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I. La BPCO: une maladie de l’épithélium respiratoire? 

 

1. La BPCO 

 

1. 1.  Epidémiologie 

 

La BronchoPneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) est un problème majeur de 

santé publique. Plus de 200 millions de personnes dans le monde sont actuellement 

touchées par la maladie. Selon une étude publiée en 2012 dans le Lancet Journal, elle 

serait la troisième cause de décès dans le monde (Figure 1) (1).  

 

 

Figure 1 : Les causes de mortalité dans le monde en 1990 et en 2010 selon Lozano 

et al. 
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La prévalence de la maladie en France est difficile à déterminer mais s’élève 

probablement à plus de 3,5 millions de personnes, soit 6 à 8 % de la population adulte 

qui serait atteinte de BPCO (3 % des décès dans notre pays). Malgré cela, la BPCO 

reste méconnue. Lors d’une enquête téléphonique en 2004 en France, seulement 8% 

des personnes interrogées (personnes considérées à risque ou présentant une BPCO) 

connaissaient la signification du terme BPCO (2). 

 

1. 2.  Définition 

 

William Briscoe semble être la première personne à avoir utilisé le terme BPCO lors 

de la 9ième conférence sur l’emphysème à Aspen en 1965 (3). Cette pathologie était 

auparavant désignée par les termes “chronic obstructive bronchopulmonary disease”, 

“chronic airflow obstruction”, “chronic obstructive lung disease”, “non-specific chronic 

pulmonary disease” ou encore “diffuse obstructive pulmonary syndrome”. 

La BPCO est définie par un trouble ventilatoire obstructif persistant (Volume 

Expiratoire Maximale à la première Seconde/Capacité Vitale Forcée - ou VEMS/CVF 

- mesurés < 0,7) et une réponse inflammatoire chronique accrue des voies aériennes, 

pouvant conduire à un déclin accéléré de la fonction respiratoire (4). Le contexte et 

notamment le tabagisme sont des arguments diagnostics majeurs. Son évolution est 

émaillée d’épisodes d’exacerbations plus ou moins sévères qui peuvent menacer le 

pronostic vital à court terme. 

 

« Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD), a common 

preventable and treatable disease, is characterized by persistent 

airflow limitation that is usually progressive and associated with an 

enhanced chronic inflammatory response in the airways and the lung 

to noxious particles or gases. Exacerbations and comorbidities 

contribute to the overall severity in individual patients.” 

Citation tirée de “GLOBAL STRATEGY FOR THE DIAGNOSIS, MANAGEMENT, 

AND PREVENTION OF CHRONIC OBSTRUCTIVE PULMONARY DISEASE 

UPDATED 2016” 
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D’un point de vue clinique, il n’existe pas de symptômes respiratoires spécifiques de 

la maladie. La bronchite chronique est souvent associée au diagnostic de la BPCO 

mais ne préjuge pas de sa présence et est à distinguer de cette dernière. La bronchite 

chronique est une entité clinique caractérisée par une toux et des expectorations 

pendant au moins 3 mois sur 2 années consécutives. L’emphysème, dont la définition 

est strictement anatomique, peut coexister avec une BPCO. Elle correspond à une 

destruction des espaces aériens distaux (c’est à dire situés au-delà des bronchioles 

terminales) et donc des surfaces d'échange gazeux du poumon.  

Il est important de souligner que la BPCO est une pathologie extrêmement complexe 

et hétérogène. Chacune de ces caractéristiques peut avoir une contribution relative à 

la maladie qui varie selon les personnes, ce qui explique la variabilité inter-individuelle 

des phénotypes cliniques. 

 

1. 3.  Histoire naturelle de la maladie et racines pédiatriques 

 

Le déterminant majeur de l’acquisition d’une fonction respiratoire maximale à l’âge 

adulte est conditionné par le développement pulmonaire dans l’enfance. L’étude de 

Lange et al. constitue un vrai changement de paradigme quant à la physiopathologie 

de la BPCO et met en exergue les racines pédiatriques de la maladie chez les patients 

développant une BPCO à l’âge adulte avec une fonction respiratoire altérée initiale 

mais sans déclin accéléré (5).  

Elle remet en question le diagramme de Fletcher de 1977 (4) où le déclin paraissait 

aussi inéluctable que systématiquement caractéristique de la maladie. Ceci incite par 

ailleurs à avoir une vigilance très particulière chez les patients ayant une fonction 

respiratoire basse dans leur jeunesse, et plaide donc pour la dissémination de cet 

examen. 
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1. 4.  La classification GOLD et l’indice BODE 

 

Selon le dernier rapport de « The Global Initiative for Chronic Obstructive Lung 

Disease » (GOLD), la sévérité de la BPCO est déterminée par le degré de limitation 

du VEMS en spirométrie (Tableau 1) (6). 

 

 

Tableau 1 : Classification de la sévérité de l’obstruction ventilatoire dans la BPCO. 

 

Toutefois, certains patients atteints de BPCO peuvent présenter des manifestations 

systémiques non-directement corrélées à leur trouble ventilatoire obstructif. Une 

approche globale tenant compte de l’imagerie (7) ainsi que d’autres paramètres tels 

que l'évaluation de la tolérance à l'exercice et l'indice de masse corporelle est 

nécessaire.  

