 2 ans aprés la
naissance.Le cadre rouge désigne la période de surexpression des ARNm SP-A, SP-B et SP-C Adapté de (68).

Stade alvéolaire (122°™ - la naissance)

Contrairement a 'homme, ou le développement pulmonaire continue 2 ans aprés la
naissance, au-dela du 130°™ jour de gestation, il n’y a plus de multiplication alvéolaire chez
'agneau. A la naissance, les cellules intermeédiaires alvéolaires disparaissent et les alvéoles
maintiennent des taux cellulaires constants de ~ 45% de AECI de forme allongées et ~ 55% de
AECII de forme arrondie et riches en corps lamellaires, dés 2 semaines d'age et jusqu'a la mort
de I'animal (68) (Figure 4).

v
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Figure 4: Changement de la proportion des AECI et les AECII chez I'ovin durant la période de gestation
jusqu'a 2 ans aprés naissance. AEC: Alveolar Epithelial Cells, AECI (), AECII (°) d'aprés (68).

.2. INITIATION MOLECULAIRE DU DEVELOPPEMENT PULMONAIRE

La morphogenése de I'appareil respiratoire résulte d’'une activité cellulaire contrblée par
un mécanisme moléculaire complexe. Le branchement correct, la vascularisation et la
différenciation des cellules souches pulmonaires dérivent de I'interaction de multiples facteurs
moléculaires tels que les protéines FGF10 (Fibroblast Growth Factor 10), SHH (Sonic
Hedgehog), SPRY2 (Sprouty homolog 2 drosophila) et WNT (Wingless type).

l.2.A. Le comPLEXE FGF10/ SPRY2

La protéine FGF10 est un membre de la famille des FGF. Elle joue un role essentiel dans
la formation, I'orientation et la croissance pulmonaire chez les mammiféres. Elle est produite par
les cellules mésenchymateuses distales du bourgeon pulmonaire au cours du développement.
FGF10 agit sur les cellules épithéliales pulmonaires via le récepteur membranaire FGFR2B
(Fibroblast Growth Factor Receptor 2 b) et induit leur prolifération. Elle induit aussi le
branchement du bourgeon et contrdle sa direction de croissance. La délétion des 2 alleles de

FGF10 ou l'inhibition de son récepteur FGFR2B empéchent le développement pulmonaire
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murin (174, 201). L'augmentation de la production de FGF10 augmente le branchement et les
jonctions anarchiques chez les souris (15).

SPRY2 (Sprouty Homolog 2) est sécrété par les cellules épithéliales et inhibe I'action de
FGF10 (85, 139). Chez la souris, I'augmentation de la production de SPRY2 entraine une
diminution de la prolifération cellulaire et aboutit a la formation de petits poumons; alors que la
diminution de sa production est a I'origine d’'un nombre plus important de branchements (figure
5) (225).

Inhibition de la prolifération cellulaire

Croissance Croi
épitheliale € FEFID e:’.:?,ii‘.’;:;e '—SPRY24— FGF10
epi mes

SHH
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Figure 5: L’action du complexe Fgf10/SPRY2 sur le développement pulmonaire. A: Fgf10 est activé
dans les cellules mésenchymateuses et la protéine FGF10 induit la prolifération de I'épithélium
pulmonaire (+). B: Spry2 est activé dans les cellules épithéliales et la protéine SPRY2 inhibe I'action de
Fgf10 (adapté de (243)). Rouge: Epithélium pulmonaire. Bleu: localisation des cellules
mésenchymateuses sécrétant Fgf10.

1.2.B. LE comPLEXE SHH/ Hip

Chez les vertébrés et les invertébrés, la voie de signalisation SHH (Sonic HedgeHog)
contréle la localisation, le moment de la prolifération ainsi que la différenciation cellulaire au
cours de I'embryogénése. La protéine SHH est sécrétée par les cellules épithéliales
pulmonaires et agit sur les cellules mésenchymateuses via le récepteur PTCH (Patched) (234).
La fixation de SHH sur PTCH conduit a la dé-répression de la protéine SMO (Smoothened,
frizzled family receptor), normalement inhibée par Ptc (102). L’activation de Smo entraine une
cascade de signalisation intracellulaire et aboutit a I'importation de la protéine Gli1 (Glioma-
associated oncogene family zinc finger 1) dans le noyau. Le facteur de transcription Gli1, active
I'expression de génes cibles tels que FOXF1 (Forkhead box L1) impliqué dans la prolifération

des cellules du mésenchyme pulmonaire. La surexpression de SHH sous contréle du promoteur
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de SP-C conduit a I'absence d’alvéoles fonctionnelles ainsi qu’a une augmentation du tissu
interstitiel mésenchymateux chez la souris (172). La délétion de SHH conduit a une trachée qui
ne se sépare pas de I'cesophage (172). La protéine SHH augmente la prolifération des cellules
mésenchymateuses par rapport aux cellules épithéliales. SHH inhibe la transcription du géne
FGF10 impliqué dans la prolifération des cellules épithéliales pulmonaires. La délétion d’'un
allele de SHH induit une expression diffuse de FGF10 dans tout le mésenchyme pulmonaire et
un développement anarchique de I'épithélium (Figure 6) (172). La protéine HIP (Hedgehog
interacting Protein), produite sous I'activation de Gli1, contréle SHH. Elle inhibe I'action de Gli1
permettant de nouveau a FGF10 d’étre reproduite par les cellules mésenchymateuses et d’étre

regue par I'épithélium de fagon coordonnée (41).
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Figure 6: Action du complexe SHH/HIP1 sur le développement pulmonaire. A: SHH est sécrétée par les cellules
épithéliales et inhibe la transcription de Fgf10. B : La protéine HIP inhibe la voie SHH et réactive I'action de la
protéine FGF10 (adapté de (243)).

l.2.C. LA VOIE DE SIGNALISATION WINGLESS TYPE

Les voies WNT (Wingless type) sont impliquées dans I'embryogenése et la
morphogeneése. Elles jouent un réle majeur dans la programmation cellulaire notamment lors de
la formation de l'appareil respiratoire. Ces voies sont complexes et 'ensemble de leur réle
physiologique est encore loin d’étre déchiffré. Deux voies ont été décrites : la voie canonique
qui joue un réle important dans le destin des cellules souches des différents organes et la voie
non canonique qui intervient dans la polarité et les mouvements cellulaires (114). L’activation de
la voie canonique débute par la fixation d’'un ligand de la famille WNT sur les récepteurs

transmembranaires "Frizzled" et LRP (low density lipoprotein receptor-related protein).
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Lorsqu’un ligand Wnt interagit avec ces deux corécepteurs, il y a inhibition de la
phosphorylation de la B -caténine, induisant son accumulation dans le cytoplasme. Celle-ci est
transportée dans le noyau pour s’associer avec des protéines de la famille des facteurs de
transcription LEF/ TCF (Lymphoid Enhancer binding Factor/ Transcription factor) et permet
I'activation des génes impliqués dans la prolifération ou la différenciation (114). Une mutation
induite dans le géne WNT7b (Wingless type 7b) de la lignée germinale murine au cours du
développement pulmonaire entraine des troubles respiratoires liés a I'hypoplasie des poumons
et est associée a une baisse de la prolifération du mésenchyme ce qui induira la mort des
souriceaux apres la naissance (206) . WNT5a empéche I'action de FGF10 et la délétion du
gene WNT5a induit une prolifération anormale de I'épithélium respiratoire, un rétrécissement du
mésenchyme interstitiel ainsi qu’'un mauvais embranchement pulmonaire (126). L’inactivation
du géne de la B-caténine ou CTNNB (catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa)
chez des souris KO induit une réduction séveére du nombre d’alvéoles et entraine leur mort & la
naissance (155). La voie canonique WNT, sous le contréle de DKK1 (Dickkopf-related protein 1)
participe donc au développement eéquilibré du mésenchyme et de [Iépithélium et au
branchement correct au cours de I'embryogenése (Figure 7).

DKK1 —— “WNT”
+

Croissance
épithéliale

N

Branchement

Figure 7: L’action de la voie WNT sur le développement et le branchement pulmonaire. Un arrét de la sécrétion
de la protéine Dkk1 (Dickkopf-related protein 1) qui est essentiellement un inhibiteur de la voie WNT induit la
sécrétion des protéines Wnt par les cellules mésenchymateuses et le branchement du bourgeon pulmonaire suite a
la production de fibronectine (FN) au centre de la partie distale (adapté de (243))

|.2.4. AUTRES GENES IMPLIQUES DANS LA MORPHOGENESE DU POUMON

De nombreux autres génes interviennent dans le processus de la morphogénése du
poumon mais leur réle reste peu connu. La protéine BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4) est

sécrétée par les cellules épithéliales. Elle est régulée par la protéine FGF10 (101) et agit
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rétroactivement en inhibant la sécrétion de Fgf10. BMP4 pourrait donc avoir un réle d’inhibition
de la croissance épithéliale (245). L'EGF (Epidermal Growth Factor) est I'un des facteurs de
croissance essentiel dans le branchement du poumon (149). Il est exprimé par I'épithélium et le
mésenchyme distal du bourgeon alvéolaire. La délétion de son récepteur EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor) induit une réduction de 50% du branchement (243).

La famille des TGF-B (Transforming Growth factor beta) comprend les trois protéines
TGF-$1,2 et 3 toutes exprimées dans le poumon embryonnaire (171). La surexpression de
TGF-B1 inhibe le branchement du poumon durant I'embryogenése (202). L'inhibition du
récepteur de type 2 de TGF-3, conduit a une augmentation du nombre de branches formées
(265). La délétion de TGF-3 chez la souris entraine un retard du développement pulmonaire et

la mort précoce a la naissance (110).

II. HISTOLOGIE DE L’EPITHELIUM RESPIRATOIRE

Les propriétés morphologiques et physiologiques des cellules formant [I'épithélium

respiratoire varient selon leur emplacement (27) (Figure 8).
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Figure 8 : Représentation de I’épithélium de surface bordant les voies aériennes humaines (adapté
de [72]).
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I.1. L’EPITHELIUM TRACHEO-BRONCHIQUE

Depuis les fosses nasales jusqu’aux bronchioles, I'épithélium respiratoire comprend un
épithélium de surface en contact avec l'air inhalé et un épithélium glandulaire situé dans la
sous-muqueuse respiratoire et relié a la lumiere des voies aériennes par des canaux collecteurs
renfermant I'épithélium canalaire. L’épithélium trachéo-bronchique ou pseudo-stratifié présente
des cellules a noyaux stratifies (145). Chez la majorité des mammiféres, cet épithélium est

composé de plusieurs types cellulaires ancrés a la membrane basale:

° Les cellules ciliées sont les plus nombreuses. Leur pdle apical est riche en
mitochondries qui apportent I'énergie nécessaire aux battements ciliaires. La
synchronisation des battements ciliaires aide au déplacement du mucus respiratoire vers

le pharynx (210).

° Les cellules sécrétoires ou caliciformes ont comme réle principal la sécrétion des
mucines et la production des protéines a activité antibactérienne telles que les IgA

sécrétoires (81).

° Les cellules intermédiaires sont des cellules qui se divisent pour donner des cellules

ciliées et des cellules sécrétoires (50).

° Les cellules basales sont capables de se différencier en cellules intermédiaires et sont

impliquées dans la régénération des cellules ciliées et sécrétoires (50) .

o Les cellules canalaires sont les cellules des glandes sous-muqueuses. Elles sont
majoritairement ciliées et permettent la propulsion des sécrétions glandulaires vers le

liquide de surface (24).

o Les cellules séreuses présentent un cytoplasme riche en granules renfermant du
lysozyme (90), de la transferrine (26) et de I'anti-leucoprotéase (70). Elles sécrétent des
mucines neutres sulfatées (119) et des substances non muqueuses lipidiques (214). Elles
jouent un role important dans 'immunité innée en sécrétant des facteurs antibactériens et
du mucus impliqués dans le maintien du fonctionnement pulmonaire normal au niveau de

la lumiére des voies aériennes.

° Les cellules myoépithéliales entourent les glandes sous-muqueuses. Elles favorisent
I'expulsion des sécrétions glandulaires depuis les tubes collecteurs vers la lumiére des
voies aériennes par la pression qu’elles exercent sur les glandes. Ces cellules sont de

forme allongée et sont positionnées a la base de I'épithélium glandulaire en contact avec
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la lame basale. Elles expriment la cytokératine 14 caractéristique des cellules épithéliales

basales et I'a-actine caractéristique des fibres musculaires lisses (215).

° Les cellules neuroendocrines se distinguent par la présence de molécules
biologiquement actives comme la sérotonine, la calcitonine, le CGRP (Calcitonin Gene-
Related Peptide), la chromogranine A, la GRP (Gastrin Related Peptide) et la bombésine.
Cette derniére est impliquée dans le tonus vasculaire et musculaire bronchique, la
sécrétion du mucus et I'activité ciliaire (178, 248). Les peptides et les amines sécrétés par
les cellules neuroendocrines jouent un réle déterminant dans le développement foetal en

modulant la morphogeneése branchée (127, 220).

11.2. L’EPITHELIUM BRONCHIOLAIRE

L’épithélium qui tapisse les bronchioles est dépourvu de cellules caliciformes mais
présente de rares cellules basales, ciliées et neuroendocrines. Cet épithélium est composé
essentiellement de cellules en déme dites cellules de Clara (Figure 8). Les cellules de Clara
sont non ciliées, de forme ovale chez 'homme et irréguliere chez les autres espéces
notamment chez l'ovin (177). Leur noyau est basal et leur pdle apical présente des
microvillosités. Ces cellules sont riches en cytochrome P450, une hydroxylase catalysant
l'oxydation des composés organiques et participant a la détoxification des xénobiotiques (34,
250). Les cellules de Clara sécrétent une utéroglobine, nommée SCGB1A1 (secretoglobin,
family 1A, member 1) chez 'humain et le lapin et CCSP (Clara Cell Secretory Protein) ou CC10
(Clara Cell 10 kDa) chez la souris, le rat ou I'ovin. Cette protéine joue un réle anti-inflammatoire
(150, 207, 244) via son potentiel réle d’inhibiteur de la phospholipase A2 (140). Les cellules de
Clara sécrétent également les protéines A, B et D du surfactant alvéolaire (236).

11.3. L’EPITHELIUM ALVEOLAIRE

L’épithélium alvéolaire est constitué d'AEC | et d'AEC Il (Figure 8). Les AEC | sont des
cellules larges et trés aplaties (50 a 100um de diameétre) couvrant environ 95% de la surface
epithéliale alvéolaire (217). Ces cellules ont été initialement décrites comme biologiquement
inactives, totalement différenciées et impliquées dans le passage d’air passif vers les capillaires
(217). Mais la présence des mitochondries, d’un appareil de Golgi important, de nombreuses
vacuoles et des microvilli montre que ces cellules sont métaboliquement actives (79). Elles sont
impliquées dans le maintien du fluide de surface et dans le transport actif d’eau et d’ions a
travers des canaux sodiques ENaC (Epithelial Na Channel) présents a leur membrane (107). Il

a été montré que les AEC | isolés des alvéoles de rats présentent une plasticité in vitro et sont
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capable d’exprimer SP-C, CC10 et OCT4 ce qui suggere leur possible role dans la réparation

de I'épithélium alvéolaire in vivo. (79).

Les AEC Il sont des cellules de forme cubique ne présentant pas d’extensions
cytoplasmiques. Elles occupent 5% de la surface alvéolaire et constituent 63% de la population
épithéliale alvéolaire chez I'homme (65) et 55% chez l'ovin (68). Le pdle apical des AEC Il
présente des microvillosités entourant une zone centrale lisse. Leur cytoplasme est riche en
organites et contient un réticulum endoplasmique et un appareil de golgi surdéveloppés, signe
d’'un métabolisme trés actif. Les AEC |l se caractérisent par la présence de corps lamellaires
situés a proximité des pdles apicaux et occupant 10% du volume de ces cellules. Ce sont des
compartiments de stockage intracellulaire du surfactant pulmonaire avant sa sécrétion dans la

lumiére alvéolaire (252).

L’épithélium bordant les voies respiratoires de la trachée jusqu’aux alvéoles constitue une
zone de défense contre les différents polluants et les agressions microbiennes, chimiques et
meécaniques. Son homéostasie et le maintien de sa composition cellulaire résultent de la
présence de différentes niches de cellules souches adultes et de cellules progénitrices, douées
toutes les deux d’'une capacité d’auto-renouvelement et de maintien des différents types

cellulaires.

IIl. LES CELLULES SOUCHES ET LEUR CLASSIFICATION

Les cellules souches sont des cellules indifférenciées capables de s’auto-renouveler afin
de maintenir leur population. Elles produisent des cellules spécialisées qui acquiérent une
morphologie et une fonction spécifique dans le tissu (71, 138). Les cellules souches se divisent
soit symétriquement pour donner des cellules souches filles identiques, soit asymétriquement
pour donner des cellules souches et des cellules progénitrices plus différenciées. Les cellules
progenitrices peuvent s'engager dans une ou plusieurs voies de différenciation. Elles peuvent
donner naissance soit directement a des cellules différenciées soit a d'autres cellules
progénitrices qui ultérieurement vont se différencier et se spécialiser dans un tissu donné. Les
cellules progénitrices ou cellules d’amplification transitoire proliferent de facon limitée et
participent aux réparations tissulaires aprés lésions (204). Selon leur capacité de différenciation,
on distingue les cellules souches totipotentes issues des premiéres divisions d’un ceuf fécondé
ou zygote au stade morula 8 cellules. Elles sont nommées blastoméres et sont a l'origine des

cellules des trois feuillets embryonnaires: I'ectoderme, le mésoderme et 'endoderme ainsi que



21 |

CHAPITRE 1: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

du placenta. Elles sont capables de former un étre vivant complet. Les cellules souches
pluripotentes sont les cellules de 'embryon au stade blastocyste 40 cellules. Elles peuvent
s’auto-renouveler et générer tous les tissus d’un organisme mais ne peuvent pas seules étre a
l'origine de I'étre vivant. Les cellules multipotentes regroupent les cellules souches tissulaires
du feetus et de I'adulte. Elles sont capables de s’auto-renouveler, présentent un potentiel de
différenciation plus limité que celui des cellules souches pluripotentes et s’engagent dans une
voie de différenciation tissulaire spécifique. Enfin, les cellules souches unipotentes ne donnent

naissance qu’a un type unique de cellules différenciées a un stade terminal.

Parmi les cellules souches on distingue les cellules souches embryonnaires, les iPS et les

cellules souches adultes.

lll.1. LES CELLULES SOUCHES EMBRYONNAIRES

Les premiéres cellules souches embryonnaires pluripotentes apparaissent au stade
morula, postérieur aux premieres divisions du zygote. Au stade blastula, un blastocyste est
formé d'un trophectoderme enveloppant une sphére de cellules souches embryonnaires
pluripotentes. Ces cellules génerent 'endoderme, le mésoderme et I'ectoderme. Les premieres
études datent de 1981, avec la dérivation in vitro de cellules souches embryonnaires isolées de
blastocystes de souris qui injectées aux souris induisaient la formation de tératocarcinomes
(141). Des cellules souches embryonnaires humaines ont été isolées en 1998 (227), elles
étaient capables de se maintenir jusqu'a deux ans, avec plus de 300 doublements in vitro tout
en conservant un phénotype indifférencié (161). Les cellules souches embryonnaires humaines
sont capables de former une multitude de types cellulaires comme des cellules nerveuses
(183), ou des dérivés différenciés des trois feuillets germinaux (5, 183, 227) comme les cellules
osseuses, les cellules musculaires lisses et striées (227).

Les cellules souches embryonnaires expriment des génes impliqués dans la pluri-
potentialité tels que les facteurs de transcription OCT4 (Octamer binding factor 4), NANOG
(Nanog homeobox), SOX2 (Sry- related high mobility group box -2), FOXD3 (Forkhead box D3),
ZFP42 (Zinc Finger Protein 42), le récepteur du TDGF1 (Teratocarcinoma- Derived Growth
Factor 1) ou le facteur de croissance GDF3 (Growth Differentiation Factor-3) (173). Elles
peuvent étre également caractérisées par l'activation de la phosphatase alcaline, de la
télomeérase et par I'expression des génes SSEA-3 et 4 (Stage-Specific Embryonic Antigens 3

and 4) ou MHC-1 (Major Histocompatibility Complex 1) (216). La pluripotence des cellules
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souches embryonnaires chez 'homme est d'intérét pour le développement de la médecine
régénérative (54). Cependant, leur utilisation thérapeutique pose des problémes d’ordre éthique

1

lié a l'utilisation d’embryons humains ° et d'innocuité lié a leur fort potentiel mitogéne et

tumorigéne, augmentant le risque tumoral aprés implantation (141).

1.2. LEs IPS

Il est possible de générer des cellules souches pluripotentes semblables aux cellules
souches embryonnaires par reprogrammation génétique de cellules somatiques. Ce procédé
permet de générer des cellules pluripotentes a partir des cellules d'un individu pour la
réparation de ses tissus endommagés. C'est aussi une voie de production in vitro d’'un
répertoire de tissus normaux et pathologiques permettant d'en étudier les caractéristiques

physiologiques et biologiques (167).

Les génes OCT4 et SOX2 sont impliqués dans le maintien de la pluripotence des cellules
souches embryonnaires (10, 159). Les génes MYC (v-myc myelocytomatosis viral oncogene
homolog) et KLF4 (Kruppel-Like Factor 4) sont surexprimés dans de nombreuses tumeurs et
contribuent a I'auto-renouvélement et la prolifération des cellules souches embryonnaires (33,
131). Lintroduction de ces quatre génes dans des cellules somatiques murines induit leur
reprogrammation en cellules souches pluripotentes induites (33, 131). Les cellules générées a
partir de cellules embryonnaires ou fibroblastiques murines ont ét¢ nommées iPS (induced
Pluripotent Stem cell). Elles présentent des caractéristiques morphologiques et des capacités
de prolifération et d’expression de génes de cellules souches embryonnaires, tels que OCT 4,
NANOG, SOX2, SSEA-1... (224).