L’indice BODE regroupe certaines de ces variables : l'indice de masse corporelle (B 

pour « Body-Mass Index » ou BMI), le degré d'obstruction des voies respiratoires (O), 

la dyspnée (D) et la capacité d'exercice (E) mesurée par le test de marche de six 

minutes. Son échelle de notation s’étend de 0 à 10 points et est positivement corrélé 

à la mortalité à un an. Il semble ainsi constituer un index pronostique fiable des 

manifestations respiratoires et systémiques des patients atteints de BPCO (8). 
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1. 5.  Etiologie et facteurs de risque 

 

Dans les pays occidentaux, le tabagisme actif et/ou passif est la cause de cette 

pathologie dans 90% des cas ; tandis que dans les pays à faibles revenus, ce sont les 

pollutions domestiques et industrielles telles que la combustion du bois dans les foyers 

(9, 10). 

La susceptibilité au développement de la maladie est toutefois hétérogène. En effet, 

seuls 20 à 25% des fumeurs développent cette pathologie, suggérant la possibilité de 

prédispositions génétiques et l’intervention de facteurs environnementaux (10-12) . 

Cela permet également de formuler l’hypothèse de l’existence de mécanismes de 

protection et/ou réparation efficaces des lésions causées par le tabac au niveau des 

voies aériennes chez les fumeurs qui ne développent pas la pathologie (13). 

Enfin, la persistance de l’inflammation bronchique chez les patients sevrés du tabac 

ayant développé la maladie suggère une autonomisation de cette dernière (14). 

  

1. 6.  Les thérapeutiques actuelles 

 

Il s’agit essentiellement de mesures préventives et symptomatiques visant à diminuer 

la fréquence des exacerbations, ralentir le déclin de la fonction respiratoire et par 

conséquent l’évolution vers l’insuffisance respiratoire chronique. Hélas, à ce stade, 

aucun traitement n’y parvient. Dans les versions précédentes du rapport GOLD, les 

recommandations thérapeutiques concernant la BPCO étaient uniquement basées sur 

la spirométrie (15). Cependant, comme expliqué précédemment, la fonction 

respiratoire seule est un mauvais indicateur de la sévérité de la maladie et de son 

retentissement. Le nouveau rapport GOLD propose d’évaluer la maladie selon 

plusieurs critères (Figure 2) : l'impact de la maladie sur l'état de santé du patient, la 

sévérité de l’obstruction ventilatoire et le risque d'événements futurs (tels que les 

exacerbations ou encore les admissions à l'hôpital) (16).  
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Figure 2 : L’évaluation de la BPCO selon plusieurs critères. 

 

Ainsi, un modèle de traitement non pharmacologique (Tableau 2) et/ou 

pharmacologique (Tableau 3) est proposé selon l'évaluation de chaque patient. 

 

 

Tableau 2 : Modèle de traitement non pharmacologique. 

 

 

Tableau 3 : Modèle de traitement pharmacologique. 
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Globalement, les recommandations thérapeutiques actuelles reposent sur le sevrage 

tabagique, les bronchodilatateurs de courte et de longue durée d’action et les 

corticoïdes inhalés selon le stade de la maladie et le nombre d’exacerbations 

annuelles. Le suivi et l’adhésion aux traitements sont essentiels et représentent un axe 

spécifique de la recherche clinique et pharmacologique. 

Les objectifs scientifiques de ces dernières années sont de déterminer de nouvelles 

cibles thérapeutiques via la compréhension des mécanismes physiopathologiques  de 

cette maladie. 

 

2. L’épithélium respiratoire sain 

 

Les voies aériennes supérieures regroupent les cavités nasales, les sinus, le pharynx 

et le larynx. Elles ont pour fonction de réchauffer et d’humidifier l’air inspiré afin d’éviter 

le dessèchement des voies aériennes au cours de l’inspiration. Cette partie assure 

également, par la présence d’une muqueuse, une première filtration de l’air inspiré 

grâce à la présence de nombreux cils qui filtrent la poussière contenue dans l’air. 

Les voies aériennes supérieures et inférieures ont un rôle de conduction, elles 

permettent le transport de l’air riche en oxygène jusqu’à la partie alvéolaire des 

poumons lors de l’inspiration et par la suite d’évacuer l’air riche en dioxyde de carbone 

lors de l’expiration. Les échanges gazeux ont lieu au niveau des sacs alvéolaires.  

En contact permanent avec l’air ambiant, la muqueuse respiratoire est exposée à de 

multiples aéro-contaminants, produits toxiques ou agents pathogènes tels que les 

bactéries ou les virus. Ces contaminants inhalés devront être éliminés pour assurer la 

bonne qualité de l’air qui arrive dans les alvéoles. Cette fonction est réalisée par 

l’épithélium respiratoire ainsi que par le mucus qui le recouvre, en constituant une 

barrière physique et biochimique de protection grâce aux propriétés mécaniques du 

mucus et au système de transport mucociliaire, appelé clairance mucociliaire. 
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2. 1.  L’arbre aérien inférieur 

 

La partie aérienne inférieure assure un rôle de conduction, depuis la trachée jusqu’aux 

bronchioles terminales. La trachée se divise en bronches souches qui pénètrent dans 

les poumons. Elles se ramifient en bronches lobaires au niveau de chaque lobe 

pulmonaire. Ainsi, au fur et à mesure de leur progression intra-pulmonaire, les 

bronches se ramifient de manière dichotomique en bronches segmentaires, puis en 

bronches de plus petit calibre, pour enfin aboutir aux bronchioles. Chaque bronchiole 

se ramifie en 5 à 7 bronchioles terminales. Le passage entre bronchiole terminale et 

respiratoire constitue une zone de transition entre la partie conductrice et la partie 

respiratoire de l’arbre bronchique. 

Il existe deux types d’épithélia : d’une part, un épithélium de revêtement localisé à la 

surface des voies respiratoires, en contact direct avec l’air inspiré et, d’autre part, un 

épithélium glandulaire situé dans la muqueuse. 

L’épithélium des voies aériennes inférieures, de type cilié et d’épaisseur variable, 

tapisse de façon continue les voies respiratoires. Il repose sur une membrane basale 

et une sous muqueuse, le chorion, dans lequel on retrouve le muscle lisse, les glandes 

et le cartilage (Figure 3) (17).  

Les voies aériennes distales incluent les voies aériennes de conduction à partir de la 

8ème division bronchique jusqu’aux sacs alvéolaires. 

 

 

Figure 3 : Représentation schématique des épithélia de surface trachéobronchique et 

glandulaire.  
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2. 2.  Morphologie 

 

Au fur et à mesure de la progression dans les divisions bronchiques, l’épaisseur de 

l’épithélium respiratoire diminue. Depuis la trachée jusqu’aux bronchioles, il est 

pseudostratifié : toutes les cellules le composant sont ancrées sur la membrane 

basale, mais toutes n’ont pas leur pôle apical en contact avec la lumière bronchique.  

 

 

Figure 4 : Composition cellulaire des différentes divisions de l’arbre bronchique 

(adaptée de Akram et al.). 

 

Les principaux types cellulaires retrouvés sont les cellules basales, les cellules ciliées, 

les cellules caliciformes, les cellules neuroendocrines ainsi que les cellules Club 

(Figure 4). Ces dernières se retrouvent rarement au niveau bronchique mais plus 

spécifiquement au niveau bronchiolaire. L’épithélium bronchiolaire d’abord cylindrique 
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pseudostratifié va évoluer en un épithélium cuboïde monocouche constitué 

théoriquement uniquement de cellules ciliées et de cellules Club au niveau des 

bronchioles terminales. Enfin, au niveau des alvéoles, l’épithélium est de type 

pavimenteux simple et est constitué de pneumocytes de type I (PNI) ainsi que de 

pneumocytes de type II (PNII). 

 

Les cellules ciliées 

 

Les cellules ciliées sont les cellules épithéliales les plus représentées à l’état 

physiologique. Il y a 5 cellules ciliées pour 1 cellule caliciforme (18). Elles ont une 

forme prismatique et leur pôle apical est recouvert de cils (200 à 300 par cellules, de 

6 à 7 µm) (19). Ceux-ci sont caractérisés par un mouvement rotatoire synchrone 

permettant l'élimination du mucus et des aéro-contaminants inhalés, définissant ainsi 

la clairance mucociliaire. Les cellules ciliées sont généralement considérées comme 

des cellules différenciées ne se divisant plus (20). Selon certaines études elles 

auraient pour origine les cellules basales (21, 22), mais il est aussi avancé que les 

cellules Club pourraient être précurseurs des cellules ciliées (23). Enfin, Tata et al. 

suggèrent que les cellules ciliées pourraient avoir un rôle progéniteur (24). 

 

Les cellules basales 

 

Les cellules basales sont ovoïdes et reposent sur la membrane basale. Elles ne sont 

pas en contact avec la lumière bronchique. Elles assurent la cohésion de l’épithélium 

respiratoire en se liant aux cellules voisines via des desmosomes et permettent son 

ancrage à la membrane basale grâce aux hémidesmosomes (25).Leur nombre est 

corrélé à la hauteur de l’épithélium (20). Elles sont considérées comme des cellules 

progénitrices de l’épithélium respiratoire capables de proliférer et de se différencier 

pour reconstituer un épithélium différencié (26-28).  
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Les cellules caliciformes 

 

Les cellules caliciformes (encore appelées cellules à mucus ou cellules en gobelet 

(20)) sont de forme prismatique. Ce sont des cellules sécrétrices, responsables de la 

production de glycoprotéines de haut poids moléculaire appelées mucines. Ces 

glycoprotéines sont les principaux composants du mucus et sont contenues dans des 

granules de sécrétion prédominant au pôle apical de la cellule. Elles sont réparties en 

3 groupes : Les mucines ancrées à la membrane (telles que Mucin(MUC)1, MUC4), 

celles intervenant dans la constitution du mucus dont les plus importantes sont 

MUC5AC et MUC5B ; et d’autres qui n’interviennent pas dans la constitution du mucus 

(MUC7, MUC19). La production de mucus est accrue et accélérée en cas d’agression 

et les cellules prolifèrent si l’agression se chronicise (29). Ce mucus a un rôle dans la 

clairance d’agents exogènes inhalés mais également dans l’immunité innée vis-à-vis 

des virus et les bactéries et représente une barrière physico-chimique essentielle. 