Les premiers clones d'iPS humaines ont été obtenus a partir de fibroblastes humains par
lintroduction soit des genes OCT4, SOX2, NANOG et LIN28 (lin-28 homolog) (261) soit des
genes OCTH4, Kif4, SOX2 et MYC (223). Les iPS humaines ainsi obtenues sont analogues aux
cellules souches embryonnaires humaines en termes de morphologie, de prolifération, d’activité
de la télomérase, d’expression de la phosphatase alcaline et des protéines telles que SSEA-1,
SSEA-3, SSEA-4, TRA -1-60 (Tumor-Related Antigen 1-60), TRA -1-81 ou NANOG (223).

La suppression de transcription du gene P53 par shRNA (short Hairpin RNA) induit la
reprogrammation de 10% de fibroblastes murins en iPS in vitro (93). Alors que la

! Pour information http://www.ladocumentationfrancaise.fr/rapports-publics/064000623/index.shtml
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reprogrammation totale in vitro des fibroblastes murins et humain ainsi que des lymphocytes T
humains en iPS nécessite la surexpression des trois génes OCT4, SOX2 et KLF4 par

transfection associés a la suppression de I'activité de P53 (93).
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Figure 9: Obtention des cellules souches pluripotentes induites (iPS). L'introduction dans des cellules humaines
des facteurs de reprogrammation a été réalisée par transfection de vecteurs rétroviraux portant les genes OCT4,
SOX2, KLF4 et C-MYC ou OCT4, SOX2, NANOG et LIN28. La sélection puis la propagation des cellules
reprogrammées sont nécessaires pour générer des iPS. Une autre méthode d’obtention de cellules reprogrammées
est l'introduction directe des protéines recombinantes Oct4, Sox2, KIf4 et C-Myc. piPS, protein-induced pluripotent
stem cells. (adapté de (194)).
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Une autre méthode de transformation de fibroblastes humains en iPS est l'utilisation de
facteurs chimiques permettant la modulation du statut épigénétique des cellules tels que I'acide
valproique, un inhibiteur des histones désacétylases. Ainsi la reprogrammation des fibroblastes
humains traités a I'acide valproique serait faisable par transfection seulement des deux génes
de transcription OCT4 et SOX2, éliminant ainsi le risque tumorigéne induit par MYC et Kif4 (99)
(Figure 9).

De méme, les cellules souches pluripotentes peuvent étre directement induites par les
protéines recombinantes OCT4, SOX2, KLF4 et MYC qui sont capables de pénétrer le
cytoplasme des cellules somatiques. Les cellules ainsi générées sont nommeées piPS (protein
induced Pluripotent Stem cells). Des piPS obtenues a partir de fibroblastes différenciés
d’embryon de souris ont acquis des propriétés d’auto-renouvélement et de différenciation

pluripotent in vitro et in vivo (266).

11.3. LES CELLULES SOUCHES ADULTES

Les cellules souches adultes assurent ’lhoméostasie c’est-a-dire le maintien physiologique
d’'un organe ou d’un tissu en remplacant les cellules mortes naturellement ou aprés une Iésion
et en assurant ainsi la pérennité de la fonction de I'organe durant la vie de l'individu. Elles
doivent répondre a deux critéres biologiques que sont I'auto-renouvélement et la capacité a se

différencier.
I.3.A NOTION DE NICHES DES CELLULES SOUCHES ADULTES

Le microenvironnement local ou niche affecte directement le comportement des cellules
souches tissulaires [161]. Des facteurs environnementaux sont connus pour influencer la survie,
la quiescence, l'auto-renouvélement 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 [161,
162]. Ainsi, les niches sont des structures hautement dynamiques, trés régulées et présentes

en nombre limité.

Les cellules souches adultes ont été décrites dans I'épiderme (191), le systéme nerveux
central (72), l'intestin (23), les os (20), le foie (257), le pancréas (179), le muscle lisse, le muscle
squelettique (182), le muscle cardiaque (122), les glandes mammaires (51), la cornée (146), les
glandes salivaires (166), les tendons (197), la membrane synoviale (47), la pulpe dentaire (82),



25 |

CHAPITRE 1: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

le thymus (17), le cartilage (190), le tissu adipeux (269), I'épithélium amniotique (164) et
I'épithélium pulmonaire (111). Ces cellules sont trés rares: de 1 a 1,5 cellules/ 10000 dans la
moelle osseuse (246), de 1 a 2 cellules/ 10000 dans le poumon foetal humain (111), de 1/ 6000
dans les bronchioles et de 1/ 30000 dans les alvéoles d’un individu adulte (111).

111.3.B PLASTICITE DES CELLULES SOUCHES ADULTES

Les cellules souches adultes, définies par leurs capacités d’auto-renouveélement et de
différenciation, ont été initialement considérées comme spécifiques aux organes. Mais, au cours
des dix dernieres années de nombreuses études ont rapporté la capacité de trans-
différenciation de divers types cellulaires. Les cellules souches hématopoiétiques peuvent se
trans-différencier en cellules épidermiques, épithéliales pulmonaires (56), intestinales (251),
rénales (128), hépatiques (247), musculaires (66) ou endothéliales (212).... Les cellules
souches musculaires ou du systéme nerveux central sont capables de se trans-différencier en

cellules de la lignée sanguine (239).

Cependant, le concept de trans-différenciation est partiellement remis en cause puisque
dans certains cas, il existe un phénoméne de fusion d’'une cellule souche exogéne avec une
cellule différenciée (226, 254). Chez la souris, la co-culture des cellules souches embryonnaires
et de cellules nerveuses aboutit a la formation de cellules hybrides tétraploides exprimant des
marqueurs spécifiques aux cellules nerveuses et présentant les caractéristiques d’auto-
renouvelement et de différenciation des cellules souches embryonnaires (259). Le mécanisme

de fusion cellulaire pourrait constituer un moyen de réparation des tissus Iésés.

. 4. LES CELLULES SOUCHES TUMORALES

Actuellement, deux modéles majeurs de propagation des tumeurs qui ne sont pas
mutuellement exclusif sont décrits: le modele d'évolution clonale aléatoire et le modéle des
cellules souches tumorales définit comme hiérarchique (31). Le modéle d'évolution clonale
propose qu'une seule cellule soit a l'origine de la tumeur. La progression tumorale serait ainsi
due a la variabilité génétique acquise au sein du clone original permettant une sélection des
cellules les plus agressives (160). Le modeéle des cellules souches tumorales définit comme
hiérarchique est basé sur I'hypothése que les cellules tumorales seraient hétérogénes au sein
des tumeurs et que seul le sous-ensemble des cellules souches présenterait la capacité de
proliféerer et a former de nouvelles tumeurs (31, 249). Des données récentes suggerent qu'une
sous-population relativement rare de cellules souches tumorales présente la capacité unique

d'initier et d’induire la propagation tumorale (238). Ces cellules ont été identifiées et isolées
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dans diverses tumeurs (2, 43, 88, 209) dont les cancers pulmonaires (61) et sont définies
comme les cellules cancéreuses possédant la capacité de donner naissance a des tumeurs in
vitro et in vivo. Les cellules souches tumorales présentent des caractéristiques communes aux
cellules souches embryonnaires et aux cellules souches adultes dont I'auto-renouvélement et la
capacité de différenciation multipotente (109, 136). L'auto-renouvelement des cellules souches
tumorales entraine la formation de tumeurs et leur différentiation contribue a I'hétérogénéité

cellulaire au sein d’'une tumeur (31, 249).

Les populations de cellules souches tumorales sont établies dans des niches spécifiques
qui contrélent normalement la régénération, I'entretien et la réparation des tissus (199). Ces
cellules semblent dériver de cellules souches normales qui ont acquis les mutations leur
permettant d'échapper au contrdle de leur niche. Les niches des cellules souches tumorales
sont capables de moduler le pouvoir de prolifération de ces cellules en favorisant leur division
symétrique et donc I'expansion des tumeurs. La voie EGFR jouerait un réle dans la prolifération
anormale de ces cellules (268). La surexpression d’EGFR dans les cellules souches tumorales
correle avec I'expansion des tumeurs (268). L'inhibition de l'activité de la tyrosine kinase de
I'EGFR entraine la régression des tumeurs et favorise la division asymétrique des cellules
souches tumorales en cellules tumorales ce qui présente un modeéle préclinique pour

I'élimination des niches de cellules souches (268).

L’expansion tumorale pourrait résulter d'altérations des cellules souches ou de leur niche.
L’altération des cellules souches pourrait induire I'arrét de leur auto-renouvélement au sein de
leurs niches spécifiques et activer des niches alternatives de cellules souches pour induire un
cancer. Une niche de cellules vasculaires par exemple, semble contribuer a la formation de
certaines tumeurs du cerveau en initiant la génération de cellules souches tumorales et leur
prolifération (29, 144). Les cellules vasculaires contrélent le gradient d’O, au sein des niches
tumorales (170). Le mécanisme de ce contrdle reste inconnu, mais la disponibilité d'O, présente
un réle direct dans la régulation des cellules souches par le biais de la modulation d'HIF-1a
(Hypoxia Inducible Factor 1, alpha subunit) de la voie Wnt / B-caténine (144). La modulation
d'HIF-1a entraine I'activation de cette voie et I'expression de la p-caténine et des effecteurs
LEF-1 (Lymphoid Enhancer Factor-1) et TCF-1 (T-Cell Factor-1) (144). Donc, si les cellules
souches tumorales dépendent du microenvironnement des niches de cellules souches
normales voisines alors ces niches normales pourront étre des cibles potentielles pour le

traitement des tumeurs.
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Les cellules souches tumorales du cancer du sein dans des modéles in vitro sont
résistantes aux radiations (48) et a la chimiothérapie (130) ce qui pourrait expliquer leur rble
potentiel dans la récurrence des tumeurs. Ces résultats suggérent que les différents traitements
peuvent ne pas étre trés adéquat pour I'éradication des cellules souches tumorales in vivo (13).
Une hypothése propose que 'ADN de cellules souches tumorales serait plus résistant aux
traitements chimiques ou radiologiques que I'ADN de cellules différenciées (142, 264). Ces
cellules souches tumorales présentent des capacités préférentielle de réparation de leur ADN
aprés traitement (12). La réparation de I'ADN est activée par un complexe protéique « damaged
DNA factor/ preincision complex » qui localise la zone endommagée et active le complexe
ERCC1/XPF (Excision Repair Cross-Complementation Group 1/ Xeroderma Pigmentosum
complementation group F). Ce complexe est responsable du déroulement de 'hélice de 'ADN
et permet a 'ADN polymérase de re-synthétiser le fragment dégradé (142). Les traitements des
tumeurs activent préférentiellement les points de contréles de la réparation de I'ADN des
cellules souches tumorales tout en activant les kinases ChK1 et ChK2 responsables de la

mitose cellulaire (12).

Le modéle d'évolution clonale aléatoire des tumeurs a partir de plusieurs mutations
aléatoires et sélections clonales n’est pas suffisant pour expliquer complétement la biologie des
tumeurs. L'hypothése de l'implication de cellules souches tumorales apporte d'autres éléments
de compréhension du mécanisme de formation des tumeurs. La carcinogenése implique
I'acquisition et I'accumulation de mutations génétiques et épigénétiques se développant sur de
nombreuses années. Les sous populations de cellules souches au sein des tumeurs semblent
étre un référentiel de sauvegarde de toutes ces mutations. L'auto renouvélement des cellules
souches tumorales entraine le maintien des mutations génétiques et la différenciation de ces

cellules pourrait expliquer I'hétérogénéité des cellules cancéreuses (189).

Marqueurs de cellules souches tumorales

Certaines protéines cellulaires sont des marqueurs spécifiques permettant de caractériser
les cellules souches tumorales. Parmi celles-ci, la molécule CD34 est un antigéne de surface
exprimeé par les cellules endothéliales et hématopoiétiques et est détecté dans plusieurs types
de leucémie (195). La protéine CD44 est une glycoprotéine exprimée a la surface des cellules
endothéliales et les cellules mésenchymateuses jouant un réle dans I'adhésion cellulaire et
lactivation de lymphocytes (8). Cette protéine est détecté dans les cancers du sein (2). La
protéine CD133 ou Prominine-1 est détectable dans un large spectre de cancer y compris les

cancers pulmonaires (61, 229). CD133 est une protéine de surface jouant un rble dans
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I'activation et le maintien des cellules souches (262), ainsi que dans I'adhésion entre cellules
(222). L’'ALDH 1 (Aldehyde dehydrogenase 1 family), membre de la famille des ALDH qui
métabolise une grande variété d'aldéhydes endogénes et exogénes (260) est fortement
exprimée dans divers types de cellules souches et progénitrices tumorales (77, 98, 106, 108).
Cette enzyme pourrait étre utilisée comme un marqueur de certains types de cellules souches

tumorales y compris dans les cancers pulmonaires (106).

IV. LES CELLULES SOUCHES ET PROGENITRICES DE L’EPITHELIUM PULMONAIRE

L'épithélium des voies aériennes est soumis a des particules chimiques inhalées et a des
agents pathogénes a lorigine de diverses inflammations comme la bronchite chronique,
'asthme et la BPCO (Bronchopneumopathie chronique obstructive)... Ces pathologies sont
généralement associées a des changements dans I'organisation cellulaire et le remodelage de
la structure épithéliale, voir dans certains cas a une dénudation compléte de la membrane

basale avec une altération de I'épithélium bordant les voies respiratoires (40).

Pour restaurer ses fonctions, I'épithélium respiratoire doit rapidement se réparer et
régenerer sa structure. La régénération est un processus complexe qui se déclenche suite a
une lésion. Des cellules épithéliales souches quiescentes et des cellules progénitrices s’activent
pour couvrir la zone dénudée (59). Ces cellules migrent vers la zone de réparation et
commencent a proliférer. Elles subissent une différenciation progressive afin de restaurer la
fonction et les différents types cellulaires de la zone agressée (25, 59). Le mécanisme de
régénération de I'épithélium respiratoire a été largement étudié chez la souris et le rat. Aprés
Iésion de leur épithélium bronchique, des foyers de cellules en prolifération active ont été
observés aux alentours des canaux glandulaires présentant ainsi la premiére preuve de
'existence de niches de cellules souches au sein du poumon (25). L’observation de cellules
dans les canaux glandulaires, les régions trachéo-bronchiques (42), inter-cartilagineuses (42),
bronchiolaire (62, 94, 95) et bronchioloalvéolaires (112), retenant a long terme le marquage au
bromodésoxyuridine (Brdu), suggére la présence de cellules souches maintenues a I'état

quiescent au sein de certaines niches spécifiques dans le poumon (Figure 10).
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Figure 10 : Les niches des cellules souches dans I’épithélium pulmonaire murin. 1) Cellules basales bordant
les canaux des glandes de la sous-muqueuse. 2) Cellules basales de I'épithélium trachéo-bronchique dans les zones
cartilage- intercartilage. 3) Cellules de Clara variantes dans les corps neuro- épithéliaux. 4) BASC au niveau des
jonctions bronchioalvéolaires. 5) AEC Il dans les alvéoles (Adapté de (135)).

IV.1. LES CELLULES SOUCHES ET LES CELLULES PROGENITRICES DE L’EPITHELIUM

TRACHEO-BROCHIQUES

L’étude des cellules souches et progénitrices de I'épithélium trachéo-bronchique révéle la
contribution de deux types cellulaires distincts dans le maintien et le renouvelement de cette
zone de l'arbre respiratoire. Aprés divers agressions de I'épithélium trachéo-bronchique par des
agents chimiques tels que le polydocanol (24), 'ozone (63), le dioxyde d'azote (62, 63), le
dioxyde de soufre (24) ou le naphtaléne (218) ou par agression mécanique (205), les cellules
basales et les cellules de Clara ont montré un potentiel de prolifération et de réparation de

I'épithélium agressé.
IvV.1.1. LES CELLULES BASALES

Des foyers de cellules basales exprimant les cytokératines 5, 14 et 18 bordent les canaux
des glandes de la sous muqueuse au niveau de la trachée proximale et dans les zones
cartilage-intercartilage et sont considérées comme niches de cellules souches au sein des voies

aeriennes trachéo-bronchiques murines (24). Expérimentalement, ces cellules retiennent le



30 |

CHAPITRE 1: REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

marquage au BrdU pour une centaine de jours aprés la lésion de I'épithélium trachéo-
bronchique et sont caractérisées de LRC (label-retaining cells). Cette capacité a retenir le BrdU
est une caractéristique des cellules souches qui se divisent lentement et de facon illimitée (24)
Chez des souris transgéniques exprimant la protéine EGFP (Enhanced Green Fluorescent
Protein) sous le contrdle du promoteur du gene de la cytokératine 5, les cellules basales
trachéales exprimant la GFP, sont présentes dans les niches de LRC, et montrent une

croissance clonale in vitro (200).

De méme, aprés l'ablation des cellules de Clara par I'exposition de souris au naphtaléne,
les cellules basales s’activent, proliferent et sur-expriment la cytokératine 14. Au bout de 6
jours, la réapparition des cellules de Clara suggere la capacité de différenciation des cellules

basales en cellules de Clara (95).

IV.1.2. LES CELLULES SECRETRICES OU CELLULES DE CLARA

Le réle potentiel des cellules de Clara en tant que cellules progénitrices de I'épithélium
trachéo-bronchique a été suggéré dés 1987 (96). Dans la trachée des souris, suite a la Iésion
des cellules ciliées par exposition au NO,, seules les cellules de Clara étaient capable de se
diviser (64) et de contribuer a la réparation de I'épithélium trachéal murin en augmentant leur
capacité de prolifération (180). Ces observations suggerent que les cellules de Clara peuvent
étre des cellules progénitrices (180). Suite a l'induction expérimentale de lésions par le
naphtaléne, il a été montré que les cellules basales se différencient en cellules de Clara
progénitrices multipotentes avec une diminution de I'expression de TRP63 (Transformation
Related Protein 63), NGFR (Nerve Growth Factor Receptor), cytokératine 5 et une
surexpression cytokératine 8. (192). Les cellules de Clara ainsi générées suite a la
différenciation des cellules basales, proliferent et générent des cellules ciliées (147, 192). Ainsi,
les cellules souches trachéo-bronchiques représentent une population de cellules basales qui
s’auto-renouvellent et qui se différencient en cellules de Clara progénitrices chez la souris et
'homme (192).

IvV.2. CELLULES PROGENITRICES DE L’EPITHELIUM BRONCHIOLAIRE

La premiére mise en évidence d’une niche de cellules souches bronchiolaires a été
rapportée chez la souris aprés induction de lésions bronchiolaire par le naphtaléne (186). Une
population résistante au naphtaléne a été identifié¢e au niveau des corps neuro-épithéliaux
bronchiolaires et était capable de s’activer, de proliférer et de restaurer I'épithélium
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bronchiolaire (94, 186). Cette population résistante au naphtaléne a été subdivisée en cellules
de Clara variantes CCSP"** (186).

Il existe une population de cellules CCSPP* n’exprimant pas le cytochrome P450-2F2 et
résistante au naphtaléne (186) Le cytochrome P450-2F2 métabolise le naphtaléne en
produisant un composé hautement toxique induisant la mort des cellules P450-2F2°°°.. Il a été
mis en évidence d'autre part, une population de cellules souches neuro-endocrines CCSP"®/
CGRPP* (Calcitonin Gene Related Peptide) (186). D’autre part, certaines cellules ciliées
initialement considérées comme différenciées se sont révélées aptes a s’étaler rapidement suite
a la I'élimination des cellules de Clara par le naphtalene afin de maintenir 'homéostasie
tissulaire (186). Ces cellules ciliées sur-expriment les genes p—catenine, FOXA2 (Forkhead box
A2), FOXJ1 (Forkhead box J1), SOX17 (SRY (sex determining region Y)-box 17) et SOX2 (SRY
(sex determining region Y)-box 2), proliférent et se différencient en cellules de Clara et cellules

ciliées participant ainsi au maintien de la barriére épithéliale (169).

L’épithélium bronchiolaire est donc maintenu par trois types de cellules: les cellules de
Clara ou cellules d’amplification transitoire, les rares cellules souches bronchiolaires
CCSPP*/CGRP®* localisées dans les corps neuro-endocrines et certaines cellules ciliées (74,
180).

IV.3. CELLULES SOUCHES DE LA JONCTION BRONCHIOLO-ALVEOLAIRE

Divers travaux suggérent une origine commune des cellules de Clara et des AEC ILI.
L’existence de rares cellules de Clara présentant des corps lamellaires a été décrite chez les
hamsters au niveau des jonction bronchio-alvéolaires (104). Une population de cellules
épithéliales pulmonaires embryonnaires co-exprimant les protéines CCSP et SP-A et capable
de générer des populations de cellules épithéliales bronchiolaires et alvéolaire a été mise en
évidence chez la souris (253). En 2002, une niche de cellules souches a été observée au
niveau de la jonction bronchiolo-alvéolaire (75). Ces cellules murines expriment la protéine
CCSP, résistent aux polluants chimiques et contribuent a la restauration épithéliale aprés Iésion
(75). Une sous-population de cellules de Clara CCSP"* a été décrite au niveau de la jonction
bronchiolo-alvéolaire (75) Cette population particuliere exprime également la protéine SP-C,
Sca-1 (Stem Cell Antigen 1), et CD34 (112). Ces cellules CCSPP**/SP-C"* sont capables de
proliférer in vivo en réponse a des lésions de l'alvéole induites par la bléomycine ou de la
bronchiole induites par le naphtalene (112). Elles présentent une capacité d’auto-

renouvélement et de différenciation multipotente en cellules de Clara CCSPP**/SP-C™° et AEC |l
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CCSP"™9/SP-C"* in vivo (112). Ces cellules souches sont définies chez la souris comme des

cellules souches bronchioloalvéolaires ou BASC (BronchioloAlveolar Stem Cells) (figure 11).

Bronchiole

7 Cellule progenitrice
)J bronchiolaire

- Cellule neuroendocrine

Cellule souche
bronchioloalvéolaire

& :cc

Jonction

bronchioloalvéolaire . Cellulede Clara
@ I celluledilice
Alvéoles 4. Cellule basale

Figure 11 : Les cellules souches bronchioloalvéolaires. Les jonctions bronchioloalvéolaires localisées entre les
bronchioles terminales bordées de cellules de Clara et I'espace alvéolaire composé d’AECI aplatis et d’AECII
cuboidales présentent une niche de cellules souches nommés cellules souches bronchioloalvéolaires.