 

Les cellules neuroendocrines 

 

Les cellules neuroendocrines sont de forme pyramidale. Elles sont soit isolées, soit 

regroupées sous forme d’îlots innervés, nommés corpuscules neuro-épithéliaux (NEB) 

(30). Elles sont rares (1 pour 2500 cellules épithéliales (31)) mais prédominent  au 

niveau de l’épithélium bronchiolaire (32), notamment dans les zones de bifurcation des 

voies aériennes. Leurs produits de sécrétion sont dirigés vers les cellules adjacentes 

ou des structures sous-jacentes à la membrane basale et correspondent à des amines 

bioactives et des peptides, dont la sérotonine, la calcitonine, le peptide libérant la 

gastrine (GRP) ou encore la calcitonine gene-related peptide (CGRP). La régénération 

de l’épithélium bronchiolaire chroniquement lésé est associée à une augmentation du 

nombre de cellules neuroendocrines par NEB et du nombre de NEB le long de 

l’épithélium (33).  
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Les cellules Club 

 

Les cellules Club sont des cellules cuboïdales, présentant un dôme apical qui fait saillie 

dans la lumière bronchiolaire. Elles sont sécrétantes comme en témoignent leurs 

nombreux granules cytoplasmiques (34, 35). Ce sont des cellules épithéliales non 

ciliées, non muqueuses et non séreuses. Elles sont impliquées dans la synthèse et la 

sécrétion de CCSP (pour Club Cell Secretory Protein), encore appelée Club Cell (CC)-

10, ou Secretoglobin (SCGB)1A1, mais aussi d’autres protéines telles les protéines du 

surfactant (SP)-A, SP-B et SP-D (36, 37), SGB3A2 ou encore CC-27. Elles participent 

à la protection des voies respiratoires via le mécanisme de clairance mucociliaire et 

par leur capacité de détoxification des substances xénobiotiques et des gaz irritants 

inhalés (38). Enfin, les cellules Club agissent en qualité de cellules progénitrices de 

l’épithélium bronchiolaire et participent ainsi à son renouvellement. Un chapitre sera 

consacré à la cellule Club ainsi qu’à la protéine CCSP. 

 

3. L’épithélium dans la BPCO 

 

3. 1.  Physiopathologie de la BPCO 

 

Suite à une agression chronique par des agents irritants tels que la fumée de cigarette, 

la réponse inflammatoire des voies aériennes semble se modifier et devenir exagérée, 

amplifiée, chez le patient atteint de BPCO. Ces mécanismes physiopathologiques 

complexes, encore très mal compris, conduisent à des modifications pathologiques 

impliquant les voies aériennes, le parenchyme pulmonaire ainsi que la vascularisation 

pulmonaire (Figure 5) (9, 39).  
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Figure 5 : Les cellules inflammatoires impliquées dans la BPCO selon le 

compartiment anatomique selon Pauwels et al. 

 

 Cela se traduit par un remodelage des voies aériennes en un épithélium métaplasique 

squameux (40) avec une hyperplasie des cellules caliciformes, une fibrose 

péribronchiolaire majorant l’obstruction des voies aériennes, une destruction des 

parois alvéolaires et une inflammation essentiellement de type neutrophilique (41). Il a 

été démontré que le processus inflammatoire pouvait persister même après sevrage 

du tabac au niveau des voies aériennes des patients atteints de BPCO (42), par le 

biais de mécanismes encore inconnus. Cependant, les pistes de la sénescence, de 

l’auto-immunité ou encore d’infections persistantes pourraient éventuellement 

expliquer ce phénomène.   
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3. 2.   « L’ère » des petites voies aériennes 

 

L’hypothèse d’une origine bronchiolaire de la BPCO est actuellement favorisée par 

l’ensemble des spécialistes, les arguments étant les plus convaincants en ce sens. 

Les voies aériennes distales sont difficiles à explorer car elles se situent dans la zone 

profonde du poumon. Ce sont les prélèvements anatomiques chirurgicaux qui ont 

constitué historiquement la source majeure d’étude de ce compartiment anatomique 

dans la BPCO. 

En effet, c’est en 1968 que l’étude menée par Hogg et al. inaugure « l’ère » des petites 

voies aériennes (39, 43),  apportant une vision histologique et précisant ainsi les 

concepts historiques de la « Dutch hypothesis » (prédispositions génétiques, facteurs 

endogènes et environnementaux (44)) et de la « British hypothesis » (infections 

bronchiques et pollution de l’air (45)). Cette vision amènera l’idée que l’obstruction des 

voies aériennes distales précède très probablement la destruction parenchymateuse.  

Initialement, les cellules épithéliales sont agressées, et donc stimulées, par la fumée 

de cigarette, ce qui va induire un changement dans l’expression de leurs gènes (46). 