IV.4. CELLULES PROGENITRICES DE L’EPITHELIUM ALVEOLAIRE

Les AECI ont longtemps été considérées comme des cellules en différenciation terminale.
Pourtant, ces cellules présentent une plasticité phénotypique in vitro et sont capables
d’exprimer des protéines spécifiques des AECII comme SP-C et des cellules de Clara comme
CCSP (79). Les AEC | issus de poumons de rats adultes sont capables de proliférer in vitro et
de former des colonies exprimant OCT4, un marqueur de cellules souches embryonnaires. Ceci
suggeére un role possible des AEC | dans le maintien et la réparation épithéliale aprés lésion
(79).

Aprés des lésions pulmonaires induites par une hyperoxie, I'activité de télomérase est
détectable dans les AEC Il au cours de la régénération épithéliale (53). In vivo, l'incorporation
de thymidine tritiée suite a une lésion alvéolaire par le NO, montre la prolifération des AEC I
ainsi que leur capacité a migrer et a s’allonger le long de la lame basale dénudée, puis de se
différencier en AEC | (63). Deux sous populations d’AECII ont été identifiées dans les alvéoles
murines en fonction de la présence ou non d’E-Cadhérine. Les AEC Il exprimant fortement I'E-
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Cadhérine ne résistent pas aux lésions alvéolaires induites par I'’hyperoxie et présentent une
faible activité télomérase. A l'inverse, les AEC Il n'exprimant pas I'E-Cadhérine sont résistantes
aux lésions, et ont une capacité de prolifération in vitro et une forte activité télomérase (181).
Ces AEC Il exprimant 'E-Cadhérine sont responsables de la réparation épithéliale alvéolaire et
sont considérées comme des cellules progénitrices d’AEC 1l et AEC | (181).

IV.5. LES CELLULES C-KIT

La protéine c-kit est un récepteur tyrosine-kinase localisé a la membrane de différents
types de cellules dont les cellules souches. Il joue un réle important dans la mobilisation des
cellules souches et dans la réponse immunitaire lors de lésions tissulaires tout en activant les
voies d’inflammation qui activent les cellules souches et les lymphocytes NK (Natural Killer)
responsable de 'immunité innée (11). Une étude récente a montré la présence de cellules c-
kit"™*® au sein du poumon humain présentant des caractéristiques de cellules souches, d’auto-
renouvelement et de différenciation in vivo et in vitro (111). Ces cellules expriment les génes de
pluripotence NANOG, OCT4, SOX2 et KLF4 (Krueppel-like factor 4) et sont capables de
générer différentes populations de cellules épithéliales pulmonaires in vitro exprimant SPC,
CC10 et pan cytokératines. Les cellules pulmonaires humaines exprimant c-kit lorsqu'elles sont
greffées chez la souris ont le pouvoir de recréer des bronchioles, des alvéoles et des vaisseaux
pulmonaires. Cette étude montre pour la premiére fois I'existence de cellules multipotentes au
sein du poumon humain et suggére le rdle crucial des cellules exprimant c-kit dans

’homéostasie et la régénération des différents tissus pulmonaires (111).
IV.6. LA"SP" (SIDE POPULATION)

Une population particuliere de cellules a été identifiée par sa capacité a exclure le
Hoeschst 3342, un intercalant de I'ADN, par l'intermédiaire de la protéine transmembranaire
Berp1 (Breast Cancer Resistance Protein 1) de la famille des transporteurs ABC (ATP-Binding
Cassette transporter) (267). Cette population dénommée SP (Side Population) est présente
dans divers organes dont la moelle osseuse, le muscle squelettique, la glande mammaire, le
testicule, la rétine, la peau, le cceur, le cerveau ou le foie (80). Cette population a aussi été mise
en évidence au niveau de I'épithélium pulmonaire murin (187, 219). La SP pulmonaire est
séparée en deux groupes en fonction de I'expression de I'antigéne de surface CD45 présent sur
les leucocytes, lymphocytes, monocytes, granulocytes et thymocytes. On distingue une sous-
population CD45P°° d’origine hématopoiétique (36) capable de se différencier uniquement en

cellules hématopoiétiques et une sous-population CD45"™9 non-hématopoiétique (36, 76). Les
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cellules CD45™9 expriment la vimentine (VIM) spécifigue des cellules d'origine
mésenchymateuse, CCSP et SCA-1. Elles peuvent se différencier en cellules bronchiolaires ou
alvéolaires comme les cellules de Clara variantes présentes dans les corps neuro épithéliaux et
les jonctions bronchioloalvéolaires. Ceci suggére que la SP pulmonaire non-hématopoiétique
CD45"%/ VIMPs/ CCSPP°%/ SCA1P*® pourrait étre enrichie en cellules souches épithéliales (76).

La SP pulmonaire CD45"° représente 0,12% +0.01 de I'ensemble des cellules
épithéliales chez 'homme (84). Ces cellules expriment la pan-cytokératine (84) et surexpriment
les protéines ABCG2 (ATP-binding cassette, sub-family G, member 2), FGF1 ( Fibroblast
Growth Factor 1), IGF1 (Insulin-like Growth Factor 1), MYC define page 16 (v-myc
Myelocytomatosis viral oncogene homolog), SOX1 (SRY (sex determining region Y)-box 1),
WNT1 (196) et présentent une activité télomérase et une stabilité de la longueur de ses
télomeres. Cette population est capable de proliférer et montre une forte capacité clonogénique
sans se différencier in vitro. Elle est aussi capable de régénérer un épithélium différencié
composé de cellules basales, de cellules ciliées et de cellules Clara in vitro dans des conditions

en interface air-liquide (84).
IvV.7. CONCLUSION SUR LES CELLULES SOUCHES PULMONAIRES

De nombreux travaux ont été réalisés pour essayer de comprendre et d’identifier les cellules
souches et progénitrices de I'épithélium respiratoire. Suite a des lésions expérimentales, des
foyers de cellules souches ont été observés aux alentours des canaux glandulaires (25), dans
les régions trachéo-bronchiques (42), inter-cartilagineuses (42), bronchiolaire (62, 94, 95) et
bronchioloalvéolaires (112). Tous ces travaux ont été réalisés chez les petits animaux en
particulier chez la souris qui possede un épithélium différent de celui de 'homme, ce qui
souleve des questionnements sur I'équivalence de ces différentes cellules souches chez
'hnomme. Seules dles populations de cellules c-kit+ et les SP ont étés décrites comme cellules
souches au sein du poumon humain jusqu’a ce jour. Ces cellules qui semblent étre capable de
régenérer I'épithélium pulmonaire humain seront une base de recherche pour définir le lignage

de différents cellules souches au sein de I'épithélium humain.

V. REGULATION MOLECULAIRE DES CELLULES SOUCHES DE L’EPITHELIUM RESPIRATOIRE

L’épithélium respiratoire est capable de se réparer et de se régénérer via différentes
populations de cellules souches localisées le long de I'appareil respiratoire. L’activation de ces

cellules est induite par un mécanisme moléculaire complexe.
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La voie de signalisation NOTCH est impliquée dans la régulation et la différenciation des
cellules souches dans les glandes mammaires, la peau ou le systéme nerveux (154, 237). Cette
voie est activée par I'interaction des ligands de la famille Delta et Jagged avec les récepteurs
transmembranaires NOTCH. La partie intracellulaire du récepteur NOTCH subit deux clivages
protéolytiques et va étre transporté dans le noyau pour s’associer au répresseur transcriptionnel
RBPJK (Recombination Signal Binding Protein for immunoglobulin Kappa J region-like). Ce
complexe active la protéine MAML1 (Mastermind-Like 1) qui va convertir RBPJK en activateur
transcriptionnel, permettant la transcription de génes impliqués dans I'auto-renouvélement ou
l'inhibition de la différenciation (55). Au cours du développement pulmonaire, NOTCH s’active
dans [I'épithélium et le mésenchyme (153). Au niveau épithélial, NOTCH régule le
développement et la régénération des cellules de Clara et des cellules ciliées (153). La vy
secrétase, un agoniste de la voie de signalisation Notch, augmente le nombre des cellules

neuro-endocrines et diminue le nombre des cellules ciliées (83).

La voie Wnt/ B-caténine joue un rble essentiel dans la régulation du développement
pulmonaire (155). L’activation de cette voie débute par la fixation d’un ligand de la famille Wnt
sur les récepteurs transmembranaires Frizzled et LRP (low density Lipoprotein Receptor-related
Protein). L’activation de la voie Wnt par la B-caténine permet aux cellules souches
hématopoiétiques de se maintenir a un stade immature (114, 184). La B-caténine assure
'augmentation du nombre de cellules souches bronchiolaires chez la souris en freinant leur
différenciation (185, 188). La voie WNT/ B-caténine ne semble pas nécessaire dans la
maintenance et la réparation de I'épithélium bronchiolaire. Aucune différence significative de
pouvoir réparateur des cellules de Clara, de leur index mitotique, de leur sensibilité au
naphtaléne ou de restauration de la population des cellules ciliées n'a été observée entre des

souris KO B-caténine et normales (263).

Les facteurs de transcription de la famille SOX sont impliqués dans le développement des
métazoaires et des mammiféres en contrélant des étapes de prolifération et de différenciation
cellulaires dans de nombreux tissus (175). Les protéines SOX sont également impliquées dans
la régulation des cellules souches épithéliales respiratoires. Le géne SOX-17 inhibe la voie de
signalisation TGF-f/ SMAD3 (Mothers Against Decapentaplegic homolog 3) et induit la
prolifération et la différenciation des cellules progénitrices alvéolaires en cellules épithéliales
bronchiolaires (120). Une perte progressive des cellules ciliées, des cellules de Clara et des

cellules caliciformes est observée dans les souris KO pour SOX- (230). Cette perte est associée
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a lincapacité des cellules Clara progénitrices a se multiplier et a assurer 'homéostasie

tissulaire en réponse a l'altération (230).

La répression du géne BMI1 (B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog) entraine
une diminution de la capacité proliférative et d’auto-renouvélement des BASC suite a l'altération
de [I'épithélium bronchioloalvéolaire chez la souris (52). La délétion du géne PTEN
(Phosphatase and TENsin homolog) induit la prolifération des cellules progénitrices
respiratoires et affecte la différenciation des cellules ciliées (228). La répression du facteur de
transcription GATA-6 (GATA binding Factor 6) qui joue un réle essentiel dans la différenciation
des cellules souches aboutit a une expansion des cellules souches en limitant leur capacité a

se différencier (4).

VI. LES CELLULES SOUCHES TUMORALES PULMONAIRES

Selon I'lASLC (International Association for the Study of Lung Cancer), 'ATS (American
Thoracic Society) et 'TERS (European Respiratory Society), les cancers du poumons se divisent
en deux groupes®: Les CBPC (cancer bronchique & petites cellules) et les CBNPN (cancer
bronchique non a petites cellules) (67, 231). Environ 15% des tumeurs pulmonaires sont des
CBPC et apparaissent dans les bronches. Les CBNPC se divisent en trois types histologiques:
les adénocarcinomes, le carcinome squameux et les carcinomes a grandes cellules. Les
adénocarcinomes représentent environ 40% des CBNPC et apparaissent habituellement dans
les tissus pulmonaires périphériques (44). Les carcinomes squameux représentent 25% des
cancers pulmonaires et sont généralement situés dans la bronche centrale. Les carcinomes a
grandes cellules semblent dériver des cellules neuroendocrines et peuvent étre observés en
combinaison avec d'autres types de CBNPC (189). Il est estimé que le tabagisme cause 90%
des cancers du poumon (44, 189). Différents types de modifications génétiques ont été décrites
dans les tumeurs pulmonaires comme les anomalies chromosomiques (256), I'activation du
complexe télomérase (91) et les mutations d'oncogénes ou de génes suppresseurs de tumeur
comme P53 (Tumor Protein p53) RB1 (RetinoBlastoma 1), CDKN2A (Cyclin-Dependent Kinase
Inhibitor 2A), KRAS et EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (189). Certains de ces genes
peuvent étre utilisés comme marqueurs de progression de la maladie, d'autres peuvent avoir un
réle direct dans la genése des cancers pulmonaires (6) L’altération des composants de

I'épithélium de I'appareil respiratoire associé a des lésions pulmonaires aigués ou chroniques

2 pour information http://www.pathologyoutlines.com/lungtumor.html
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augmentent de maniere significative le risque de développer un cancer pulmonaire (157,
189).Les cellules de Clara variantes et les cellules neuroendocrines ont été proposées comme
les cellules a I'origine des cancers broncho-pulmonaires (186). Des cellules souches tumorales
pulmonaires pourraient émerger de progéniteurs tels des cellules de Clara variantes ou des
cellules différenciées ayant acquis une capacité d'auto-renouvélement comme des cellules
neuroendocrines (238). Ces phénomenes sont soutenus par les hypothéses de la plasticité des
cellules souches, qui est définie comme la capacité a franchir la barriere des lignées cellulaires
différenciées et a adopter les phénotypes d’autres types cellulaires (57), ainsi que par

I'hypothése de la trans-différenciation (69).

L’hétérogénéité phénotypique observée entre les différents types de tumeurs pulmonaires
suggere que l'environnement histologique de la tumeur affecte profondément le destin des
cellules cancéreuses (148) et le programme de développement des cellules d’'une lignée

spécifique peut étre modifié en changeant les signaux dans I'environnement local (163).

Les cellules pulmonaires tumorales humaines ont été mises en évidence en utilisant
différentes approches. L'isolement des cellules souches tumorales est basé sur le phénotype ou
sur les caractéristiques fonctionnelles de ces cellules. La SP ayant une capacité de restauration
de I'épithélium s’est avérée résistante a la chimiothérapie dans les cancers pulmonaires (92,
196, 219, 221). La surexpression de la télomérase, suggére que la SP pulmonaire pourrait
représenter une source de cellules souches tumorales avec un potentiel prolifératif illimité (92,
196, 219, 221). Des cellules souches tumorales peuvent étre aussi identifiées et isolées par tri
cellulaire utilisant le marqueur de surface cellulaire CD133 ou prominine-1 (115). CD133 est
exprimé dans les cellules souches hématopoiétiques, endothéliales, neurales et dans de
nombreuses tumeurs telles que les tumeurs cérébrales et pulmonaires (208). Le manque de
marqueurs des progéniteurs pulmonaires représente le probléme majeur d’isolement des
cellules souches tumorales pulmonaires. Les marqueurs connus comme CD133, ABCG2 (ATP-
Binding Cassette sub-family G member 2) et IL-6R (Interleukin 6 Receptor) (258), ne sont pas
toujours efficaces pour trier pour la population de cellules souches tumorales (60). Une autre
méthode d’isolement des cellules souches pulmonaires tumorales repose sur l'activité accrue
de I'ALDH (Aldéhyde déshydrogénase). Cette enzyme est responsable de ['oxydation
intracellulaire des aldéhydes et est surexprimée dans les cellules souches et les cellules
souches tumorales (77). Des cellules souches tumorales résistantes a la chimiothérapie ont été
isolées aprés traitement in vitro. Ces cellules expriment CD133, CD117, SSEA-3, TRA1-81,

OCT-4 et la B-caténine (124). L'expression de ces marqueurs a permis la sélection de cellules
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souches tumorales ont permis I'élaboration de lignées cellulaires tumorales amplifiables in vitro
et formant des sphéres tumorales. Ces cellules souches tumorales présentent un potentiel
clonogénique, des capacités d'auto-renouvélement, de génération dune descendance
différenciée et une tumorigénicité élevée in vivo chez les souris (61). Les cellules CD133°*°
isolées des tumeurs présentent aussi les caractéristiques d’autorenouvélement et de

différenciation des cellules souches in vitro et in vivo (19, 38).

Des dérégulations transcriptionnelles peuvent activer des oncogénes et/ou désactiver les
genes suppresseurs de tumeur (21). Les genes RUNX (Runt-related transcription factors) par
exemple, présentent des caractéristiques oncogéniques et suppresseurs de tumeurs. Ces
genes codent pour des facteurs de transcription impliqués dans le développement tissulaire
normal. Beaucoup de translocations chromosomiques impliquant les génes RUNX ménent a la
formation de protéines de fusion oncogéniques (30). RUNX3 est un facteur de transcription
essentiel dans la phase tardive du développement pulmonaire. Il est nécessaire pour le controle
de la différenciation et de la prolifération de I'épithélium bronchiolaire (121). Sa sous-régulation
par hyper-méthylation a été observée dans les adénocarcinomes pulmonaires (129, 132) et a
méme été proposée comme un événement précoce dans le développement des carcinomes
pulmonaires en inhibant la différenciation des cellules progénitrices (121). TTF1 (Thyroid
transcription factor-1) pourrait étre un oncogéne spécifique des adénocarcinomes pulmonaires
(118) et BRF2 un oncogéne spécifique des cancers squameux (137). OCT4 est un facteur
transcriptionnel des cellules souches embryonnaires. L’inhibition d’OCT4 induirait I'apoptose
des cellules souches tumorales (97). SOX2 contrOle I'auto-renouvélement et la différenciation
des cellules souches (105) et est impliqué dans le branchement et la morphogenése correcte
du poumon (78, 103). SOX2 a été proposé comme un oncogéne dont I'expression est
essentielle dans les cellules souches tumorales pulmonaires pour induire la cancérogenése
(100, 224).

Chez 'nomme c-kit s’est avéré étre un promoteur de la croissance tumorale (89, 117). Les
patients ayant une surexpression de c-Kit dans les cellules souches tumorales présentent des
taux de survie inférieurs a ceux qui ne I'ont pas et montrent des phénoménes de résistance a la
chimiothérapie (87). Le blocage de la voie c-Kit inhibe la prolifération et la survie des cellules

souches tumorales aprés chimiothérapie (123).

La connaissance des voies de signalisation des cellules souches tumorales pulmonaires
pourrait-mener au développement de nouvelles thérapies capables d'éliminer ces cellules. Les

méthodes développées pour l'isolement des cellules souches tumorales décrits précédemment
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et la cohérence des données précliniques des facteurs de transcription tels que RUNX3, OCT4,
SOX2, et c-Kit représentent un développement scientifique majeur pour la survie et la guérison

des patients.

VIl. VERS DE NOUVELLES APPROCHES THERAPEUTIQUES

Les pathologies pulmonaires ont un impact majeur en santé humaine. A ce jour, aucun
traitement ne s’est avéré efficace pour restaurer les dégats et les fonctions normales du
poumon suite a certaines pathologies. Mais récemment, dans des modéles d’animaux, les
cellules souches ont montré un pouvoir thérapeutique prometteur contre plusieurs pathologies
pulmonaires comme la bronchite chronique obstructive (162), les pneumonies (116), la
mucoviscidose (28) et I'asthme (22, 158). Basés sur des données préliminaires, des essais
précliniques et cliniques sont actuellement en cours pour examiner le potentiel thérapeutique
des cellules souches contre des maladies pulmonaires humaines. Actuellement, les cellules
progenitrices endogénes du poumon, les cellules souches hématopoiétiques, les cellules
souches mésenchymateuses, les iPS et les cellules souches embryonnaires sont sélectionnées
soit pour leur effet immunomodulateur stimulant le systéme immunitaire soit pour leur potentiel
de différenciation en cellules pulmonaires. Les cellules souches mésenchymateuses et
hématopoiétiques montrent des effets immunomodulateurs (151). En outre, les cellules souches
endogénes et les cellules souches embryonnaires présentent une certaine capacité de

différenciation en cellules pulmonaires (198).

VIl.1. LES CELLULES SOUCHES ENDOGENES

Les cellules souches endogénes pulmonaires sont les cellules souches présentes au sein
de ['épithélium bronchiolaire, bronchioloalvéolaire et alvéolaire. La majorit¢ de nos
connaissances repose sur I'implication de ces cellules au cours du développement pulmonaire,
dans des modeles animaux de cancers pulmonaires ou suite a des Iésions épithéliales
provoquées expérimentalement chez la souris. Des études précliniques montrent que la
transplantation intra trachéale d’AECII réduit significativement les Iésions alvéolaires induite par
la bléomicine chez la souris (203). Les cellules progénitrices alvéolaires CD133*° injectées
atténuent elles aussi les lésions alvéolaires murines (73, 151). Donc [lutilisation des
progéniteurs endogénes pourrait étre une alternative thérapeutique efficace dans le traitement

des lésions pulmonaires. Toutefois, le défi majeur pour I'utilisation thérapeutique des cellules
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pulmonaires endogenes repose sur la difficulté d'isoler des cellules souches saines du poumon

des individus malades vu leur nombre limité dans les tissus endommagés (151).

VIl.2. LES CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES

De nombreuses études proposent ['utilisation de cellules souches hématopoiétiques et
circulantes pour le traitement des pathologies pulmonaires. L'utilisation de cellules souches de
la moelle osseuse, en particulier de cellules souches hématopoiétiques déja utilisées dans la
thérapie de leucémies, lymphomes, anémies héréditaires semble une approche prometteuse
dans le traitement de certaines pathologies pulmonaires (58, 211). Ces cellules ont montré un
certain degré de plasticité et sont capables de se différencier en d’autres types cellulaires dans
le cerveau, le foie, le cceur (14) ou les poumons(162). Certaines études remettent en question
l'efficacité de ces cellules a repeupler les organes avec un pourcentage significativement
acceptable et un ciblage adéquat. Les données cliniques disponibles a I'heure actuelle sur ce
sujet sont trés rares et la majorité des travaux est effectuée chez les animaux (14, 46, 162).