Elles semblent jouer un rôle au niveau de plusieurs aspects de la physiopathologie de 

la BPCO. Tout d'abord, il a été mis en évidence que l'épaississement de l’épithélium, 

contribuant donc à la diminution du diamètre de la lumière des voies aériennes, était 

en relation avec le déclin de la fonction respiratoire au cours du temps (Figure 6) (43, 

47-51) . 

 

Figure 6 : Relation entre l’épaisseur de la paroi des petites voies aériennes et le 

VEMS. 
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Ensuite, il a été suggéré qu’un épithélium métaplasique squameux (Figure 7) 

promouvait la fibrose péribronchiolaire via la sécrétion d’interleukine-1β (IL-1β) (52). 

L’IL-1β activerait l’intégrine αv-β8 présente sur les fibroblastes sous-jacents, ceci 

induisant la sécrétion de Transforming Growth Factor (TGF) –β et donc la fibrose 

(Figure 8). 

 

Figure 7 : Métaplasie squameuse dans la BPCO selon Randell et al. 

 

 

Figure 8 : Modèle hypothétique du rôle du muscle lisse bronchique dans la 

pathogénèse de la BPCO selon Araya et al. 

 
Aussi, les cellules caliciformes hyperplasiques sécrétant des mucines telles que 

MUC5AC et MUC5B (53) contribuent très probablement à l’obstruction de la lumière 

par des exsudats muco-inflammatoires (Figure 9).  
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Figure 9 : Obstruction de la lumière bronchique par du mucus selon Hogg et al.  

 

Enfin, les cellules épithéliales des petites voies aériennes favorisent le recrutement de 

cellules inflammatoires telles que les neutrophiles, les macrophages et les 

lymphocytes T (principalement la sous population lymphocytaire Cluster 

Differenciation (CD)8+  (54, 55)) via la sécrétion d’agents chimioattractants,  

aboutissant ainsi à la formation d’un exsudat inflammatoire qui participe lui aussi à 

l’obstruction des voies aériennes distales (56-59). 

 

3. 3.  L’inflammation neutrophilique 

 

L’étude de l’inflammation des voies aériennes distales est difficile mais est permise 

principalement grâce à l’étude du liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA). 

L'inflammation bronchique est une étape précoce et prolongée du développement de 

la BPCO (60).  Elle est caractérisée par l’afflux massif principalement de polynucléaires 

neutrophiles (Figure 10 et 11) (41, 61), retrouvées en fortes quantités dans la lumière 

des voies aériennes (62, 63).  

 



 

18 
 

 

Figure 10 : Inflammation neutrophilique dans le sputum de patients BPCO selon 

Stanescu et al. 

 

Les polynucléaires neutrophiles semblent d’ailleurs directement liés au tabagisme car 

on retrouve une neutrophilie, dans le LBA, supérieure chez des sujets fumeurs sans 

obstruction bronchique par rapport à des sujets non-fumeurs sains (63). Les cellules 

épithéliales, spontanément ou après stimulation,  synthétisent et libèrent une grande 

variété de médiateurs pro-inflammatoires, incluant des facteurs chimioattractants tels 

que des médiateurs lipidiques (Leukotriene (LT)B4 (64, 65) ou des chimiokines (l’ IL-8 

ou le Growth related oncogene-(GRO)-α (66-68)) ou des cytokines pro-inflammatoires 

telles que l’IL-1β, l’IL-6 ou le Tumor Necrosis Factor (TNF)-α. En effet, plusieurs agents 

chimioattractants, y compris l’IL-8, les LTB4 et le GRO-α, se retrouvent augmentés 

dans la BPCO (69, 70).  

Les neutrophiles sont donc attirés jusqu’au site « inflammatoire » essentiellement par 

l’IL-8 (71, 72) et le LTB4 (73). Il a d’ailleurs été démontré une action synergique de ces 

deux agents chimioattractants sur le recrutement des neutrophiles (74, 75).  

Les neutrophiles ont un effet délétère et contribuent aux lésions des voies aériennes. 

Ils sont capables de produire de nombreuses protéases dégradant la matrice 

extracellulaire, particulièrement la metalloprotéinase matricielle (MMP) 9, le TGF-β, 

l’élastase, des espèces oxygénés réactives, des cytokines et des chimiokines comme 

l’IL-6 et l’IL-8 (76).  
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Figure 11 : Le chimiotactisme neutrophilique en réponse à une agression tabagique 

(adaptée de Kolaczkowska et al.). 

 

3. 4.  Le déficit en cellules Club et protéine CCSP 

 

Le déficit en cellules Club et en protéine CCSP semble associé à la BPCO. En effet, 

le nombre de cellules Club présentes au niveau bronchiolaire est inversement corrélé 

à la fibrose péribronchiolaire (Figure 12) (77). 
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Figure 12 : Corrélation entre le rapport CCSP / IL-8 et l'épaisseur de la paroi des 

voies aériennes selon Bourdin et al. 

 

Aussi, l’expression de la protéine CCSP est diminuée au niveau des petites voies 

aériennes chez les BPCO et les fumeurs, en comparaison aux témoins (Figure 13) 

(78). 

 

 

Figure 13 : Expression de la protéine CCSP au niveau des petites voies aériennes 

de sujets témoins (E, F) et de patients BPCO (G, H) selon Pilette et al. 

 

Un déficit en CCSP dans le sang et dans le LBA de fumeurs en comparaison à des 

non-fumeurs a aussi été rapporté (79). Ce déficit est aussi mis en évidence dans 

l’expectoration induite de fumeurs ayant une BPCO en comparaison à ceux sans 

trouble ventilatoire obstructif (80).  
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En effet, les taux de CCSP sériques sont significativement diminués chez les fumeurs 

(actifs ou sevrés) qu’ils aient ou non développé une BPCO (81). Dans l’étude ECLISPE 

(« Evaluation of COPD Longitudinally to Identify Predictive Surrogate Endpoints ») 

comprenant 2108 patients, seule la protéine CCSP est corrélée au déclin accéléré de 

la fonction respiratoire, ce qui en fait un biomarqueur potentiel de la progression de la 

maladie (82). Aussi, elle semble être un élément prédictif de la fonction pulmonaire et 

du développement de la BPCO au cours de la vie (83). Au vu de l’histoire naturelle de 

la maladie décrite sous un nouveau jour (5), il pourrait s’agir d’un biomarqueur 

intéressant pour identifier des populations à risque de BPCO dès le plus jeune âge et 

pourrait d’autre part discriminer chez des patients fumeurs sains lesquels seraient 

susceptibles de développer un trouble ventilatoire dans les décades futures. 

Enfin, il a été mis en évidence une corrélation positive entre ce déficit en CCSP dans 

l’expectoration induite et le déficit du nombre de cellules Club au niveau de l’épithélium 

bronchiolaire de patients fumeurs souffrant ou non de BPCO devant bénéficier d’une 

résection pulmonaire pour nodule périphérique (77). 

 

II. Les cellules Club et CCSP 

 

1. Un peu d’histoire… 

 

Les cellules Club ont d'abord été identifiées en 1881 par Kölliker comme étant un type 

cellulaire distinct, d’un point de vue morphologique et histochimique. Puis, l’anatomiste 

Max Clara décrit pour la première fois en 1937 ce qui semble être le même type 

cellulaire (Figure 14), et lui donne ainsi son nom (84).   
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Figure 14 : Description originale de Max Clara publiée en 1937 selon Clara et al. 

 

Sa description originale a été établie à partir de tissus de prisonniers exécutés. A 

l’époque, cette démarche n’était pas illégale (tant que la famille ne réclamait pas le 

corps) car le régime nazi avait passé des décrets afin de règlementer la distribution 

des corps des sites d’exécution jusqu’aux départements d’anatomie du pays. 

Cependant, Max Clara fut l’un des seuls anatomistes à utiliser les exécutions planifiées 

pour des expériences impliquant une intrusion dans la vie du prisonnier (85).  

En ce qui concerne l’établissement du terme « Clara cell » comme terminologie 

médicale officielle post-guerre, il semblerait que les premiers auteurs citant la 

description originale de Max Clara soient Andrew et Burns en 1947 (86). Les auteurs 

britanniques évoquent des cellules décrites par Max Clara. Cependant, l’éponyme 

n’est pas utilisé pour identifier ces cellules.  La première utilisation du nom éponyme 

fut en 1955, lorsque Policard et al. décrivent l’ultrastructure des bronchioles de rat (87). 

Puis, il s’est retrouvé repris maintes et maintes fois dans la littérature (Figure 15) (88).  

 

 

Figure 15 : Nombre de fois que le terme « Clara cell » est retrouvé dans la database 

Medline selon Winkelmann et al. 
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Du fait de ce sombre contexte historique, il est préférable d’adopter une autre 

terminologie. La terminologie anatomique officielle est  '' cellule exocrine bronchique '' 

(89) mais la distinction avec les cellules caliciformes est confuse. Le terme descriptif 

«Club cell» ou cellule Club, en rapport avec leur morphologie en dôme, déjà utilisé 

dans des publications allemandes et anglaises des années 50 et 60 semblent être 

approprié (90, 91).  

 

2. Caractéristiques des cellules Club 

 

Cela fait plus de 80 ans que les cellules Club sont étudiées afin de mettre à jour leurs 

multiples fonctions (Figure 16).  

 

 

Figure 16 : Les découvertes relatives aux cellules Club durant le 20ième siècle selon 

Reynolds et al.  
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Elles représentent de 11% à 22% des cellules au niveau des bronchioles et des 

bronchioles terminales (34). La plupart des études de caractérisation des cellules Club 

ont été effectuées chez la souris, leur épithélium respiratoire étant majoritairement 

composé de ce type cellulaire (Figure 17) (92). 

 

Figure 17 : Différence de composition cellulaire entre l’épithélium humain et celui de 

la souris selon Rackley et al. 