VII.3. LES CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES

Les cellules souches mésenchymateuses sont probablement les plus étudiées parmi les
cellules souches adultes. Ces cellules d'origine stromale s'auto-renouvelent et se différencient
en plusieurs lignées cellulaires. Elles peuvent étre dérivées de la moelle osseuse, du sang du
cordon ombilical, de la gelée de Wharton du cordon ombilical, du placenta ou du tissu adipeux
(32, 49). Elles se caractérisent par I'expression de CD44, CD74, CD166, CD73, CD90, et
CD105 (49). Elles se sont avérées efficaces dans le traitement des pathologies pulmonaires
dans plusieurs modéles animaux. L’administration intratrachéale de cellules souches
mésenchymateuses diminue I'hypertension pulmonaire induite par la monocrotaline (255). Ces
cellules sont capables de réduire linflammation et d'augmenter la survie des cellules
épithéliales alvéolaires dans des modeles de pathologies pulmonaires chroniques induites chez
des souriceaux nouveaux nés comme la dysplasie bronchopulmonaire (9, 235). Les cellules
souches mésenchymateuses possédent plusieurs caractéristiques qui leur permettent d’étre
utilisables dans les pathologies pulmonaires. Ces cellules injectables dans I'arbre bronchique
par administration intra-trachéale sont capables de migrer vers les sites de Iésion. Ce
mécanisme inconnu pourrait étre lié a l'expression spécifique d'une grande gamme de
récepteurs de chimiokines et de cytokines telles que I''FN-y (Interferon vy), IL-2 (Interleukin 2),
IL-1B, et IL-4 (193).
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Les cellules souches mésenchymateuses humaines sont capable d’acquérir une
morphologie de cellules épithéliales lorsqu'elles sont cultivées in vitro avec des cellules
épithéliales pulmonaires et d’exprimer des marqueurs de cellules épithéliales pulmonaires
comme la protéine CC26 (Clara Cell 26 kDa) spécifique des cellules de Clara et cellules ciliées,
les cytokératines 17, 18 et 19, I' E-cadhérine, la B-caténine et le CD24, une protéine d’adhésion
cellulaire. ce changement morphologique pourrait étre lié au pouvoir de différenciation des
cellules souches mésenchymateuses en cellules épithéliales et le pouvoir de 1% de ces cellules
souches a fusionner avec les cellules épithéliales pulmonaires pour créer des cellules
binucléées (213). Les cellules souches mésenchymateuses humaines sont capables d’exprimer
le CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator) lorsqu’elles sont cultivées
avec des AEC. L’expression du géne CFTR peut étre corrigée dans les cellules souches
mésenchymateuses issues de patients atteints de la mucoviscidose. Cela suggére le possible
traitement des patient atteints de mucoviscidose avec de cellules souches mésenchymateuses
endogenes corrigées in vitro pour l'expression de CFTR puis ré-inoculées dans le poumon
(242).

Une étude récente montre que le traitement des souriceaux exposés a I'hyperoxie par
injection de cellules souches mésenchymateuses induit 'augmentation significative des BASC
dans le poumon par rapport aux témoins non traités (232). In vitro, les cellules souches
mésenchymateuses murines ont un effet direct sur la prolifération des BASC. Chez des souris
adultes exposées a la bléomycine et traitées avec des cellules souches mésenchymateuses,
les cellules exprimant la protéine CCSP dont les BASC sont capables de restaurer les zones
alvéolaires agressées plus rapidement que chez les témoins. Ce travail met en évidence le rble
potentiel des cellules souches exogénes dans I'activation des cellules souches endogénes et la

réparation des lésions pulmonaires (232).

Vil.4. LES CELLULES SOUCHES EMBRYONNAIRES

Peu d’études décrivent la différenciation des cellules souches embryonnaires en cellules
pulmonaires. In vitro, des cellules souches embryonnaires humaines maintenues dans des
conditions de culture de cellules épithéliales pulmonaires développent des corps lamellaires et
expriment SP-C (198, 240), suggérant leur différenciation en AEC Il (240). Chez la souris, les
AEC Il dérivées de cellules souches mésenchymateuse humaines in vitro sont capables de

restaurer les alvéoles des souris "nude" et de se différencier en AEC | in vivo (241).
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VII.5. LE DEFIDE LA THERAPIE CELLULAIRE DU POUMON

Les modéles animaux expérimentaux comme la souris restent souvent trés éloignés de la
réalit¢ humaine. De méme, les modeles expérimentaux d'altérations du poumon par des
produits chimiques ou par des procédés physiques ne ressemblent souvent pas aux Iésions

liées aux pathologies pulmonaires humaines (152).

L'utilisation d’embryons humains surnuméraires pour des approches thérapeutiques est
un sujet de débat et les considérations éthiques sont un frein au développement de ce type
d'approches. Alternativement, les cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle
osseuse, du placenta ou du cordon ombilical sont plus facilement accessibles avec des enjeux
éthiques moindres (45, 151).

Les manipulations génétiques des cellules souches peuvent induire des instabilités
chromosomiques pouvant présenter un risque a long terme chez les malades traités. Pourtant,
certaines manipulations génétiques sont nécessaires, ainsi l'acquisition de facteurs tels que
OCT-4 SOX-2, KLF ou C-Myc est nécessaire pour la transformation des fibroblastes humains
en iPS (223). L'utilisation de vecteurs rétroviraux a cette fin pourrait se révéler tumorigéne
(223).

VIIl. CONCLUSION

L’épithélium bordant les voies respiratoires constitue une barriere de défense contre de
nombreux agents pathogénes ou chimiques. Cet épithélium est souvent lIésé et méme parfois
totalement altéré suite a des atteintes inflammatoires sévéres. En réponse a ces lésions, des
cellules souches endogénes s’activent afin de régénérer la structure et restaurer l'intégrité et les

fonctions de défenses de I'épithélium pulmonaire.

La nature des cellules souches ou des cellules progénitrices de I'épithélium pulmonaire a
été trés largement étudiée chez la souris, mettant en évidence les propriétés progénitrices de
cellules bronchiolaires et alvéolaires. Les cellules basales trachéo-bronchique, les cellules de
Clara bronchiolaires, les cellules souches bronchioloalvéolaires et les AEC Il présentent des
caractéristique de cellules souches et sont impliquées dans la régénération de I'épithélium
pulmonaire aprés lésion. Cependant, malgré les avancées, la nature des cellules souches et
cellules progénitrices de I'épithélium respiratoire dans d’autres espéces notamment ’humain

nécessite encore plus d’études.
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Notre équipe de recherche s’intéresse a un cancer pulmonaire naturel du mouton et plus
rarement de la chévre qui est 'adénocarcinome pulmonaire ovin induit par le beta-rétrovirus
JSRV (Jaagsiekte Sheep RetroVirus). Les cellules cibles de ce virus oncogénique, sont
majoritairement des cellules épithéliales alvéolaires et bronchiolaires, respectivement les AEC I
et les cellules de Clara. Notre équipe de recherche a développé un systeme de culture in vitro
des AEC Il dérivés de poumons ovins tumoraux. De fagon intéressante, nous avons mis en
évidence une sous population de cellules co-exprimant la protéine SP-C (surfactant protein C),
spécifique des AEC Il et la protéine CCSP (Clara Cell Specific Protein), marqueur spécifique
des cellules de Clara, suggérant la présence dans les tumeurs de cellules progénitrices
bronchioloalvéolaires. Ces cellules représentent 0,2% a 17% de la population totale selon
lanimal. Nous faisons I'hypothése que ces cellules pourraient étre infectées par JSRV et
participer au développement de la tumeur chez I'animal (figure 12). La présence de cellules
progénitrices bronchioloalvéolaires infectées par JSRV étant établie dans les tumeurs ovines,
I'objectif de mon travail de thése était d’établir I'existence de progéniteurs bronchioloalvéolaires
dans les poumons naifs d’ovins nouveaux nés (age 2 jours a 2 mois), de les isoler, de les

caractériser et d’étudier leur potentiel de différenciation.

En dehors du fait que les cellules souches ou progénitrices du poumon de mouton n’ont
jamais été décrites a ce jour, ce travail présentera une étape clé afin d'étudier I'implication des
progéniteurs bronchioloalvéolaires dans le développement de la tumeur suite a leurs

interactions avec le virus JSRV.

Quel est le role des cellules souches pulmonaires
ovines dans le développement des tumeurs?

A B
Etablir I'existence de progéniteurs Etablir I'existence de cellules souches
bronchioloalvéoalires tumorales chez le animaux bronchioloalvéolaires chez les animaux
naturellement infectés par JSRV nouveaux né (non infectés)
_|
3 . o
Caractérisation 8
o
Caractérisation Elsniit
4
mise en culture
g L
Isolement Test d’infectabilité par JSRV
~ &

capacité a transmettre la tumeur par injection
sous cutanée a des souris SCID

Figure 12 : Implication possible des progéniteurs bronchioloalvéolaires dans le développement de
I’adénocarcinome pulmonaire ovin. A : Etablir 'existence des progéniteurs bronchioloalvéolaires chez les
animaux infectés par JSRV. B : Etablir I'existence des progéniteurs bronchioloalvéolaires chez les animaux nouveau
nés non infectés
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MATERIEL ET METHODES

. ORIGINE DES ECHANTILLONS BIOLOGIQUES

Dix-huit prélévements de tissus pulmonaires ont été obtenus post mortem de poumons
d'agneaux (0- 90 jours) provenant de I'abattoir de Corbas (69) ou de la plateforme d’infectiologie
expérimentale (PFIE) de 'INRA de Tours Nouzilly (Dr Fréderic Lantier) (Tableau 1). Tous les
tissus ont été recueillis selon les regles des comités d'éthique en expérimentation en vigueur et
avec du matériel stérile a usage unique. Les échantillons ont été transportés en milieu DMEM
(Dulbecco’s Modifies Eagle’s Medium, PAA, Autriche) supplémenté de 100U/ml pénicilline, 100
pg/ml streptomycine, 2,5 pg/ml d'amphotéricine B, 50ug/ml de nystatine, 10ug/ml gentamicine

(Sigma, France).

Agneaux Age (jours) Origine

1485 0 PFIE INRA Tours
1486 0 PFIE INRA Tours
1487 0 PFIE INRA Tours
1507 15 PFIE INRA Tours
1508 15 PFIE INRA Tours
1509 15 PFIE INRA Tours
1473 £ 90 Abattoir de Corbas, 69
1510 +90 Abattoir de Corbas, 69
1513 £ 90 Abattoir de Corbas, 69
1514 +90 Abattoir de Corbas, 69
1541 +90 Abattoir de Corbas, 69
1545 +90 Abattoir de Corbas, 69
1725 +90 Abattoir de Corbas, 69
1726 + 90 Abattoir de Corbas, 69
1728 +90 Abattoir de Corbas, 69
1729 +90 Abattoir de Corbas, 69
1730 £ 90 Abattoir de Corbas, 69
1731 +90 Abattoir de Corbas, 69

Tableau 1 : Origine des préléevements de poumon de moutons

Une partie des prélévements frais a été découpée stérilement en morceaux de ~0.5cm?®, puis
congelée par immersion dans I'azote et stockée a -80°C. Le reste des prélévements frais a été

immeédiatement dissocié pour la préparation de suspension cellulaire (voir II).
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Lors du prélevement des poumons, des échantillons ont été fixés en formol et contrblés par
examen anatomopathologique (Pr F Thivolet-Béjui Service d’Anatomopathologie clinique,

Hépital Louis Pradel, Hospice Civil de Lyon, pbéle Est) pour la recherche de lésions pulmonaires.

1. DISSOCIATION ENZYMATIQUE DU POUMON

Toutes les préparations ont été réalisées sous un poste de sécurité microbiologique de
type Il. Les poumons ont été finement découpés au scalpel puis incubés pendant 2 heures a
37°C dans du milieu DMEM additionné de 10ug/ml de DNase |, 1Tmg/ml de protéase XIV et
0,025% de collagénase de type IA (Sigma, France). Les suspensions cellulaires ont été filtrées
sur un filtre de porosité 40um (Greiner). Les cellules ont été centrifugées a 450g pendant 10
minutes a 4°C. Aprés 3 lavages en PBS 1X, les cellules ont été remises en suspension en PBS
1X additionné de 4% de sérum de veau foetal décomplémenté a la chaleur (PAA). Les cellules
ont été numérées et leur viabilité évaluée par un test d'exclusion du Bleu Trypan en cellule de

Malassez.

lll. ANALYSE DE L’EXPRESSION DES PROTEINES SP-C ET CCSP SUR DES COUPES DE TISSU

PULMONAIRE OVIN

Des cryocoupes de poumon (agneaux 1475, 1474, 1486, 1485) de 8um ont été réalisées
a partir de tissus pulmonaires conservés a -80°C. Elles ont été séchées a température
ambiante, fixées avec 4% de paraformaldéhyde, perméabilisées avec 0,2% Triton X-100
pendant 3 minutes puis incubées 30 minutes en présence de 10% de sérum de chévre normal
et 1% d'albumine sérique bovine (Sigma). Les tissus fixés ont été incubés pendant une heure a
température ambiante avec la solution de marquage (PBS 1X, 1% albumine sérique bovine)
contenant un antisérum de lapin dirigé contre la protéine SP-C humaine ou d'anticorps
monoclonaux de souris dirigés contre la protéine CCSP humaine (tableau 2). Aprés 3 lavages
en PBS1X, les tissus ont été incubés avec une solution d'anticorps secondaires anti IgG de
lapin couplés a I'Alexa Fluor 488 ou anti IgG de souris couplés a I'’Alexa Fluor 633 (Invitrogen,
France) pendant une heure a température ambiante a l'obscurité (tableau 2). Aprés 3 lavages
en PBS1X, la coloration des noyaux a été réalisée avec 1 ug/ml de DAPI (4',6'-diamidino-2-
phénylindole) pendant 10 minutes a température ambiante a I'obscurité. Les coupes ont été
montées entre lames et lamelles en solution Fluoromout (Sigma, France). Les lames ont été

conservées a 4°C a l'obscurité jusqu’a leur observation sur un microscope droit Axiolmager
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(Zeiss) équipé d’'une caméra CoolSNAP (Plateau technique d’'imagerie PLATIM de 'UMS 3444,

Lyon). Les images ont été acquises via le logiciel Metamorph et analysées sur Image J.

Anticorps Spécificité: Origine Dilution

polyclonal rabbit anti-

human ProSP-C Protéine C du surfactant pulmonaire ou SP-C Millipore, France 1:600
monocional mouse antl Protéine CCSP des Cellules de Clara Abnova, France 1:500
human CCSP
CD45 ou LCA (Leucocyte common antigen)
monoclonal Mouse anti exprimé a la surface des leucocytes, AbD serotec, 1250
Sheep CD45 lymphocytes, monocytes, granulocytes et France ’
thymocytes
monoclonal Mouse anti Vimentine (filaments intermédiaires des cellules . .
. : . . Sigma, France 1:400
Human Vimentin d’origines mésenchymateuses)
monoclonal mouse anti A . .
Human Cytokeratin Cytokératines 1, 5, 6 et 8 de type Il Sigma, France 1:400
Glycoprotéine de 110kD exprimée a la surface
monoclonal mouse anti-  des cellules progénitrices de la moelle osseuse, .
sheep CD34 du foie et des cellules souches hématopoiétiques Pr Porada, USA 1:200
immatures
Molécule d'adhésion, glycoprotéine de surface
polyclonal rabbit anti- exprimée dans plusieurs tissus avec de nombreux Chemicon. France 1600
human CD44v6 isoformes. CD44v6 est exprimée dans le tissu ’ '

alvéolaire et dans certaines métastases

Tableau 2 : Anticorps utilisés

IV. CULTURE DES CELLULES PRIMAIRES ISSUES DE LA DISSOCIATION DES POUMONS

Les cellules dissociées des tissus pulmonaires de 3 agneaux ont été ensemencées sur
plagues de culture 6 puits préalablement traitées pendant 1h a température ambiante avec
40ug/ml de collagéne de type |, 5ug/ml de collagéne de type IV et de 10 ug/ml de fibronectine
(Sigma, France) dans de I'eau ultra pure stérile. Apres ringage avec du PBS, les cellules ont été
ensemencées a raison de 2.10° cellules par cm? et cultivées & 37°C en atmosphére humide en
présence de 5% de CO,. Quatre milieux de cultures ont été testés: le milieu synthétique CnT-17
(CELLNTEC Advanced cell systems, Suisse) favorisant la prolifération des cellules de
I'épithélium des voies aériennes; le milieu synthétique Cnt-23 (CELLNTEC advanced systems)
favorisant la différenciation des cellules de I'épithélium respiratoire murin et humain; le milieu
synthétique Quantum 286 (PAA, France) adapté a la culture des cellules épithéliales
pulmonaires supplémenté de 5ng/ml de HGF (Hepatocyte Growth Factor) (Abcys), 10ng/ml de
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KGF (Keratinocyte Growth Factor) (Abcys, France) comme précédemment décrit (7) et le milieu
DMEM supplémenté de 10% de sérum de veaux feoetal décomplémenté. Les milieux
synthétiques sans sérum ont été supplémentés avec 10 U/ml de pénicilline et 10 ug/ml de
streptomycine et le milieu DMEM avec sérum a été complété avec 100U/ml de pénicilline de
100pg/ml de streptomycine. Les milieux de culture ont été renouvelés toutes les 48 heures,

pendant toute la durée de la culture.

V. TRI POSITIF DES CELLULES EXPRIMANT LA PROTEINE DE SURFACE CD34

Juste apreés la dissociation de poumons ovins, 10’ cellules pulmonaires ont été incubées
avec une solution d'anticorps monoclonal anti-CD34 de mouton (Tableau 2) pendant 15 minutes
sur la glace. Aprés 2 lavages en tampon de tri (PBS1X, 2mM EDTA et 0,5% d'albumine sérique
bovine) et centrifugation a 450g pendant 10 minutes a 4°C, les culots cellulaires ont été incubés
15 min avec des billes magnétiques couplées a des IgG de souris (Macs Microbeads, Miltenyi,
France). Aprés 2 lavages en tampon de tri et 2 centrifugations a 450g pendant 10 minutes a
4°C, le culot cellulaire a été repris dans le tampon et déposé sur une colonne magnétique (Mini
Max, Miltenyi, France) prélavée avec 1ml du tampon de tri. La colonne est placée par la suite
sur un aimant de séparation de type MS (Miltenyi, France) permettant la rétention des cellules
exprimant CD34 et sur lesquelles les billes couplées a I'anticorps anti-CD34 sont fixées. Les
cellules CD34"° ont été recueillies par élution de la colonne en tampon de tri de la colonne

apres retrait de la colonne de I'aimant.

VI. CULTURE DES CELLULES TRIEES CD34"°%
VI.1. MAINTIEN DES CELLULES CD34"°°

Les cellules pulmonaires triées pour I'expression de CD34 ont été mises en culture sur
des inserts constitués d’'une membrane poreuse 0,4uM (Greiner) préalablement recouverts de
40ug/ml de collagéne de type |, S5ug/ml de collagéne de type IV et 10 pg/ml de fibronectine, en
plaques de culture 24 puits (Figure 13A). Aprés ringage en PBS, les cellules ont été
ensemencées a raison de 1,6 x10° cellules par insert et cultivées & 37°C en atmosphére
humide, en présence de 5% de CO, en milieu synthétique Quantum 286 supplémenté de
5ng/ml de HGF, 10ng/ml de KGF, 10 U/ml de pénicilline et 10 ug/ml de streptomycine (Figure
15). Ces cellules ont été maintenues pendant 3 a 4 passages réalisés par trypsination tous les

15 jours ou lorsque les cellules atteignaient 90 % de confluence.



50 |

CHAPITRE 2: TRAVAIL EXPERIMENTAL

VI.2.  DIFFERENCIATION DES CELLULES TRIEES CD34"°° EN AECII

Les cellules CD34"° ont été ensemencées directement sur des plaques de culture de 24
puits préalablement recouverts de 40ug/ml de collagéne de type |, de 5ug/ml de collagéne de
type IV et 10 ug/ml de fibronectine (Figure 13 B). Les cellules ont été ensemencées a raison de
1,6.10° cellules par puits et cultivées & 37 °C en atmosphére humide en présence de 5% de
CO, en milieu synthétique Quantum 286 supplémenté de 5ng/ml de HGF, 10ng/ml de KGF, 10
U/ml de pénicilline et 10 pg/ml de streptomycine comme décrit précédemment (7). Les cultures
ont été maintenues pour 3 ou 4 passages par traitement a la trypsine tous les 15 jours ou *

90% de confluence.

VI.3 DIFFERENCIATION DES CELLULES TRIEES CD34"°° EN CELLULES DE CLARA

Les cellules triées CD347°° ont été directement ensemencées dans des plaques de
culture de 24 puits préalablement traitées avec seulement 10 ug/ml de fibronectine. Les cellules
ont été ensemencées a raison de 1,6.10° cellule par puits et cultivées a 37°C en atmosphére
humide en présence de 5% de CO,, dans le milieu synthétique Quantum 286 supplémenté de

pénicilline et de streptomycine (Figure 13 C). Ces cultures ont été maintenues pendant 15 jours.

Conditions de maintien des
BASC

Insert de culture

Quantum 286+HGF+KGF

A m Fibronectine, collagénel,

collagéne IV

Conditions de différenciation en
AEC Il

Quantum 286+HGF+KGF

Conditions de différenciation en
cellules de Clara

&— Fibronectine, collagéne |,

Cellules pulmonaires CD34r= collagene |V

Quantum 286

&— Fibronectine

Figure 13 : Les conditions de culture des cellules pulmonaire CD34°°°
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VIl. ANALYSE DE L’EXPRESSION DES MARQUEURS SP-C, CCSP, SP-A, CD44v6 ET CD34
PAR IMMUNOMARQUAGES

Des aliquotes de 2.10° cellules issues soit des dissociations de poumon, soit du tri positif
CD34, soit de la mise en culture in vitro, ont été incubés pendant 30 minutes a 4°C avec les
anticorps primaires spécifiques anti SP-C, anti CCSP, anti SP-A, anti CD44v6 et anti CD34
(tableau 2). Les cellules ont été rincées deux fois avec du PBS1X, centrifugées 10 minutes a
450g a 4°C puis incubées avec les anticorps secondaires couplés a I'Alexa 488 ou la
phycoérythrine pendant 30 minutes a 4°C a I'obscurité (tableau 2). Aprés deux lavages au PBS
1X, les cellules ont été remises en suspension dans 500 pl de paraformaldéhyde a 4%. Les
échantillons ont été analysés pour I'expression de CD34, SP-C et CCSP au moyen d’un
cytométre de flux FACSCalibur (BD Biosciences) (Plateau technique de cytométrie de 'UMS

3444, Lyon) et analysées sur le logiciel Cell Quest pro.