 

2. 1.  Origine des cellules Club 

 

Les études embryologiques ont établi que les cellules des voies aériennes, à 

l’exception peut-être des cellules neuroendocrines,  dérivaient séquentiellement de 

l’endoderme de l’intestin antérieur (93). Une forme stabilisée de β-caténine exprimée 

spécifiquement dans les cellules CCSP+ chez la souris indique que la maturation 

fonctionnelle des cellules Club est modulée par la voie de signalisation Wnt durant le 

développement pulmonaire prénatal (94).  
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Des études génétiques chez la souris ont démontré un rôle essentiel de la voie de 

signalisation Notch dans la spécification des cellules Club pendant le développement 

pulmonaire (95). La voie de signalisation Notch est un système juxtacrine, elle est 

activée par la liaison des récepteurs transmembranaires Notch (Notch 1-4) et des 

ligands transmembranaires Delta (DLL1, DLL3 ou DLL4) ou Jagged (Jag 1, Jag 2). 

Après l’absorption et la protéolyse du récepteur hétérodimérique Notch, un fragment 

soluble (Notch intracellular domain, NICD) est relargué dans le cytoplasme. Après 

translocation dans le noyau, il se fixe à l’ADN pour servir d’activateur transcriptionnel 

des gènes cibles associés à Notch (Figure 18).  

 

 

Figure 18 : Voie de signalisation Notch selon Takebe et al. 

 

Une étude récente a également montré que l’inhibition du récepteur Jagged par des 

ligands de Jag 1 et Jag 2 induisait une perte rapide et presque complète des cellules 
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Club, à la faveur des cellules ciliées. Les cellules Club subsistantes se trouvaient soit 

proche de cellules neuroendocrines, soit au niveau de la jonction bronchoalvéolaire 

(BADJ) (96). 

 

2. 2.  Fonction de métabolisme des xénobiotiques 

 

Les cellules Club jouent un rôle dans la protection pulmonaire. En effet, elles 

contiennent des taux de glutathion (GSH) extrêmement élevés (97) et possèdent aussi 

la plus forte concentration de cytochrome P450 (CYP) au niveau bronchique (98, 99). 

Selon de nombreuses études réalisées dans le modèle souris, les cellules Club sont 

spécialisées dans le métabolisme des toxiques (100, 101) via l’action du Cyp2f2. 

Cependant, l’accumulation des métabolites toxiques dans la cellule la rend 

spécifiquement susceptible à ce type d’agression (Figure 19). C’est pourquoi le 

naphtalène - un toxique environnemental trouvé dans la fumée de cigarette et dans 

les boules de naphtaline (insecticide anti-mites) - est un système expérimental 

commun pour étudier l’agression des cellules Club chez la souris.  

 

 

 

Figure 19 : Métabolisme du naphtalène selon Shultz et al. 

 

Bien que largement admis dans la littérature dans le modèle murin, les effets du 

naphtalène sur les cellules Club humaines sont moins évidents. En effet, le pendant 
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de Cyp2f2 de la souris est CYP2F1 chez l’homme (Tableau 4). CYP2F1 a une activité 

métabolique envers le naphtalène beaucoup moins forte (102). Ceci rend donc ce 

modèle expérimental de déplétion cellulaire beaucoup moins pertinent chez l’homme. 

 

 

Tableau 4 : Les CYP2F selon les espèces selon Buckpitt et al. 

 

Une étude récente a tout de même pu démontrer que CYP2F1 avait un rôle important 

dans la toxicité induite par le naphtalène dans le poumon de souris humanisées (103). 

 

2. 3.  Fonction de prolifération/différenciation 

 

La contribution des cellules Club dans la prolifération épithéliale est estimée entre 15% 

et 44% au niveau distal durant le renouvellement normal des voies aériennes (34). Les 

quelques cellules Club présentes au niveau proximal ne semblent pas avoir un rôle 

prolifératif selon certaines études (104) mais selon d’autres elles contribueraient à la 

réparation de l’épithélium trachéal (105, 106). 

Il est suggéré que les cellules Club au niveau distal soient des cellules progénitrices 

dites « facultatives », c’est-à-dire qu’elles aient la propriété fonctionnelle d’être à l’état 

de base un type cellulaire différencié, mais qu’elles puissent switcher vers un état 

prolifératif actif avec des propriétés similaires à une « transient-amplifying cell » (ces 

dernières restant relativement indifférenciées et ayant une capacité limitée de 

prolifération) (107, 108). 
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La prolifération des cellules Club permettrait de maintenir le pool de cellules 

progénitrices facultatives, autrement dit de s’auto-renouveler, et de restaurer les 

cellules différenciées des voies respiratoires, notamment les cellules ciliées et les 

cellules à mucus (Figure 20) (109).  

 

 

Figure 20 : Les étapes de différenciation des cellules de l’épithélium respiratoire 

selon Gras et al. 

 

Les cellules Club chez la souris sont communément définies en terme moléculaire par 

la présence de la protéine CCSP. Ainsi, des sous-populations de cellules Club CCSP+ 

avec une morphologie distincte et une susceptibilité différente aux expositions 

environnementales semblent exister (Figure 21 et 22) (27) : 

les cellules Club à proprement parler, les « Variant Club cells » (110), les 

« Bronchoalveolar Stem cells » ou BASC (111), les « OCT4-expressing stem cells » 

(112) ou encore les « CCSP+ Bone Marrow cells (BMCs) » (113, 114). 
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Figure 21 : Les niches de cellules souches au sein des voies aériennes distales 

selon Randell et al. 