En parallele, Les cellules adhérentes dérivées in vitro ont été analysées par
immunomarquages pour I'expression de la cytokératine, la vimentine, SP-C, CCSP, CD44v6 et
CD34 (Tableau 2). Briévement, les cellules ont été rincées avec du PBS1X, fixées avec 4% de
paraformaldéhyde puis perméabilisées avec 0,2% Triton X-100 pendant 3 minutes. Les
immunomarquages avec les anticorps primaires dilués dans une solution de marquage (PBS
1X; 1% albumine sérique bovine) ont été réalisés a température ambiante pendant 1 heure.
Aprés 3 lavages en PBS 1X, les cellules fixées ont été incubées avec les anticorps secondaires
anti-IgG de lapin et de souris couplés a I'Alexa Fluor 488 ou a I'Alexa Fluor 633 pour une heure
a température ambiante a l'abri de la lumiere. Aprés 3 lavages en PBS1X, la coloration des
noyaux a été réalisée avec 1 pg/ml de DAPI pendant 10 minutes a température ambiante a
labri de la lumiére. Aprés lavage, les lames ont été recouvertes des lamelles en présence du
milieu de montage Fluoromout puis conservées a 4°C a I'obscurité jusqu'a leur observation.
L’acquisition des images en immunofluorescence a été réalisée a I'aide d’'un microscope droit

Axiolmager (Zeiss).

VIIl. EXPRESSION DES GENES SP-C, CCSP, CD34, OCT4, NANOG ET BMI1 PAR RT-PCR

Le gene de référence utilisé dans cette étude était le géne de la GAPDH «Glycéraldéhyde-
3-Phosphate Déshydrogénase». La stabilité de son expression a été validée et les niveaux
d’expression de ce géne étaient similaires dans différentes conditions expérimentales.

Un calibrant servant de contréle et contenant les génes cibles et de référence a été choisi.

Ainsi la quantification relative est obtenue selon la méthode de Pfaffl:
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_ . ACt (gene cible) ACt (géne endogéne)
R (ratio) = [Egéne cible ] / [E gene endogene ]
avec: ACt(géne cible) = Ct gene cible (calibrant) — Ct gene cible (cellules analysées)
et: ACt(géne endogéne) = Ct géne endogeéne (calibrant) — Ct géne endogene (cellules analysées)

L’extraction des ARN cellulaires totaux a été réalisée sur les culots cellulaires conservés a
-80°C apres tri CD34 pour les agneaux 1485, 1486, 1508, 1509, 1725, 1726, 1728 et sur les
cellules triées des agneaux 1729, 1730, 1731 maintenues ou différenciées in vitro. Les ARN ont
été extraits a l'aide du "mini RNeasy Kit" (Qiagen, France), selon les recommandations du
fournisseur. Aprés extraction, la quantité et la qualité des ARN ont été contrbélées par dosage au
Nanodrop (ND 1000) (Plateau technique de cytométrie en flux de 'UMS 3444, Lyon). Pour
chaque échantillon, 200ng d’ARN cellulaires totaux ont été rétro-transcrits en ADNc, grace au
kit "iISCRIPT cDNAsynthesis" (Biorad, France) selon les recommandations du fournisseur. La
réaction a été réalisé en présence des amorces oligo-dT et hexaméres aléatoires a raison de 5
min a 25°C, 30 minutes a 42°C et 5 minutes a 85°C sur un thermocycleur Mini-opticon cycler
(Bio-rad, France). L’amplification a été réalisée avec le produit de RT équivalent a 25 ng ARN
avec le kit "KAPA SYBR FAST gPCR Master MIX 2X" (KAPABIOSYSTEMS), sur un
thermocycleur Mini-opticon, avec des amorces déterminées sur des séquences ovines quand
celles-ci étaient disponibles et sur des régions conservées des génes d’intéréts chez 'homme
et le bovin dans les autres cas:

GAPDH: sens 5-CCACCAACTGCTTGGCCCCC-3’ et antisens 5- CCTCGGCCATCACGCCACAG-3'.
SP-C: sens 5-GCAACGCCTGGCCCTGAGT-3’ et antisens 5-CATAATGTAGCAGCAGGTTC-3
CCSP: sens 5-GTCACCCTGACTCTCTTCTG-3’ et antisens 5-CAGGGCTGAAAGGTTCCAGG-3’
CD34: sens 5-GATTGCACTGGTCACCTCG-3’ et antisens 5-CTCCACGTAATAAGGGTCTTC-3’
OCT4: sens 5-CAAGAACATGTGTAAGCTGC-3 et antisens 5-CGATACTCGTCCGCTTTCTC-3.
NANOG: ens 5-GGCAGAAAAACAACTGGCCGAGGAA-3’ et antisens 5'-
CCCCACATGGGCAGGTTTCCAG-3

BMI1 : sens 5-GCCACAACCATAATAGAATGTC-3’ et antisens 5’-CCCTGGAACTAATTTGTATAC-3

Le programme de PCR consistait en une dénaturation de 3 min a 95°C, suivi de 35 cycles
associant 10 sec a 95°C, 20 sec a 60°C et 1 sec a 72°C pendant. Les courbes de fusion ont été
établies. La vérification de I'efficacité des amorces a été contrélée sur une gamme de dilution
des ADNc de 1/10, 1/100, 1/1000 et 1/10000éme. L'absence de pics d’amplification non
spécifique des diméres d'amorces a été contrdlée. Les produits PCR ont été vérifiés aussi sur
gel d’agarose a 2% en tampon TAE 1X (Tris-Acétate-EDTA) additionné de "Syber Safe DNA gel

stain" (Invitrogen) et visualisé par transillumination ultraviolette.
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RESULTATS

. MISE EN EVIDENCE DE PROGENITEURS BRONCHIOLOALVEOLAIRES IN SITU CHEZ LES

OVINS NOUVEAUX NES

Pour identifier des cellules présentant des caractéristiques de progéniteurs
bronchioloalvéolaires chez I'ovin nouveau-né, les populations cellulaires composant I'épithélium
pulmonaire ont été analysées par immunomarquages sur des sections tissulaires de 10
poumons d’agneaux (0-3 mois) pour I'expression des protéines SP-C et de CCSP (Figure 14).
L'expression de SP-C était mise en évidence spécifiquement dans des régions du parenchyme
compatible avec les alvéoles (Figure 14 A, B). La protéine CCSP était détectable
spécifiquement au niveau de cellules bronchiolaires (Figure 14 A, B). Dans les sections
tissulaires analysées, de rares cellules co-exprimant ces deux protéines étaient visibles dans le
parenchyme (Figure 14 B), suggérant I'existence de progéniteurs bronchioloalvéolaires SP-

C/CCSP dans le poumon de mouton nouveau-né.

A
SP-CICCSP

SP-C/CCSP

SP-CPs/CCSPros

¢ SPC-CPs ¢ CCSPPos

Figure 14 : Localisation in vivo des cellules épithéliales SP-C”°*/CCSPP°°.A: Expression de SP-C (vert) dans les
alvéoles (a) et de CCSP (rouge) dans les bronchioles (b).(10x grossissement). B: détection de rares cellules SP-
CP°S/CCSPP in situ. (Grossissement 40x). Les noyaux ont été colorés au DAPI (bleu)

Il QUANTIFICATION ET CARACTERISATION DES CELLULES EPITHELIALES PULMONAIRES ET

MISE EN EVIDENCE DES PROGENITEURS BRONCHIOLOALVEOLAIRES EX VIVO

L’analyse par cytométrie en flux des cellules isolées par digestion enzymatique des tissus
pulmonaires de 10 animaux a mis en évidence une population majoritaire de cellules exprimant
la protéine SP-C avec 40% (+ 18,43) de la population totale des cellules analysées (Figure 15

B). Les cellules exprimant CCSP sont plus rares et représentent seulement 0,65% (+ 0,60) de la
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population totale (Figure 15 B). Une population minoritaire de cellules coexprimant les deux
protéines était détectable dans tous les échantillons analysés. Cette population a été évaluée a
0,33% (£0,31) de cellules SP-CP*/CCSP"** sur les 10 échantillons analysés (Figure 15 B).
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Figure 15 : Quantification des cellules SP-c"%5/ccsPP® ex vivo apres dissociation des poumons. Les cellules
pulmonaires de 10 poumons d'agneaux agés de 0 a 3 mois ont été analysées par cytométrie en fluxpour l'expression
de SP-C, CCSP et la co-expression de SP-C et CCSP. A Agneau # 1728. B: pourcentage (% + écart type).de cellules
SP-CP, CCSPP* et SP-C**/CCSPP*°. N=10 agneaux

lll. CARACTERISATION DES COLONIES EPITHELIALES PULMONAIRES IN VITRO

Les cellules isolées par digestion enzymatique de 3 poumons d'agneaux ont été
ensemenceées dans différents milieux de culture afin d’'identifier un milieu optimal pour la culture
des cellules épithéliales pulmonaires ovines. Dans toute les conditions de cultures, des cellules
épithéliales étaient capables d’adhérer au support de culture quelques heures aprés leur

ensemencement et de proliférer jusqu’a confluence en 10 a 15 jours. Au premier passage, dans
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les milieux DMEM additionné de 10%SVF ou milieu Quantum 286 complété des facteurs de
croissance HGF et KGF, les colonies générées étaient trés hétérogénes dans certaines cultures
avec parfois une invasion par des fibroblastes. Dans les milieux CnT-17 et CnT-23, les cellules
étaient trés jointives et formaient de grandes colonies sans contamination avec des fibroblastes
(Figure 16 B).Afin de caractériser ces populations épithéliales, I'expression des protéines SP-C
et CCSP a été évaluée dans les différents milieux testés. Dans toutes les conditions, la majorité
des cellules exprimaient la protéine SP-C (Figure 16 A). La proportion la plus importante de
cellules SP-CP* était observée dans le milieu Quantum 286 complémenté de HGF et KGF, avec
47,1742,56% de cellules SP-CP* par rapport a la population totale (Figure 16 A) Le nombre de
cellules exprimant la protéine CCSP était faible et peu variable d’un milieu a l'autre. Dans le
milieu Quantum 286 complété de HGF et KGF, 5,9% (+0,9) des cellules étaient CCSP** (Figure
16 A). Ce résultat suggére que le milieu synthétique Quantum 286 supplémenté de HGF et KGF
est favorable au maintien et a la multiplication des AEC Il exprimant SP-C et des cellules de
Clara exprimant le CCSP.

A 188 ' B spc
gg ‘ B cosp
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Cellules (%)
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DMEM+10%SVF Quantum 286+HGF+KGF Cnt-17 Cnt-23

Figure 16 : Quantification des cellules SP-C’* et CCSPP*® dans les différents milieux de culture. A:
Pourcentages de cellules exprimant les protéines SP-C et CCSP au premier passage dans les milieux de culture
DMEM additionné de 10% SVF, Quantum 286 additionné des facteurs de croissance HGF et KGF, Cnt-17 et CnT-23.
N=3 agneaux B: Phénotypes des colonies épithéliales issues d’'un méme animal et générées dans les 4 milieux de
culture testés. Grossissement 20x.
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l1l.1. MISE EN EVIDENCE D’UNE POPULATION DE CELLULES EPITHELIALES CO -EXPRIMANT
SP-C eT CCSP IN VITRO

Par culture in vitro en milieu Quantum 286 supplémenté de HGF et de KGF de rares

cellules semi adhérentes et de petites tailles étaient détectables dés le premier passage. Ces

cellules co-exprimaient SP-C et CCSP (Figure 17). Ces cellules étaient capables de proliférer et

de former de petites colonies sur au moins deux passages, tout en maintenant la co-expression
concomitante des deux protéines (Figure 17).

Passage 1 Passage 2

SP-C/CGSP SP-C/CCSP

Figure 17: Présence de cellules SP-C"°*/CCSPP** in vitro. Les cellules épithéliales pulmonaires dissociées ont été
cultivées sur une matrice de fibronectine et de collagénes | et IV dans le milieu Quantum 286 additionné de HGF et
KGF. L’expression de SP-C (vert) et CCSP (rouge) doublement marquées SP-C et CCSP (—). Coloration des
noyaux au DAPI (Bleu) (objectif 20) .Dans le cadrant se présente une colonie de cellules co exprimant SPC et CCSP
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l1l.2. MISE EN EVIDENCE D’UNE POPULATION DE CELLULES EPITHELIALES EXPRIMANT
CD34 N iITRO

Nous avons mis en évidence l'expression de CD34 dans les cultures des cellules
épithéliales pulmonaires ovines en milieu Quantum 286 supplémenté des facteurs de
croissance HGF et KGF. De rares cellules épithéliales exprimaient spécifiquement I'antigéne
CD34 (2.9%%2.6) (N=3). Ces rares cellules co-exprimaient aussi les protéines SP-C et
'antigéne CD44v6, un isoforme de la protéine CD44 impliquée dans I'adhésion cellulaire et
exprimé par les cellules alvéolaires (Figure 18). Ces cellules étaient semi adhérentes, de petites
tailles et se maintenaient au cours des passages. La nature des anticorps disponibles et utilisés
soit anticorps polyclonal anti proSP-C, anticorps polyclonal anti CCSP, anticorps monoclonal
anti CD34 et anticorps monoclonal anti CCSP n’a pas permis de faire une détection directe par
marquages SP-C/ CCSP/CD34. Cependant, la forme arrondie et le caractére semi adhérent des
cellules CD34°*° identiques a ce que nous avions observé avec les cellules coexprimant SP-C
et CCSP (Figure 18) et 'absence totale de cellules SP-C"™9/CD34"°° suggerent que ces cellules
SP-CP*/CD34°°  sont probablement les progéniteurs bronchioloalvéolaires  SP-
CP/CCSPP**/CD34°,

>

B
CD44v6

SP-C/CD34 CD44v6/CD34

Figure 18: Présence de cellules SP-CP°°/CD34"°° et CD44v6°°°/CD34°°° in vitro. Les cellules épithéliales
pulmonaires dissociées ont été cultives sur une matrice de fibronectine et de collagéne | et IV en milieu Q286
additionné de HGF et KGF. A: L’expression de SP-C est détectée en vert et celle de CD34 en rouge. B: L’expression
de CD44v6 est détectée en vert et celle de CD34 en rouge. Les noyaux sont colorés au DAPI (Bleu) (Objectif x20).
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IV. ISOLEMENT DES CELLULES CD34°°° PAR TRI IMMUNOMAGNETIQUE

Pour isoler les progéniteurs bronchioloalvéolaires parmi les cellules pulmonaires ovines
dissociées, un tri positif pour I'expression de la molécule de surface CD34 a été réalisé sur 6
poumons d’agneaux. Les cellules CD34"°° avant tri dans les poumons étaient présentes mais
rares et <1% de la population totale (0,3% +0,12) (N=6) (Figure 19). Le tri positif pour
I'expression de CD34 a permis d'enrichir une population viable (>85%) de cellules exprimant
CD34 a plus de 90% (90,75% * 6,4) (Figure 19).
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Figure 19: Enrichissement de la population des cellules pulmonaires CD347°%. A: Niveau d'expression de CD34
déterminé par cytométrie en flux pour I'agneau #1508 avant et aprés tri positif CD34. B: Pourcentage de cellules
CD34"° pour 6 agneaux avant et aprés tri **p<0,01

La population des cellules CD34"*° isolées a été analysée pour I'expression des protéines
SP-C et CCSP par cytométrie en flux. Parmi les cellules CD34"°, la majorité exprimaient les
protéines SP-C et CCSP soit 84% (+5,56) de cellules CD34"°°/SP-C** et 88% (+6,83) de
cellules CD34P°°/CCSPP** (Figure 20 B). A noter que la nature des anticorps utilisés (anticorps

polyclonal anti proSP-C, anticorps polyclonal anti CCSP, anticorps monoclonal anti CD34 et
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anticorps monoclonal anti CCSP) n’a pas permis de réaliser directement le triple marquage SP-
C/CCSP/CD34. Les cellules CD34"%/SP-CP® et CD34"°%/CCSP*®*® étaient présentes en quantité
négligeable dans la population triee (1,0% + 1,7 et 1,1% * 1,8 respectivement) (Figure 20 B)
confirmant l'efficacité du tri des progéniteurs bronchioloalvéolaires exprimant conjointement
CD34, SP-C et CCSP.
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Figure 20 : Expression des protéines SP-C et CCSP dans les cellules CD34%%. Les cellules triées ont été
analysées par cytométrie en fluxpour I'expression des protéines CD34, SP-C, CCSP. A: Cytogrammes des co-
expressions des protéines CD34 / SP-C et CD34/ CCSP pour l'agneau #1508. B: Histogramme du pourcentage de
cellules SP-CP*, CD34P* et CD34°°°/CCSP"*® de 6 animaux (% = écart type).
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V. EXPRESSION DES GENES CODANT POUR SP-C, CCSP, CD34, BMI1, OCT4 ET NANOG
DANS LES PROGENITEURS BRONCHIOLOALVEOLAIRES

Afin de mieux caractériser la population des progéniteurs bronchioloalvéolaires mis en
évidence ex vivo, I'expression des ARNm de génes exprimés dans les cellules souches comme
BMI1 impliqué dans l'auto-renouvellement des cellules souches adulte, OCT4 et NANOG
impliqués dans la pluripotence des cellules souches embryonnaires, a été analysée par RT-
PCR quantitative. Le gene GAPDH a été utilisé comme géne de ménage. Comparé aux cellules
dissociées du tissu pulmonaire, les cellules CD34P*° surexprimaient les ARNm de SP-C (1,54+
0,6 fois), CCSP (12 +10 fois), CD34 (8,6 +7 fois), BMI1 (4,6 +3 fois), OCT4 (12,46 fois) et
NANOG (1,9+0,6 fois) (Figure 21 A, C), suggérant I'enrichissement des cellules souches durant

le tri immunomagnétique CD34°° (figure 21).
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Figure 21: Expression des ARNm de SP-C, CCSP, CD34, BMI1, OCT4 et NANOG dans les cellules triées
CD34°°°. L’amplification par RT PCR des ARNm de SP-C, CCSP, CD34, BMI1, OCT4, NANOG et GAPDH a été
réalisée sur les ARN totaux extraits des cellules aprés dissociation (total) et aprés tri CD34 (CD34"%). A : Migration
sur gel du résultat de la RT-PCR pour deux animaux B: Variations de l'efficacité issue de la pente pour chaque
couple d’amorces. Le graphique représente la pente moyenne des gammes-étalon obtenues pour chaque couple
d’amorces supérieur a 90%C: Expressions relative des ARNm de SP-C, CCSP, CD34, BMI1, OCT4, NANOG dans
les cellules CD34°°. L’expression relative a été calculée selon la méthode de Pfafll pour chaque échantillon de
cellules triées CD34° relativement a I'échantillon de contréle (cellules non triées) et une normalisation des données
par le géne de référence GAPDH. Les expressions sont associées a leurs écarts types. N=3 animaux, en dupliquas.
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VI. MAINTIEN DE L'EXPRESSION DE CD34 IN VITRO PAR LES CELLULES TRIEES

Les cellules triées pour l'expression de CD34 ont été ensemencées sur des membranes
poreuses recouvertes de collagenes de type |, IV et de fibronectine. Les cellules CD34"°° ont
adhéré et proliféré sur les membranes jusqu’a confluence dans le milieu Quantum 286
additionné de HGF et de KGF. Aprés 3 passages (45 jours), les cellules formaient des colonies
de cellules jointives et prolifératives (Figure 22A). Ces cellules ont maintenu I'expression de

CD34 (Figures 22 B, C) aux cours des passages.
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Figure 22: Expression de CD34 dans les cellules triées maintenues in vitro en interface liquide/ liquide. A:
Observation en champ clair des colonies épithéliales formées de cellules petites cellules jointives au passage 1
(Grossissement x20). B: Expression de CD34 (rouge) au passage 1 (Grossissement x 20). Les noyaux ont été contre
colorés au DAPI (bleu). C: Expression en cytométrie en flux de CD34 au 1% et au 3°™ passage (agneau #1508).

Nous avons ensuite analysé par cytométrie en flux et par immunocytochimie I'expression
des protéines SP-C et CCSP dans les cellules CD34°*° composant des colonies obtenues en

interface liquide-liquide aux passages 0, 1, 2 et 3. Au cours du temps, les colonies générées sur
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les inserts de culture présentaient des cellules bien jointives et de formes cuboidales. Au bout
de 3 passages (45 jours in vitro), les cellules étaient toujours de petites tailles. Ces cellules ont
maintenu la co-expression des deux protéines SP-C et CCSP (Figure 23 A). Environ 85% des
cellules totales ont maintenu cette co-expression de SP-C et CCSP (figure 23 B et C). Trés peu
de cellules ont montré une différenciation en AEC 1l SP-C**®/ CCSP™° ou en cellules de Clara
SP-C"™9/ CCSPP* (Figure 23 B). A noter que pour une proportion des cellules I'expression de
SP-C et CCSP n’étaient plus détectables au bout de 3 passages. (Figure 23C).

A
SP-C/CCSP
£ kN
@~ " .
S S
B 100 - ) C "E Passagel
90 T T T T -
80 1 = 84%
70 1
=< 60 &
8 50 S = ’
bl of |
20 1
n=6 oo
0 SRR, TS S 10° 10" 10° 10° 10°
p0 p1 p2 p3 SP-C
_ Passage (p)
Mise en culture . Passage3
-(,pos pos .
SP-CPos/CCSP > —_—
SP-CPos/CCSPres =
- = = SP-Cre9/CCSPros 5
U -
= /
OD
10° 10" 10° 10° 10

SP-C

Figure 23: Maintien de la population desprogéniteursbronchioloalvéolaires par culture en interface
liquide/liquide. A: Une colonie de progéniteurs exprimant SP-C (vert) et CCSP (rouge), noyaux (bleu). B:Suivi au
cours des passages du maintien de I'expression des protéines SP-C et CCSP (n=6). C: Analyse par cytométrie en
flux des proportions de cellules co exprimant SP-C et CCSP au 1% et au 3°™ passage d’un animal représentatif.
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VIl. LES CELLULES CD34"°5/ CCSP"°5/ SP-C"° sSe DIFFERENCIENT EN AEC Il ou EN

CELLULES DE CLARA

Afin d’analyser les capacités de différenciation des progéniteurs SP-C*/ CCSPP*, les
cellules CD34°°°/CCSPP°°/SP-CP* ont été cultivées in vitro dans différentes conditions de culture
favorisant la différenciation en AEC Il ou en cellules de Clara. Aprés 15 jours de culture des
cellules CD34, nous avons observé la formation de colonies épithéliales de cellules jointives et
ce dans les deux conditions de différenciation en AEC Il ou cellules Clara. Les cellules dérivées
en conditions de différenciation en AEC Il étaient plus étalées et prolifératives que celles
générées dans les conditions de culture des cellules de Clara. Au bout de 3 passages (environ
45 jours), les cellules générées dans les conditions de cultures des AEC Il étaient capables de
proliférer et de reformer de larges colonies de cellules jointives. Les colonies générées dans les
conditions de culture des cellules de Clara se maintenaient mais ne proliféraient plus dés le
premier passage. Les différentes cultures ont été analysées au fur et a mesure des passages
par immunomarquages et cytométrie de flux afin d’évaluer les proportions de cellules exprimant
SP-C et/ou CCSP (Figure 24 et 25).

Cultivées en milieu Quantum 286 complémenté d’HGF et KGF sur une matrice de
fibronectine et collagénes, les cellules exprimant la protéine SP-C"* (exprimé par les AECII aux
niveau des alvéoles) et ne présentant pas I'expression de la protéine CSSP (essentiellement
exprimé par les cellules de Clara au niveau des bronchioles) augmentaient au sein de la
population cellulaire totale au fur et @ mesure des passages pour représenter 58% (+ 4,14) des
cellules au 3°™ passage (figure 24A et B). Parallélement, la population de cellules SP-C*/
CCSPP** diminuait au cours des passages pour ne plus représenter que 27,8% (+ 2,5) au méme
stade (Figure 24A et B). Nous avons précédemment décrit 'absence de cellules SP-CP*/
CD34"™° dans la fraction triée par expression de CD34 excluant I'émergence d'AECII a partir

d'une population préexistante.
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Figure 24: Différenciation de la population des progéniteurs bronchioloalvéolaires en AEC Il. A: Expression
des protéines SP-C (vert) et CCSP (rouge) au premier passage. B: Suivi dans le temps de I'expression de SP-C et
CCSP (n=6). C: Analyse par cytométrie en flux des proportions de cellules exprimant SP-C et CCSP au 1° passage
(agneau # 1728).

Alternativement, les cellules CD34"° maintenues en milieu Quantum 286 sur une matrice
fibronectine favorisant les cellules de Clara ont générées des colonies peu prolifératives,
maintenues sur un seul passage (Figure 25 A). L'analyse par immunomarquage des cellules a
permis de mettre en évidence une différenciation rapide des cellules souches
bronchioloalvéolaires SP-C”/ CCSP** en cellules SP-C™9 CCSPP* compatibles avec des

cellules de Clara.

Au bout de 15 jours, 53,6% (+ 13) des cellules en culture étaient SP-C"*%/ CCSP"** alors
que la population des progéniteurs bronchioloalvéolaires SP-C**®/ CCSP*® régressait pour ne
plus représenter que 24,9% (+ 14) des cellules présentes en culture (Figure 24 B). Comme
nous l'avons montré, 'absence de cellules CCSPP*/ CD34™° dans les fractions triées exclut
I'émergence de ces cellules de Clara a partir de cellules différenciées CCSPP*/ CD34"°
préexistantes. Ces résultats suggérent trés fortement leur émergence par un phénomeéne de
différenciation in vitro a partir des précurseurs CD34"°%/ SP-CP*/ CCSP"*.
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Figure 25: Différenciation de la population des progéniteurs bronchioloalvéolaires en cellules de Clara. A:
Expression des protéines SP-C (vert) et CCSP (rouge) au premier passage. B: Suivi au cours des passages de
I'expression de SP-C et CCSP (n=4 animaux). C: Analyse par cytométrie en flux de I'expression de SP-C et CCSP au
1% passage (agneau #1728).

VIIl. EXPRESSION DES GENES CODANT POUR CD34, BMI1, OCT4 eT NANOG DANS LES
PROGENITEURS BRONCHIOLOALVEOLAIRES

L'expression des transcrits des génes BMI1, OCT et NANOG a été analysée par RT-PCR
sur les ARN extraits de progéniteurs bronchioloalvéolaires (agneaux # 1729, # 1730 et # 1731)
maintenus en culture dans les différentes conditions de maintien et de différenciation en AEC I
ou en cellules de Clara. Nous avons corrélé ces niveaux d'expression a I'état de différenciation
des progéniteurs estimé par I'analyse de SP-C et CCSP en cytométrie en flux. Nous avons
défini les cellules par leur niveau d'expression en examinant 3 classes SP-CP°/CCSPP**, SP-
C"9/CCSPP* et SP-CP*/CCSP™° et en appliquant une échelle semi quantitative ou "0 "
correspond a aucune cellule du phénotye donné, "+" a moins de 15% de cellules du phénotype,
"++" 4 entre 15 et 50% de cellules du phénotype et "+++" a plus de 50% de cellules. Le niveau
d'expression des genes d'intérét a été rapporté a ces différentes classes de populations
cellulaires nous permettant de relier I'expression génique et le phénotype cellulaire (Figure 26).
L'ARNm de BMI1 était exprimé dans les conditions de maintien et semblait ne pas étre modifiée
dans les conditions de différenciation. Le transcrit du gene OCT4 a été détecté dans des

conditions de maintien qui favorise la multiplication des cellules souches bronchioloalvéolaires
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et dans lesquels plus de 70% des cellules avaient un phénotype SP-CP*/CCSP"*. Dans les
conditions de différenciation en AEC Il et en cellules de Clara, I'expression d’OCT4 a été réduite
dans deux des trois agneaux analysés. L'expression élevée du transcrit d’OCT4 dans les
conditions de différenciation en AEC Il de l'agneau # 1730 pourrait s’expliquer par la faible
proportion des cellules SP-CP*/CCSP"™ par rapport aux deux autres animaux au passage 1.
Ce résultat suggére que le transcrit du géne OCT4 est préférentiellement exprimé par les
progéniteurs bronchiolalvéolaires SPCP®/CCSPP*. Cette expression était réduite dans les
AECII pour 2 des 3 animaux analysés et dans les cellules de Clara. L’expression du transcrit de
NANOG semblait étre moins stable dans les progéniteurs bronchioloalvéolaires maintenus in

vitro par rapport aux cellules SP-C*®/ CCSP*® ex vivo (Figure 26).

Conditions de culture favorisant
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2 SP-Cros|CCSPres + +++ 0 + ++ 0 + +++
R
Q ©
© E  SP-C9/CCSPeos + 0 +H + + +4+ " 0
25
3% gp.cowccspres
}T +++ ++ ++ +++ +++ ++ +++ ++4+

€ GAPDH

-——_-ﬁ-

#1729 #1730 ¥1731

Figure 26: Expression des génes codant pour BMI1, OCT4 et NANOG dans les progéniteurs
bronchioloalvéolaires et les cellules différenciées. En fonction des conditions de culture (maintien, différenciation
en pneumocytes de type Il ou cellules de Clara), le taux de cellules SP-C"*/CCSP"®, SP-°"*9/CCSPP* et SP-
CP/CCSPP* a été analysé par cytométrie en flux. "0" : pas de cellules exprimant le marqueur; «+»: cellules
exprimant le marqueur <15%; "++": 15%< cellules exprimant le marqueur< 50%; pour ; "+++": cellules exprimant le
marqueur>50%. Le niveau d'expression des ARNm BMI1, OCT4 et NANOG ont été analysés par RT-PCR. GAPDH:
géne de ménage.
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DISCUSSION

Dans cette étude, nous avons montré I'existence de rares cellules co-exprimant les deux
protéines SP-C*/ CCSP’* in situ au sein de poumon d'agneaux. Nous avons caractérisé et
quantifié cette population par cytométrie en flux. Ces cellules représentaient moins de 0,5% des
cellules pulmonaires dissociées du parenchyme pulmonaire. Cependant, bien que des résultats
quant a lidentité des cellules souches bronchioloalvéolaires (SP-CP*/CCSPP*°) aient été
obtenus dans des études sur les souris, ces progéniteurs bronchioloalvéolaires n’ont pas

encore été décrits chez d’autres espéces notamment I'ovin et '’humain.

Pour déterminer si les cellules SCP-C®/ CCSP"* ovines avaient des propriétés de
cellules souches bronchioloalvéolaires, nous avons isolé cette population rare a partir de
cellules dissociées de I'épithélium respiratoire d'agneaux nouveaux nés. Nous avons effectué
un tri positif des cellules exprimant I'antigéne CD34. Nous avons analysé dans les cellules
isolées CD34"*, I'expression de SP-C et CCSP. Nous avons mesuré par RT-PCR Quantitative
I'expression des transcrits de certains génes génériques des cellules souches tels que OCT4,
NANOG et BMI1. Nous avons montré I'existence de cellules CD34°°° co-exprimant SP-C et
CCSP au sein du poumon ovin et exprimant fortement les transcrits des génes OCT4, NANOG
et BMlI1par rapport aux cellules totales du poumon ovin. Nous avons établi leurs capacités de
maintien et de différenciation. Dans des conditions de maintien, nous avons montré la capacité
des cellules progénitrices a se multiplier et a maintenir au cours des passages l'expression des
protéines SP-C, CCSP et CD34. En outre I'analyse par RT PCR a montré une forte expression
des transcrits des génes OCT4, NANOG par rapport aux cellules dissociées du tissu

pulmonaire ovin. Ces cellules étaient maintenues et amplifiée pendant 3 passages (45 jours).

Afin de déterminer la capacité des progéniteurs bronchioloalvéolaires ovins a générer
différents types cellulaires, des cellules CD34*° ont été ensemencées dans des conditions
favorisant la culture soit des AEC Il soit des cellules de Clara. Nous avons analysé la capacité
des cellules triées a générer des colonies épithéliales dans les conditions de différenciation.
Nous avons tout d’abord montré que ces cellules étaient capables de former des colonies dans
les deux conditions de culture favorisant la différenciation. Du point de vue morphologique, sur

la matrice simple de fibronectine, des colonies de cellules étaient observées au bout de 15
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jours. Ces cellules étaient de petites tailles et trés jointives. Sur la matrice complexe de
fibronectine et de collagénes | et IV, les cellules épithéliales étaient relativement plus étalées,
jointives et plus dynamiques (3 passages). Nous avons observé par analyse moléculaire et
immunologique que les progéniteurs bronchioloalvéolaires perdaient I'expression de SP-C ainsi
que les transcrits des génes de cellules souches OCT4 et NANOG lorsqu’elles étaient cultivées
sur la matrice simple pour générer des cellules de Clara. En paralléle, ces progéniteurs
perdaient I'expression CCSP sur la matrice complexe pour générer des AEC Il. Sur la base des
résultats que nous avons présenté précédemment ainsi que [lefficacité du ftri
immunomagnétique, nous pouvons conclure que les tapis cellulaires obtenu a partir des cellules
épithéliales triées se sont développés a partir des seules cellules triplement marquées SP-
CP*/CCSPP**/ CD34P.

Les cellules souches bronchioloalvéolaires initialement décrites au niveau des jonctions
bronchioloalvéolaires chez la souris ont été caractérisées par I'expression de Sca-1 (spécifique
a la souris) et CD34, qui sont des marqueurs de cellules souches, et leur co expression de SP-
C et du CCSP. Alors que nous avons réussi a montrer la présence des rares progéniteurs
bronchioloalvéolaires ovins in vivo chez les animaux nouveaux nés (moins de 3 mois), d'autres
groupes n'ont pas pu identifier ces cellules chez les ovins adultes tout en analysant par
immunomarquage sur des section de poumon la coexpression des protéines CCSP et SP-C
(156), (143). De facon intéressante, deux études ont rapporté la présences de trés rares
cellules co-exprimant SP-C et CCSP au sein des tumeurs viro-induites chez les ovins (143,
176). Dans une étude trés récente, nous avons isolé une population de cellules tumorales co
exprimant SP-C et CCSP au sein des tumeurs induites par le méme virus (Archer et Leroux,
données non publiées). Pris ensemble, ces résultats sont cohérents avec la présence d’une
population co exprimant SP-C et CCSP qui sont extrémement rares in vivo dans les sections
pulmonaires, représentant ainsi une population de cellules souches ou progénitrices. La
différence entre notre étude et les études précédentes(143, 156) peut étre expliquée par le
faible niveau de co expression du SP-C et du CCSP dans les coupes de tissus par rapport a
I'expression de ces marqueurs dans les AEC Il et les cellules de Clara et par la méthode
d’'isolement et d’enrichissement de la population CCSP/SP-C que nous avons pratiqué. De
méme, dans notre équipe, nous avons souvent observé dans les cultures de cellules tumorales

issues d’un adénocarcinome ovin induit par le rétrovirus JSRV, des cellules SP-CP**/CCSP"**
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dans les conditions de culture en 3D qui favorise le maintien des conditions physiologiques les

plus appropriées. Ces résultats nous ont encouragés a poursuivre leur caractérisation.

Les progéniteurs bronchioloalvéolaires ovins sont rares et ne représentent que 0,33% (
0,3%) de la population totale des cellules du poumon dissociée. Nos résultats sont cohérents
avec une étude récente qui montre que les cellules souches indifférenciées humaines
identifiées par I'expression du c-kit sont de I'ordre 1 pour 6000 cellules dans les bronchioles et 1
pour 30 000 cellules dans les alvéoles chez les adultes (111). Dans le tissu pulmonaire feetal
humain a 12-36 semaines de gestation, le taux de cellules souches varie de 1 pour 11000 a 1
pour 600 cellules, avec une moyenne de 1 pour 4100 cellules (111). L'enrichissement de la
population CD34"° a été crucial pour isoler les cellules souches bronchioloalvéolaires des ovins
nouveaux nés. Méme si le nombre absolu de cellules CD34°°%/ SP-C P/ CCSP’* a finalement
été faible (quelques milliers de cellules), cette procédure nous a permis de confirmer I'existence
de cette sous population rare. Toutes les étapes de sélection ont été effectuées ex vivo, sans
culture cellulaire et en I'absence de sérum connus pour induire la différenciation cellulaire. Les
cellules co-exprimant CD34°°/ SP-CP**/ CCSPP*® ressemblent au BASC murines qui sont bien
caractérisé du point de vu morphologique et phénotypique. Nous avons clairement montré que
les cellules bronchioloalvéolaires ovines se comportent comme des progéniteurs en culture

avec un potentiel de maintien et de différenciation in vitro.

Nous avons montré que les progéniteurs bronchioloalvéolaires ovins ex vivo expriment les
transcrits des genes BMI1, OCT4 et NANOG, qui sont parmi les marqueurs les plus importants
de cellules pluripotentes indifférenciées et sont des acteurs majeurs dans le développement des
cellules souches embryonnaires et adultes. BMI1 est fortement exprimé dans les tumeurs et
régule le destin des cellules cancéreuses et les cellules souches normales et tumorales (113,
134). Ce géne participe aussi au maintien des cellules souches endogénes par la répression
des génes impliqués dans la mort cellulaire et la sénescence (168). Chez la souris, BMI1 est
nécessaire pour l'expansion des BASC (52). Comme chez la souris, les progéniteurs
bronchiolalvéolaires ovins expriment BMI1 dans les conditions de maintien et d’auto
renouvellement. A noter que cette expression n'a pas été modifiée dans les conditions de

différenciation.
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OCT4 qui est un membre de POU (Pit-Oct-Unc), de la famille des facteurs de
transcription, est essentiel pour le maintien et l'auto-renouvellement des cellules souches.
NANOG, interagit entre autre avec Oct4 pour co-activer des cibles et contribue a la
détermination du destin des cellules pluripotentes au cours de I'embryogenése (35, 37).0CT4 et
NANOG sont parmi les facteurs clés qui permettent la reprogrammation des cellules
somatiques adultes en cellules souches pluripotentes (125, 165). De facon intéressante, il a été
montré récemment que les iPS générés a partir de fibroblastes de moutons exprimaient OCT4
et NANOG et bien d’autres marqueurs intracellulaires et a la surface associée a des cellules
indifférenciées, comme chez les humains et les souris (125). Comme dans d'autres organes,
OCT4 et NANOG sont exprimés dans les cellules souches du poumon et leur co-expression

peut induire a la formation de cellules souches tumorale (39, 133).
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Dans notre travail, nous avons montré, pour la premiére fois chez les ovins nouveaux nés,
I'existence d’une population de cellules épithéliales qui co-expriment le SP-C et le CCSP. Ces
cellules isolées par tri immunomagnétique sur la base de leur expression spécifique d’'un
marqueur de cellule souche CD34, et cultivées in vitro en interface liquide-liquide, sont capables
de régénérer des colonies de cellules non différenciées. De méme, dans les conditions de
différenciation, les colonies régénérées a partir des seules cellules souches
bronchioloalvéolaires présentent des caractéristiques morphologiques et phénotypiques
similaires soit aux AEC Il soit aux cellules de Clara. Les progéniteurs bronchioloalvéolaires
ovins présentent donc une capacité de différenciation multipotente pour donner soit des cellules
alvéolaires soit des cellules bronchiolaires. Sur la base de ces résultats, nous pouvons conclure
que ces cellules peuvent étre considérées, comme des cellules progénitrices des cellules de
Clara et des AEC Il (figure 27).
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Figure 27 : Caractérisation des progéniteurs bronchioloalvéolaires ovins
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Les cellules isolées et I'épithélium reconstitué en monocouche par les cellules souches
bronchioloalvéolaires ne sont cependant pas totalement caractérisés pour le moment. Il serait
important d’identifier et de quantifier, sur la base de I'expression de marqueurs spécifiques des
différentes populations épithéliales pulmonaires et comparer les résultats obtenus aux données

présentées dans la littérature au niveau d’un épithélium bronchiolaire et alvéolaire.

De plus dans le but de mieux caractériser les progéniteurs, il sera intéressant de
déterminer I'activité enzymatique de la télomérase des cellules isolées. En effet, cette activité
enzymatique est faiblement détectée dans les cellules souches quiescentes mais hautement
présente dans les cellules a activité et prolifération importante, notamment les cellules
progénitrices (233), alors qu’elle semble absente dans la plupart des cellules somatiques.

L’analyse des voies de signalisations impliquées dans le maintien et la différenciation des
cellules souches, nous donnera plus d’informations sur le mécanisme de maintien de la niche

des cellules souches bronchioloalvéolaires ovines.

Enfin, il serait important de réaliser des tests de reconstitution in vivo de I'épithélium
bronchiolaire et alvéolaire. Ce test consiste a régénérer un épithélium bronchiolaire et / ou
alvéolaire mature a partir de cellules souches purifiées et de tenter de reconstituer a nouveau

un épithélium différencié a partir de ces cellules dans I'animal.
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PERSPECTIVES

Notre équipe de recherche s’intéresse entre autre a l'origine de cellules tumorales au
cours du développement de I'adénocarcinome pulmonaire ovin viro-induit. L’adénocarcinome
pulmonaire ovin induit par le B—rétrovirus JSRV (Jaagsiekte Sheep RetroVirus) est un cancer
pulmonaire naturel du mouton. Il est radiologiquement, cliniuement et histologiquement
apparenté a l'adénocarcinome pneumonique (P-ADC), une forme particuliere de cancer du
poumon chez I'nomme. De fagon intéressante, notre équipe de recherche a montré que
certaines des cultures dérivées de poumons tumoraux et maintenues en conditions de culture
tridimensionnelle, expriment a la fois des marqueurs de AEC Il (SP-C, SP-A et CD44v6) et de
cellules de Clara (CCSP). Ces résultats soulévent I'hypothése d'une origine des tumeurs ovines
a partir de cellules souches pulmonaires. Ainsi, il serait important d'étudier l'implication des
progéniteurs bronchioloalvéolaires décrits dans ce manuscrit, dans le développement de la
tumeur suite a leurs interactions avec le virus JSRV (figure 28).

Il serait nécessaire de tester I'infectabilité des cellules souches CD34"°° saines par JSRV,
soit en co-culture sur insert avec des cultures primaires de cellules tumorales isolées de
tumeurs soit par mise en contact avec le surnageant de cultures positives pour JSRV. En
paralléle il serait important de transfecter les cellules souches avec des vecteurs d’expression
de I'enveloppe Env, puisque la protéine Env est le déterminant oncogénique de JSRV. Le
pouvoir transformant de 'Env devrait étre analysé par la formation de colonies en gélose et par
I'apparition de foyer de transformation en monocouche.
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Figure 28 : Interaction possible des progéniteurs bronchioloalvéolaires ovins avec JSRV
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REVIEWER #1 (COMMENTS TO THE AUTHOR (REQUIRED)):

The manuscript entitled "Bronchioloalveolar stem cells from the lamb lungs can differentiate into
Clara cells or alveolar type Il cells" submitted by Abi-Rizk et al. is well written, very interesting and
demonstrates for the first time isolation and differentiation of BASC from sheep lungs. However,
my enthusiasm for this study is decreased by some technical concerns which are detailed below.

A: We thank the reviewer #1 for his interest in our work.

Q1: Results presented in Figure1 for immunostaining and colocalization of CCSP and SPC should
be performed using confocal imaging to exclude autofluorescent artifacts. Positive cells should be
quantitated in the sections.

A1: We performed tissue sections on 4 different normal tissues and performed 6 independent
staining experiments. Lung sections were 6 mm thick and were observed with a high quality
microscope (Axiolmager Zi, Zeiss). We observed very rare double positive cells, highlighting the
fact that those cells are very rare and difficult to observe upon histological screening. But this result
was encouraging enough to prompt us to look for these cells using dissociated tissues and flow
cytometry. We modified the text as follows in the manuscript:

See line 167-171: "Interestingly, among the 4 different lungs tested and stained several times, the
SP-C/CCSP double positive cells remained rare events present in only few lung sections (Figure
1B). But this first evidence of the presence of bronchioloalveolar precusors in vivo in _sheep
prompted us to search this population on lung cells from dissociated tissues".

Q2: Additionally, no gating strategy for flow cytometry analysis is detailed in the methods. How
were dead cells excluded, what were controls used to set the gates? The legend states that one
lamb data is pictured. means and SE should be presented along with the dot plots. Better
compensation and gating may reveal more discreet populations of each SPC and CCSP positive.
The dot plots presented do not make a convincing case that the staining even worked. Instead of
using a secondary antibody detection for intracellular staining the investigators may try directly
conjugating the primary to a dye using a commercially available kit.

A2: Regarding the gating and controls, we modified the text in the "materials and methods" section
to precisely indicate the gating conditions and the controls performed. See lines 142-145:
"Populations of interest were gated regarding their physical properties (forward and size scatters)
to eliminate dead cells and cell debris. Immunostaining using only the secondary antibody were
used as controls to adjust the detection threshold for each measured wavelength"

We agree that primary antibodies directly conjugated to a dye may be more convincing. But,
working with a large animal for which only few specific antibodies are available is challenging. We
usually worked using reported results from related species such as cattle. We choose to select the
best tools to perform both cytometry and immunostaining on cells or frozen sections. In the future
we will directly conjugate the selected primary antibodies.

The legend of figure 1 in the original manuscript stated that "(C) SP-C and CCSP expression from
a representative lamb (# 1507) in ex vivo dissociated cells by flow cytometry showing the presence
of a SP-CP*/CCSP®*® population. (D) Frequency of SP-C*°, CCSP*® and SP-CP*/CCSP"** cells
from ten 0- to 3-month-old-lambs. The data are expressed as the mean (x SD) percentage of the
cells expressing the cellular markers." Panel C shows as an illustration the dot plot from one
representative animals but panel D gives means and SE for 10 animals.

Q3: Figure 2. Doesn't appear CCSP staining worked at all. Would like to see some positive and
negative controls.

A3: CCSP staining was evidently low and CCSP" cells rare in the dissociated lung tissues. But
we are confident that this staining was specific looking at the flow cytometry analysis using the
same antibody on the CD34 enriched population (figures 2B and 4B).



Q4: Figure 3. RT-PCR on CD34 positive cells (not CCSP/SPC positive) could be representative of
other primitive cell types present in the isolation (HSC, EPC efc).

A4: We agree and we cannot exclude contamination with other CD34P°° cells. In accordance to
your comment, we slightly changed the text on lines 214-215: “We assumed that hematopoietic
stem cells or endothelial progenitors could contribute the the SP-C™°and CCSP™ cells among the
CD34"°° population".

Qb: Also no purity of this CD34 pos bead isolation is shown (by flow cytometry).

A5: In the initial version of the manuscript, we wrote " In all of the 6 tested animals, the CD34 cell
sorting remarkably enriched the CD34"°° population from 0.7% (+ 0.12) after tissue dissociation to
over 90% in the CD34-selected single cell suspension with greater than 85% viability, as measured
by trypan blue exclusion". To illustrate this result, we added the figure 3 (line 202) showing the
CD34 population before and after sorting in a single animal (3A) and for the 6 tested animals (6B).

Q6: Immunostaining with 3 colors to colocalize in tissue or isolated cells would be more convincing.

A6: We agree but as we stated for Q2, unfortunately only few reagents were (and are) available for
these studies in sheep.

Q7: Would like to see FUNCTIONAL analysis of epithelial cell differentiation not just immunostain
for a marker. ALI, secretion of protein etc.

A7: This would have been very interesting. Unfortunately, we did not have enough cells to perform
all the approaches. To get to the results, we favored the ex vivo characterization and the in vitro
differentiation.

REVIEWER #2 (COMMENTS TO THE AUTHOR (REQUIRED)):

AJP Review L-00110-2012

Q1: This paper describes the presence of a CD34+ cell population purified from ovine lung that has
the double staining (SPC+/CC10+) characteristics of the previously described BASC population
purified from mouse. Although interesting, there are a number of issues and inconsistencies in the
data presented that would need significant revision prior to publication in AJP. Recent debate
about the identity of the BASC population and its significance also lessens enthusiasm for the work
presented.

A1: We thank the reviewer #2 for its comment. We know the debate on these specific precursors.
But as most of the work had been done in mice, we thought that the description of similar
precursors in a large animal might be of interest for the field.

Q2: The immunohistochemistry shown in Fig 1 is difficult to see clearly in the figures provided, and
is only weakly convincing. A number of methodologic details regarding how the flow cytometry was
performed also make it difficult to interpret parts C and D of the figure. It is also unclear from the
methods how the authors performed flow cytometry accurately for molecules that are intracellular
(SPC/CC10). This information should be expanded to allow the reader to follow exactly what was
done and facilitate potential replication of the results presented.

A2: We modified the "materials and methods" section to answer to these specific points.

Q3: The "before/after" label in fig 3 should be more specific to help guide the reader. Why is the
CD34 band the same in both the sorted and unsorted populations? For the remaining expression
markers, seeing either quantitative RT-PCR data or multiple replicates would make this result more
convincing. The results in these cells appear to be different than published gene expression results
from mouse BASCs, which should be discussed.

A3: We slightly changed the legend of figure 4 (initially figure 3), see lines 458. We initially planned
to quantify the transcripts but were stopped by the amount of RNA. Taking into account the quality
and quantity of RNAs, we decided to go for a qualitative RT-PCR. We did not feel that the
quantification would be more convincing. Our goal was to give a tendency for such or such marker.
The quantification may have shown differences in CD34 expression as suggested by the intensity



of the bands. We are extended our study to get quantitative results on a larger panel of genes of
interest;

Q4: In figure 4, it is not clear from the methods described what the differences are between the
various differentiation media, making the protocol difficult to follow. Greater clarity here would be
required for the reader to be able to follow exactly what was done and interpret the differentiation
experiments.

A4: We agree and changed the "material and methods" section to be more precise about the
maintenance and differentiation media.

Q5: Overall, although the results may represent the presence of a CD34+ population capable of
differentiating into SPC+ or CC10+ cells, some caution is required regarding the classification of
these cells as ovine bronchoalveolar stem cells. The purification protocol used to derive the cells,
and the conditions for their culture and maintenance are clearly different than that described for
mouse BASCs. The conditions and results of maintaining these cultures, and the methods used to
induce or allow differentiation, are unclear at best as described.

A5: We agree that we described a population that may not be the exact same thing as the BASC
described in mice. The starting point of our studying was our observation of SP-C/ CCSP positive
cells in the lung and in vitro culture of lung epithelial cells. We selected the cells by the expression
of CD34, also expressed in the murine BASC but in absence of an equivalent gene in sheep, we
were not able to use Sca1, mostly described in mice. In the discussion, we mentioned that the
ovine bronchioloalveolar progenitor cells described in this paper presented some similarities with
the BASCs as described in the mice model. We choose to call these cells "bronchioloalveolar
progenitors" in sheep, keeping the term "BASC" for the mouse cells. We are confident that we
described a relevant population in vivo (Fig 1 and 2), present while rare in the lung and that these
cells are progenitors able to differentiate in at least 2 cell types (Figure 5). These cells share
expression of genes activated in stem cells. To stay coherent with our findings, we changed the
title for " Bronchioloalveolar progenitors cells from the lungs of lambs can differentiate into Clara
cells or alveolar type Il cells".
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ABSTRACT

Bronchioloalveolar stem cells located at the bronchiolar/alveolar junction may be
involved in embryogenesis or regeneration. These cells have not yet been described
in large animals, and they may enable the development of new therapeutics to treat
acute or chronic lung disease. In this study, we aimed to establish the presence of
bronchioloalveolar stem cells in ovine lungs and to characterize their stemness
properties. Lung cells were studied using immunohistochemistry on frozen sections
of the lung, and immunocytochemistry and flow cytometry were conducted on derived
cells. The stem cells were identified by co-expression of CCSP, SP-C and the CD34
hematopoietic stem-cell marker. A minor population of CD34°°°/SP-CP®*/CCSPP*®
cells (0.33% + 0.31) was present ex vivo in cell suspensions from dissociated lungs.
Using CD34 magnetic positive cell sorting, undifferentiated SP-CP°**/CCSPP*® cells
were purified (>80%) and maintained in culture. Using synthetic media and various
extracellular matrixes, SP-CP°/CCSPP°® cells differentiated into either Clara cells or
alveolar epithelial type-Il cells. Furthermore, bronchioloalveolar stem cells obtained
ex vivo and in vitro expressed the stem cell-specific genes NANOG, OCT4 and BMI1.
We report for the first time in a large animal the existence of bronchioloalveolar
progenitors with dual differentiation potential and the expression of stem cell-specific

genes.
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INTRODUCTION

The airway epithelium is on the front line and is continuously exposed to inhaled
environmental assailants, such as pollutants, allergens, and infectious agents.
Epithelial regeneration is essential to maintain lung homeostasis and function; the
epithelium must be able to quickly respond to injury and regenerate. Endogenous
stem cells located in the tissue are thought to be essential to maintain or regain the
integrity of the lung epithelium. Variants of Clara cells and other undifferentiated cells
have been considered to be stem cells of the bronchioli and bronchioloalveolar
regions (12, 16, 23, 34, 37). The well-differentiated alveolar epithelial type-Il cells
(AECIIs) have the ability to replicate and to trans-differentiate into the alveolar
epithelial type-l cells (AECIs) that line the alveolar walls (8, 19, 31). Conversely,
AECIs may also give rise to AECIIs in fetal sheep via trans-differentiation (9).
Additional lung cell types have been suggested to function as endogenous
progenitors or stem cells. In the mouse conducting airways, basal cells, Clara cells,
and some cells of the submucosal glands share properties with progenitors and stem
cells (28, 32, 33). However, whether epithelial stem cells present within the lung can

differentiate into AECIIs in large animals is currently unknown.

The bronchioloalveolar region has been extensively studied in normal and injured
lungs of rats and mice in response to chemical treatments. Undifferentiated cells in
the bronchioloalveolar duct junction have been histologically identified as different
from the AECIIs, Clara cells and ciliated cells (10, 40). These bronchioloalveolar
stem cells (BASCs) share phenotypic characteristics of both mature Clara cells and

AECIIs, suggesting a niche of progenitors (12, 21, 29, 30, 40).
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Recent studies conducted in mice have shown that bronchioloalveolar stem cells co-
express the Clara cell-specific marker CCSP (also referred to CC10 or SCGB1A1),
the AECII-specific marker SP-C (surfactant protein C), and the hematopoietic stem-
cell marker CD34 (12, 23). Bronchioloalveolar stem cells appear to be resistant to
bronchiolar and alveolar damage in vivo, proliferate during epithelial repair and have

the potential to give rise to Clara cells and AEC Is or lIs (12, 23).

To further characterize bronchioloalveolar stem cells and their role in lung
physiology, we isolated CD34"°/SP-CP**/CCSP’** cells for the first time in a large
animal. Using CD34 magnetic positive cell selection, we isolated a SP-C”*/CCSP"**
viable cell population from the lungs of 0- to 3-month-old lambs. Synthetic media and
various extracellular matrix were used to establish the in vitro conditions to maintain
SP-CP*/CCSPP® cells in an undifferentiated and proliferative state or, alternatively, to
induce their cellular differentiation into either Clara cells or AECIls. The
bronchioloalveolar stem cells obtained ex vivo or maintained in vitro was further
shown to express stem cell-specific genes, such as NANOG, OCT4 (Octamer-
binding Transcription factor 4) and BMI1 (B-lymphoma Moloney murine leukemia
virus Insertion region-1). The expression of these genes was modulated upon

exposure to culture conditions favoring cell differentiation.
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MATERIALS AND METHOD
Animals

Lungs were collected from 10 young lambs (0 to 3 months old) from a local
slaughterhouse and from the large animal experimental facility at INRA, Nouzilly
France (Dr. F Lantier, INRA Tours, France) in accordance with the national
regulations and the institutional guidelines. Immediately after death, fractions of the
lungs were processed as previously described (18). Lungs were minced into small
pieces and incubated in 10 ug/ml of DNAse |, 1mg/ml protease IV and 0.025%
collagenase la for 2h at 37°C, filtered through 100 um and 40 um cell strainers and
centrifuged at 450 g for 10 min at 4°C. The cell pellets were collected in a red blood
cell lysis buffer (0.15 M NH4CI, 10mM KHCO3, 0.1 mM EDTA) for 2 minutes, washed
and re-suspended in 1X PBS supplemented with 4% of fetal calf serum. Cell number,
concentration and viability were tested by trypan blue dye exclusion test on Malassez
Chamber and were later confirmed by flow cytometry analysis upon propidium iodide

(1mg/ml, Sigma) staining.
Magnetic isolation of CD34+ cells

Aliquots of 107 dissociated cells were labeled using an indirect CD34 labeling
technique with magnetic beads attached to a secondary antibody. Briefly, according
to the manufacturer's instructions (Miltenyi Biotech), the cells were incubated with a
1:200 dilution of mouse anti-sheep CD34 antibodies (clone Eq8D11C1 kindly
provided by Pr CD Porada, University of Nevada) for 15 min on ice, washed in a
buffer containing 1X PBS, 2mM EDTA and 0.5% bovine serum albumin. The mixture

was then incubated for 15 min on ice with goat anti-mouse IgG microbeads (Miltenyi
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France) at a 1:5 dilution in 1X PBS, 2mM EDTA, and 0.5% bovine serum albumin.
The suspension was washed and centrifuged at 450 g for 10 min at 4°C. For the
magnetic separation, Mini Macs separation columns (Miltenyi France) were rinsed
with 500 pl of cold 1X PBS, 2mM EDTA and 0.5% bovine serum albumin. The cell
pellets were re-suspended at 10" cells per 500 pl of the same buffer and poured into
the column reservoir. The CD34 positive (CD34"%°) cells were retained onto the
magnetized matrix of the column, whereas the non-labeled cells passed through and
were collected as the “non-retained” fraction. The columns were rinsed three times
with 500ul of 1X PBS, 2mM EDTA and 0.5% bovine serum albumin to purify the
magnetic fraction. In order to collect the CD34"°° cells , the column were removed
from the magnetic field, and were washed by gravity with 1.5ml of 1X PBS, 2mM

EDTA.
Gene expression analysis of stem cell-specific mMRNAs by RT-PCR

Total RNAs were isolated using the RNeasy Mini kit (Qiagen, France) and 200 ng of
total RNAs were reverse transcribed into cDNA using the iScript cDNA Synthesis kit
(Bio-Rad, France). Specific primers for ovine GAPDH, BMI1, OCT4 and NANOG
were designed as follows: GAPDH-for 5-CCACCAACTGCTTGGCCCCC-3’,
GAPDH-rev 5-CCTCGGCCATCACGCCACAG-3’, OCT4-for 5'-
CAAGAACATGTGTAAGCTGC-3', OCT4-rev 5-CGATACTCGTCCGCTTTCTC-3',
NANOG-for 5-GGCAGAAAAACAACTGGCCGAGGAA-3’, NANOG-rev 5'-
CCCCACATGGGCAGGTTTCCAG-3’, BMI1-for 5-

GCCACAACCATAATAGAATGTC-3 and BMI1-rev 5'-
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CCCTGGAACTAATTTGTATAC-3'. The PCR reactions were performed using 10 ng

of cDNA with the KAPA SYBR FAST kit (Cliniscience, France) as recommended.

In vitro cell cultures of total primary cells, bronchioloalveolar progenitors, AEC

Il and Clara cells

After tissue dissociation, 1.6 x10° cells were seeded per well in 6-well plates
previously coated with 10 mg/ml of fibronectin (Sigma), 1 pg/ml of type | collagen
(Sigma) and 5 mg/ml of type IV collagen (Sigma) in Quantum 286 medium (PAA,
Austria) supplemented with 5 ng/ml of HGF (Hepatocyte Growth Factor; Abcys),10
ng/ml of KGF (Keratinocyte Growth Factor; Abcys), penicillin and streptomycin
(named "complete Q286 medium") as previously reported (1) and maintained for 2 to

3 passages.

To amplify the bronchioloalveolar precursors, 5x10° CD34"° cells were seeded per
insert placed in 6-well plates previously coated with fibronectin, type | and IV
collagens in "complete Q286 medium" and maintained for 2 to 3 passages. These

culture conditions had been defined as the "maintenance conditions"

In order to induce their differentiation into AECII, 5x10° CD34°° cells per well were
seeded in 24- well plates coated with fibronectin, and type | and IV collagens with
"complete Q286 medium" and maintained in culture up to 3 to 4 passages. These
culture conditions had been defined as the "AECII conditions". For their differentiation
into Clara cells, 5x10° CD34°° cells per well were seeded in 24- well plates coated
with only 10 mg/ml of fibronectin and maintained in Quantum 286 without additional
growth factors (then named "basic Q286 medium") for 1 passage. These culture

conditions had been defined as the "Clara conditions"
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Phenotypic analysis

The sorted cells were characterized for their expression of proSP-C and CCSP by
flow cytometry. After their elution from the columns, cells were rinsed in the 1X PBS
and 4% fetal calf serum then centrifuged at 450 g 10 min at 4°C. Aliquots of 1.10°
cells were stained with a 1:600 dilution of a rabbit anti-human pro-surfactant C
polyclonal serum (Millipore, AB3786) and a 1:500 dilution of mouse anti-human
CCSP monoclonal antibodies (Abnova H0O0007356-M01). After incubation at 4°C for
1 hour, cells were stained with goat anti- rabbit IgGs conjugated to Alexa 488
(InVitrogen) and/or goat anti- mouse IgGs (Whole molecule) conjugated to R-
Phycoerythrin (Sigma) for 30 minutes, at 4°C in the dark. Stained cells were
centrifuged at 1000 g for 2 min at 4°C then fixed with 2% paraformaldehyde before
flow cytometry quantification on a Becton Dickson FACSCalibur™ Flow cytometer
and analysis using the CellQuest Pro software. To avoid signal overflow a color
compensation of 10 to 23% was applied. Populations of interest were gated
regarding their physical properties (forward and size scatters) to eliminate dead cells
and cell debris. Immunostaining using only the secondary antibody were used as

controls to adjust the detection threshold for each measured wavelength.

Expression of CCSP and SP-C was analyzed on cultured cells or frozen lung
sections. After fixation with 4% paraformaldehyde, cells or tissue sections were
permeabilized with 0.2% Triton X, washed with 1X PBS and incubated 1h, at room
temperature with a 1:600 dilution of a rabbit anti-human pro-surfactant C polyclonal
serum or a 1:500 dilution mouse anti-human CCSP monoclonal antibodies. Cells
were then washed and stained with goat anti- rabbit IgGs conjugated to Alexa 488 or

anti- mouse IgGs (Whole molecule) conjugated to R- Phycoerythrin for 30 minutes, at
9
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4°C in the dark. The nuclei had been stained with DAPI. As negative controls,

labeling was conducted without primary antibodies. The slides were analyzed on an

Axiolmager Microscope (Zeiss).
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RESULTS

SP-CP°®, CCSPP°® and SP-CP°*/CCSP"°° ovine pulmonary cells in vivo

The expression of SP-C and CCSP was analyzed in the lungs of 0- to 3-month-old
lambs by immunohistochemistry on frozen sections using cross-reacting antibodies.
As shown in Figure 1A, these antibodies specifically recognized SP-C in the alveoli
and CCSP in the bronchioles, validating their use as specific markers in our study.
AECIIs were easily detectable in most of the sections due to their high expression of
SP-C (Figure 1B). Clara cells expressing CCSP were also present. Interestingly, rare
SP-CP*/CCSPP*® cells were observed in some lung sections (Figure 1B),
demonstrating the presence of bronchioloalveolar stem cells in newborn lambs.
Interestingly, among the 4 different lungs tested and stained several times, the SP-
C/CCSP double positive cells remained rare events present in only few lung sections
(Figure 1B). But this first evidence of the presence of bronchioloalveolar precusors in
vivo in sheep prompted us to search this population on lung cells from dissociated

tissues.

To quantify the AECIls, the Clara cells and the stem cells proportion, cell
suspensions obtained after the dissociation of the lung tissue from 10 lambs (0 to 3
months old) were analyzed for the expression of SP-C and CCSP by flow cytometry.
Single cell suspensions were obtained at a final concentration of approximately 1 X
108 cells per lung. Based on the dot plot analysis from a representative lamb (Figure
1C) and the compiled data from 10 lambs (Figure 1D), the suspensions of lung cells
repeatedly contained 40% (+ 18.5) SP-CP* cells and 0.65% (+ 0.60) CCSP"*® cells
(Figure 1D). Co-expression of SP-C/CCSP was then examined to quantify the

11
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bronchioloalveolar stem cells in the lungs; the results indicated that 0.33% (+ 0.31) of
the cells from the dissociated lungs co-expressed these two markers and presented

an immunophenotype compatible with BASCs (Figure 1D).

In vitro expansion and phenotypic characterization of primary airway epithelial

cells

Dissociated cells were grown in culture with selective Q286 synthetic medium
complemented with KGF and HGF (complete Q286 medium) on fibronectin-coated
plates and maintained for two or three passages as previously described (1). Small
and large cubical epithelial cell colonies and a few spindle-shaped cells were rapidly
observed after 3 days of culture; the small cubical cells proliferated and were further
characterized for the expression of SP-C and CCSP. As shown by specific labeling in
immunocytochemistry and flow cytometry, a large majority of the cubical cells in the
airway epithelial cultures were SP-CP*® AECIIs, while few of them were CCSPP*®
Clara cells (Figure 2A and 2B). Interestingly, a minor population of SP-CP**/CCSPP**
cells compatible with the bronchioloalveolar stem cells was clearly identified in
culture (Figure 2A and 2B). Compared to the AECIIs, the SP-CP°*°/CCSP"°® cells were
semi-adherent round cells with small cytoplasmic extensions (Figure 2A). These
double positive SP-CP**/CCSPP** cells were rare after lung dissociation but enriched

and maintained upon in vitro culture with synthetic medium (Figure 2B).

CD34 selection of bronchioloalveolar stem cells

To isolate and enrich a viable population of bronchioloalveolar stem cells, ex vivo

dissociated lung cells were positively selected using anti-CD34 antibody-coated
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magnetic beads without any prior cell culture. Cell surface expression of CD34, a
surface protein widely expressed by stem cells, was then measured by flow
cytometry to assess the enrichment of the bronchioloalveolar stem cell population in
the selected population. In all of the 6 tested animals, the CD34 cell sorting
remarkably enriched the CD34°°° population from 0.7% (x 0.12) after tissue
dissociation to over 90% in the CD34-selected single cell suspension with greater

than 85% viability, as measured by trypan blue exclusion (Figure 3).

Expression of SP-C and CCSP among the CD34P°*-selected population

To quantify the bronchioloalveolar stem cells among the CD34°%

population, the
selected cells were analyzed for the expression of CCSP and SP-C. By flow
cytometry, the majority (over 80%) of the CD34"°° cells co-expressed CCSP and SP-
C with 88% (x 6.8) and 84% (x 5.5) positive cells, respectively (Figures 4A and 4B).
We assumed that hematopoietic stem cells or endothelial progenitors may contribute
to the SP-C"®and CCSP"™ cells among the CD34°° population. Due to the nature of
the antibodies used (i.e., polyclonal rabbit anti-proSP-C, mouse monoclonal or
polyclonal rabbit anti-CCSP and monoclonal mouse anti-CD34), direct double
labeling of SP-C and CCSP on the CD34"°° population was not technically feasible.
However, the large proportion of SP-C"°°/CD34"°° and CCSPP**/CD34"°° cells clearly
demonstrated that most of the CD34"°° cells were SP-CP**/CCSP"® stem cells. The
proportion of SP-CP°/CCSPP*® cells among the CD34P°° population was highly
consistent in the 6 lambs analyzed independently (Figure 4B). Importantly, the
proportion of CD34"°9/SP-CP°® and CD34"°/CCSP"°® cells was very low in the sorted
cell suspension (1.0% = 1.7 and 1.1% %+ 1.8, respectively), confirming that the
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procedure efficiently purified CD34°°° cells and not AECIIs or Clara cells. Taken
together, our results showed that a BASC-like population exists in lambs and that

these cells co-express CD34, SP-C and CCSP.

To further characterize the CD34°°° population, the mMRNA expression of genes
known to be preferentially but not exclusively expressed in stem cells, such as the
self-renewal factor gene BMI1 and the pluripotent state-specific transcription factor
genes OCT4 and NANOG, were analyzed. The expression of GAPDH was also
analyzed as a housekeeping gene. Compared to the total lung-dissociated cells, the
CD34"° population expressed higher levels of BM/1, OCT4 and NANOG, suggesting
the enrichment of stem cells during the purification process (Figure 3C). Interestingly,
NANOG was almost absent from the unsorted population but was strongly expressed
in the CD34"*-sorted cells (Figure 4C). Importantly, the expression of SP-C, CCSP

and CD34 was maintained after CD34 selection (Figure 4C).

In vitro proliferation of lamb bronchioloalveolar stem cells

To assess their ability to proliferate in vitro, selected CD34°°° BASCs were plated
onto fibronectin/ collagens I- and 1V-coated inserts in "complete Q286 medium" under
“maintenance conditions" (Figure 5A, 5B and 5C). After 15 days, these CD34P* cells
gave rise to small colonies of cubical epithelial cells, most of which expressed SP-C
and CCSP (Figure 5A). The majority of these cells (>90%) maintained the co-
expression of SP-C and CCSP for up to 3 passages (corresponding to approximately
45 days in culture) (Figures 5B and 5C). When maintenance conditions were applied
to cells from 6 independent animals, the same proportions of SP-CP°**/CCSPP® cells

were generated, and the stem cell population was maintained over time. While SP-C
14
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and CCSP expression persisted, the overall fluorescence intensity of these two
markers decreased over time to reach a lower but easily detectable signal after 3

passages.

From lamb bronchioloalveolar stem cells to differentiated epithelial pulmonary

cells in vitro

In addition to their self-renewing properties, stem cells or progenitors may be able to
differentiate into multiple cell types under specific conditions. Indeed, using synthetic
medium and adapted cell culture conditions, CD34"°°/SP-CP**/CCSPP*®
bronchioloalveolar stem cells had the potential to differentiate into either AECIIs or

Clara cells.

To induce the differentiation of SP-CP*/CCSPP°® cells into AECIIs, CD34"°° cells were
seeded onto plates coated with fibronectin and type | and IV collagens and cultured
with "complete Q286 medium" used as the "AECII conditions". After 3 passages
(approximately 45 days), we observed a switch in the cell surface immunophenotype
such that the cells mostly expressed SP-C (Figures 5A and 5B), whereas the SP-
CP°S/CCSPP** population decreased over time (Figure 5B). Cultures from 6
independent animals showed the same modulation with an increase in the proportion
of SP-CP®/CCSP"™® AECIIs (from < 5% to 58%; Figure 4C). In contrast, the
population of SP-C”**/CCSP"°® stem cells rapidly decreased throughout the passages
from over 90% to 27.8% (Figure 5C). Under these conditions, no CCSP"* cells
emerged from the initial SP-C”°/CCSP"°® population. Because we have previously
shown that less than 1% + 1.7 of the CD34"%/SP-CP*® cells were present after CD34

positive selection, our findings strongly argue for the in vitro differentiation of
15
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bronchioloalveolar stem cells into AECIlls and not the mere proliferation of pre-

existing AEClIIs.

Conversely, CD34"°® progenitors cultured in "basic Q286 medium" (without growth
factors) on fibronectin-coated plates in what we defined as the "Clara conditions"
gave rise to colonies containing primarily SP-C"/CCSP"*° cells (53.6% * 13) after
15 days in culture (Figures 5A, 5B and 5C). Concurrently, SP-CP°*/CCSP"*®
bronchioloalveolar stem cells (24.9 %z 14) rapidly decreased, while SP-CP**/CCSP"*®
AECIIs remained low to undetectable (5 %+ 8; Figure 5C). Similar to the AECIIs, we
have previously shown that no more than 1.1 + 1.8% of the CD34"%/CCSP*® cells
are present after CD34 positive selection from the 6 tested lambs, strongly
suggesting the in vitro differentiation of bronchioloalveolar stem cells into Clara cells.
Together with the low proliferation rate of CCSPP*® cells in the cultures, our findings
strongly argue for the differentiation of bronchioloalveolar stem cells into Clara cells

rather than the proliferation of already existing Clara cells in the cultures.

Expression of NANOG, OCT4 and BMI1 as markers of stem cells

As previously mentioned, the expression of NANOG and OCTH4 is a strong indicator
of a stem cell phenotype. NANOG and OCT4 were expressed in the CD34P°%/SP-
CP°S/CCSPP*® cells enriched from dissociated tissue cells (Figure 4C). To further
characterize the CD34P°° cells that were maintained and differentiated in vitro, RT-
PCR was used to examine the expression of OCT4, NANOG and BMI1 in the BASCs
maintained in culture and in the different enriched, but not pure, cultures of AECIIs
and Clara cells derived from lambs #1729, #1730 and #1731 at passage 1 (Figure

6A). BMI1 was expressed at various levels and predominantly in the AECII medium
16
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that favored the differentiation of bronchioloalveolar stem cells into AECIIs (Figure
6B). Importantly, these cultures also contained greater than 50% SP-CP°/CCSPP*®
BASCs. Interestingly, OCT4 was expressed in the maintenance conditions that
favored expansion of bronchioloalveolar stem cells, in which greater than 70% of the
cells displayed a SP-CP*/CCSPP*® phenotype. In the differentiation conditions that
generated AECIIs or Clara cells, OCT4 expression was strongly reduced in 2 of the 3
lambs. However, in lamb #1730, some expression of OCT4 was detectable in cells in
the AECII differentiation medium, which is compatible with the lower proportion of
SP-CP®/CCSP"? AECIIs compared to the 2 others lambs at passage 1 (Figure 6A).
This result suggests that OCT-4 expression is characteristic of cell progenitors and
that its expression is lost upon differentiation. Surprisingly, the expression of NANOG
appeared to be less stable in the bronchioloalveolar stem cells maintained in vitro
(Figure 6) compared to the ones obtained ex vivo, as previously described (Figure
4C), suggesting that the cultured SP-CP**/CCSPP** cells rapidly underwent a

differentiation step.
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DiISCUSSION

In this study, we described the presence of SP-CP®/CCSPP* cells in the lung
parenchyma of 0- to 3-month-old lambs that appear phenotypically similar to the
bronchioloalveolar stem cells described in mice (12). These rare cells represented
~0.3% of the lung cells, could still be isolated after tissue dissociation, and co-
expressed CD34, SP-C and CCSP, as shown by flow cytometry. SP-C”*/CCSP"°*
cells were maintained in vitro by culture on fibronectin-coated plates with synthetic
medium supplemented with HGF and KGF. Upon microscopic observation, the SP-
CP/CCSPP*® cells were small, semi-adherent cells with limited cytoplasmic
extensions (compared to AECII) and were maintained for up to 2 or 3 passages (30-

45 days).

Stem cells or pluripotent progenitors are defined by their ability to maintain and
differentiate upon exposure to specific stimuli. To further characterize the ovine SP-
CP°/CCSPP*° cells observed in vivo and in dissociated lungs ex vivo, we established
enrichment and culture procedures to efficiently select the double-positive cells in the
cell suspensions from the dissociated lungs and analyzed the in vitro phenotype of
these cells. We first performed positive selection for CD34 expression, a surface
protein widely described on various stem cells and present on sheep hematopoietic
stem/progenitor cells (27). A small population of cells was isolated that consisted of a
few thousand highly purified SP-CP*/CCSPP** cells. These cells highly expressed
mRNAs for NANOG, OCT4 and BMI1, which are molecular markers of stem cells.
They also retained their expression of SP-C, CCSP and CD34 mRNAs. Importantly,
the CD34P°°/SP-CP*/CCSPP** cells were able to be maintained for up to 3 passages
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in vitro when cultured in synthetic medium supplemented with KGF and HGF on
fibronectin- and collagen-coated inserts. Next, the CD34P°°/SP-CP°/CCSP"** cell
population was demonstrated to have the potential to differentiate into either AECIIs
or Clara cells in specific culture conditions, further confirming their in vitro
characterization as stem/progenitor cells. The CD34P°°/SP-CP*/CCSP"** cells
maintained in vitro highly expressed OCT4 and BMI1T mRNAs, which completed their

characterization as multipotent stem cells.

BASCs have been reported in mice in an anatomically well-defined location at the
bronchioloalveolar junction where conducting and respiratory airways meet (12, 20,
35). BASCs were initially described by their expression of Sca-1 and CD34, which
are markers of stem cells, and their expression of SP-C and CCSP, which are
markers of highly differentiated epithelial cells. Sca1 is not present in sheep, however
we succeeded in demonstrating the in vivo presence of rare ovine bronchioloalveolar
stem cells in the lungs of newborn or young animals (less than 3 months old), while
other groups have not identified bronchioloalveolar stem cells in sheep upon
searching for these cells using CCSP and SP-C immunostaining on lung sections
(18, 22). Interestingly, two studies have reported rare to extremely rare SP-
CP°/CCSPP* cells in virally-induced lung tumors in sheep (18, 26). In a recent study,
we have found a population of SP-CP°*/CCSP"®® in the same virus-induced tumors in
adult sheep (Archer F. and Leroux C., unpublished data). Taken together, these
results are consistent with SP-CP**/CCSPP*® cells (which are extremely rare in vivo in
frozen lung sections) representing a stem cell population. The discrepancy between

our study and previous studies (18, 22) may be explained by the low (but clearly
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above background) levels of SP-C and CCSP expression in double-positive cells
compared to the expression of these markers in AECIIs and Clara cells, respectively.
The visualization of double-positive cells in the complex lung is therefore challenging
and the CD34 enrichment strategy enabled us to evidence and study this progenitor
population. In addition, bronchioloalveolar stem cells may be more easily identified in
lungs from newborn lambs. Of note, we have previously reported the presence of SP-
CP°S/CCSPP* cells in the sheep lung while describing the ex vivo isolation of tumoral
AECIIs from a virus-induced lepidic lung adenocarcinoma (1). While culturing these
cells in three-dimensional conditions to maintain more appropriate physiological
conditions, we repeatedly observed SP-CP**/CCSPP*® double-positive cells (data not

shown). These results prompted us to pursue their characterization.

SP-CP®/CCSPP*® double-positive bronchioloalveolar stem cells are rare and
represent only 0.33% of the total population of cells from dissociated lungs. In
comparison, a recent study has established that undifferentiated human stem cells
identified by c-kit immunosorting are present at a frequency of 1 per 6,000 cells in the
bronchioles and 1 per 30,000 cells in the alveoli in adults (11). In fetal human lung
tissue at 12-36 weeks of gestation, the frequency of stem cells varies from 1 per
11,000 to 1 per 600 cells, with an average of 1 per 4,100 cells (11). The CD34°*®
selection procedure was crucial to isolate bronchioloalveolar stem cells from the lung
even though the absolute number of CD34°*/SP-CP**/CCSP"°® cells was ultimately
low (a few thousands cells); this procedure enabled the confirmation of the existence
of a rare population of SP-CP°**/CCSPP°® bronchioloalveolar stem cells. Importantly, all

of the selection steps were performed ex vivo, without cell culture and in the absence
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of serum; these conditions are known to induce cell differentiation. The CD34P°%/SP-
CP°S/CCSPP*® population resembles the now well-characterized murine BASCs in
terms of both morphology and cell markers. We clearly demonstrated that ovine
bronchioloalveolar stem cells behave as stem cells in culture and have maintenance

and differentiation potential upon modulation of the culture conditions.

We then demonstrated that the ex vivo-derived ovine bronchioloalveolar stem cells
retained the expression of BMI1, OCT4 and NANOG, which are some of the most
important markers of undifferentiated pluripotent cells and are major players in
embryonic and adult stem cells. BMI1 is a member of the PcG family of transcription
repressors that play crucial roles in development, stem cell biology and cancer (2).
BMI1 is also highly expressed in tumors and regulates the cell fate of cancer cells
and normal and tumoral stem cells (13, 17). BMI1 participates in the maintenance of
endogenous stem cells, partly by repressing genes involved in cell death and
senescence (6). In mice, BMI1 is necessary for bronchioloalveolar stem cells
expansion (7). Similar to murine BASCs, ovine bronchioloalveolar stem cells
expressed BMI1 under maintenance/self-renewing conditions, and this expression

was not modified by exposure to differentiation conditions.

While OCT4, a member of the POU (Pit-Oct-Unc) transcription factor family, is
essential for the maintenance of self-renewal capacities, NANOG (a downstream
target of OCT4) contributes to the cell fate determination of pluripotent cells during
embryogenesis (3, 4). OCT4 and NANOG are among the few key factors that enable
the reprogramming of adult somatic cells into pluripotent stem cells (15, 24, 25, 36,
41). Interestingly, induced pluripotent cells (iPSCs) generated from sheep fibroblasts
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have recently been demonstrated to exhibit an embryonic stem cell-like morphology
and to express OCT4 and NANOG among other intracellular and surface markers
associated with undifferentiated cells, as in humans and mice (14). As in other stem
cells, OCT4 and NANOG are expressed in lung stem cells, and their co-expression
may enhance malignancy by inducing cancer stem cell-like properties (5, 16). With
respect to the recently described human c-kit lung stem cell (11), it would be
interesting to study the expression of c-kit in lamb tissue sections and in the SP-
CP°S/CCSPP** bronchioloalveolar stem cells population to better understand the

hierarchical organization of stem/progenitors cells in the complex lung.

To summarize, we reported the first direct characterization of SP-CP°/CCSPP°*
bronchioloalveolar stem cells from the lung of a large animal. While extremely rare,
these cells can be purified and enriched from the lungs of newborn lambs. These
cells clearly share functions, such as stem cell maintenance and differentiation, with
the now well-characterized murine BASCs. The SP-CP**/CCSP"®® bronchioloalveolar
stem cells express stem cells markers, such as NANOG, BMI1 and OCT4, in vivo
and in vitro, indicating that newborn lung stem cells retain characteristics typical of
stem cells residing in the developing organ. These data enable the study of the
development of the bronchiolar and alveolar epithelia. Sheep, an alternative animal
model that is closer to humans than mice, are already largely used to study lung
physiology and pathology. Ovine bronchioloalveolar stem cells may offer new tools

that may contribute to the understanding of lung physiology.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: In vivo localization of SP-CP°*/CCSPP°® epithelial cells. Frozen lung
sections from ten 0- to 3-month-old lambs were analyzed by immunohistochemistry
for the expression of SP-C (green), CCSP (red) and the co-expression of SP-C and
CCSP. The nuclei were stained with DAPI (blue). (A) Lung cross sections showed
the expression of CCSP in the bronchioli (b) and SP-C in the alveoli (a) (10x
magnification). (B) Immunostaining of rare SP-CP*/CCSPP*® cells in situ (40x
magnification) Inset: enlargement of a double-positive cell. (C) SP-C and CCSP
expression from a representative lamb (# 1507) in ex vivo dissociated cells by flow
cytometry showing the presence of a SP-CP®/CCSPP*® population. (D) Frequency of
SP-CP?, CCSPP*® and SP-CP**/CCSP*** cells from ten 0- to 3-month-old-lambs. The
data are expressed as the mean (+ SD) percentage of the cells expressing the

cellular markers.

Figure 2: in vitro expansion of SP-CP°°/CCSP"°° bronchioloalveolar stem cells.
Pulmonary epithelial cells from dissociated lung tissues were cultured in vitro on
fibronectin-coated plates supplemented with "complete Q286 medium". (A) Lung
epithelial cells derived from lamb #1487 were analyzed by immunostaining for the
expression of SP-C (green), CCSP (red) and the co-expression of SP-C and CCSP
(40x magnification). Inset: enlargement of double-positive cells. (B) Flow cytometry
analysis of a representative animal shows the percentage of SP-C* cells and
CCSPP* cells above the background fluorescence. The double staining shows an
enriched culture of AEC llIs with the presence of SP-C”**/CCSP"°® bronchioloalveolar
stem cells after dissociation, and at the first and second passage in vitro. For each
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condition, the left graph (smaller) corresponds to controls and the right graph (larger)

presents SP-C and CCSP specific immunostaining.

Figure 3: Enrichment in CD34"° epithelial cells by magnetic cell sorting. Lung
primary epithelial cells from lamb lungs were subjected to magnetic cell sorting with
anti-ovine CD34, then analyzed by flow cytometry. A: Representative dot plot from
one animal showing expression of CD34* cells in the dissociated tissue (Before
sorting) and after the positive selection (After sorting) B: Enrichment of CD34"°° cells
from independent magnetic cell sorting from 6 lambs shown as the mean + SD. **: p

<0.01

Figure 4: Expression of SP-CP°® and CCSPP°® in CD34"*°-sorted cells. (A) Dot
blot analysis from a representative animal (lamb #1744) showing the expression of
SP-C and CCSP in the majority (>90%) of the CD34"°° cells. (B) Combined results
from 10 lambs showing the enrichment of SP-CP°*/CCSP"* cells in the CD34-
selected cell fraction. The data are shown as the mean + SD. **: p < 0.01. Before:
before CD34 sorting; After: after CD34 sorting. (C) Expression of SP-C, CCSP,
CD34, BMI1, OCT4, NANOG and GAPDH mRNAs in the unselected and in the

CD34-selected cells as measured by RT-PCR.

Figure 5: Lamb bronchioloalveolar stem cell maintenance and differentiation in
vitro. CD34"°°/SP-CP°*/CCSPP** cells from explanted lungs were maintained either in
a. “maintenance conditions” with "complete Q286 medium" on fibronectin and
collagen- coated inserts, b. differentiated in “AECII conditions” with "complete Q286
medium" on fibronectin and collagen-coated plates or c. in “Clara conditions” with

"basic Q286 medium" on fibronectin-coated plates. (A) Representative
25
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immunostaining from cells isolated from one lamb for SP-C (green) and CCSP (red).
Co-expression was performed on in vitro maintained bronchiololaveolar stem cells
(SP-CP°°/CCSPP*) or differentiated AECIIs (SP-CP**/CCSP"™°) or Clara cells (SP-
C"®9/CCSPP*). (B) The population of CD34P°°/SP-CP*/CCSP"** cells from a
representative lamb grown in maintenance or differentiation media was quantified by
flow cytometry for the expression of SP-C or CCSP. The results are presented as dot
plots of the expression of both markers. (C) CD34"°/SP-CP**/CCSP"®® cells from 6
independent lambs cultured in maintenance or differentiation media were followed
over three passages (pO to p3) by flow cytometry for the expression of SP-C and
CCSP. The results are presented as the mean + SD of the cells expressing each

phenotype.

Figure 6: BMI1 and OCT4 mRNA expression in maintained and differentiated
CD34°°5/SP-CP°*/CCSPP°® cells. (A) Depending on the culture medium conditions
(maintenance, AECII or Clara medium), the relative proportions of SP-CP*/CCSPP,
SP-CP®/CCSP"? or SP-C"*°/CCSPP*® were determined at the first passage by flow
cytometry and reported in the table as the following: 0% for no cells, + for <15%, ++
215% and <50%, and +++ for 250%. (B) The BMI1, OCT4 and NANOG mRNAs were
detected by RT-PCR from the total cell RNAs extracted from the three culture

conditions at passage 1 and compared to the ovine GAPDH housekeeping gene.
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FOOTNOTE

We would like to mention our reluctance to use the term "Clara cells." In 2010,

studies reported the conditions necessary for the discovery of these cells (38, 39). In

the absence of an alternative name, we will use the term Clara cells in this

publication to refer to the epithelial bronchiolar cells.
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