 

 

Figure 22 : Le rôle souche potentiel des cellules des voies aériennes distales selon 

Randell et al. 

 

Les « Variant Club cells » 

 

Les « Variant Club cells » sont des cellules Club proches de cellules neuroendocrines 

au niveau de la zone de bifurcation des bronchioles. Les deux types cellulaires forment 
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ce que l’on appelle des NEB (Figure 23). Elles ne possèdent pas l’enzyme Cyp2f2 

(115), ainsi, après administration de naphtalène dans un modèle murin, il ne reste plus 

que ce type de cellules CCSP+ au niveau bronchiolaire (110, 116). Ces NEB 

permettraient de repeupler l’épithélium en cellules Club et en cellules ciliées. Il a donc 

été suggéré que ce soit une niche de cellules souches adultes multipotentes ou 

progénitrices (110, 117, 118). 

 

 

Figure 23 : Cellules Club (Cl) et corps neuroépithéliaux (N) à la BADJ d’un nouveau-

né de souris (11 jours) en microscopie électronique à balayage selon Hung et al. 

  

Les  « Bronchoalveolar Stem cells » 

 

Les BASC ont été identifié au niveau de la BADJ chez la souris (106, 111, 119). Cela 

constituerait une deuxième niche de cellules souches. Ces cellules sont assez rares 

(1 à 2 par jonction (120)), sont cuboïdales et co-expriment CCSP et SP-C. Ces cellules 

peuvent être isolées par l’expression en surface de la glycoprotéine CD34 et de 

l’antigène de cellules souches (Sca)-1. Après induction d’une agression bronchiolaire 

par le naphtalène et d’une agression alvéolaire par la bléomycine, les BASC prolifèrent 

pour donner naissance à des cellules filles capables de régénérer l’épithélium 

bronchiolaire et alvéolaire (111). Ces cellules ont démontré une capacité de croissance 

et de différenciation élevée pour former de nouvelles cellules Club ainsi que de 

l'épithélium pulmonaire distal composé de cellules exprimant des marqueurs de PNI 

ou de PNII (111) . La prolifération de ces cellules a été associée au développement 
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d’adénocarcinomes chez la souris, celles-ci sur-exprimant l’oncogène K-ras, 

possiblement par la voie phosphatidylinositol (PI) 3-kinase (K) (121). Une autre équipe 

identifie une population similaire, exprimant la protéine CCSP et se trouvant à la BADJ 

avec des caractéristique de cellules souches (119). Cependant la relation de ces 

cellules avec celles décrites précédemment n’est pas encore claire. De façon 

intéressante, Rawlins et al. n’ont pas trouvé de contribution des cellules CCSP + à 

l’épithélium alvéolaire dans la croissance post natale, l’homéostasie adulte ou la 

réparation bronchique (23). D’autres équipes ont aussi discuté l’existence des BASC 

(122, 123). Ces divergences entre ces études montrent la sensibilité de l’identification 

et de la détermination de la contribution de ces populations rares de cellules souches 

dans les modèles animaux d’agression.  

 

Les « OCT4-expressing stem cells » 

 

Une population rare de cellules souches co-exprimant le marqueur de cellules 

pluripotentes OCT (octamer-binding transcription factor)-4 et CCSP ont aussi été 

décrites dans le poumon murin (112). Ces cellules semblent pouvoir se différencier en 

PNI et en PNII, et résident au niveau de la BADJ dans le poumon néonatal.  

 

Les «  CCSP+ bone marrow cells (CCSP+ BMCs) » 

 

Chez l’humain et la souris, des cellules de la moelle osseuse CCSP+ ont été 

identifiées. Ces cellules souches expriment aussi CD45 et des marqueurs 

mésenchymateux tels que CD73, CD90 ou CD105 (113, 114). Elles sont impliquées 

dans l’alvéologénèse et dans le renouvellement de l’épithélium respiratoire. Une étude 

récente a permis d’évaluer les effets de la déplétion de ce type cellulaire dans un 

modèle murin (124). Dans un premier temps, les souris sont transplantées avec des 

cellules de moelle épinière provenant de souris transgénique, ces dernières ayant 

sous le contrôle de leur promoteur CCSP un gène suicide thymidine kinase. Ainsi, 

après traitement au ganciclovir, toutes les cellules CCSP+ BMCs exprimant aussi la 

thymidine kinase seront déplétées. Puis ces souris sont exposées au naphtalène. Il 
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est constaté que par rapport à la population souris qui n’a pas reçu de traitement au 

ganciclovir, les souris déplétées en CCSP+ BMCs ont plus de cellules inflammatoires, 

moins d’oxygène dans le sang, une réduction de l’expression des gènes de l’épithélium 

respiratoire et moins de cellules Club. Ensuite, de façon intéressante, l’administration 

de CCSP recombinant murin réduit les effets induits par le naphtalène.  

 

2. 4.  Fonction de sécrétion 

 

Les cellules Club sécrètent les protéines du surfactant de la couche hypophase du 

LBA, dont les propriétés anti-inflammatoires, d’immunité innée, et tensio-actives sont 

bien décrites. Elles sécrètent également des protéines, contenues dans les granules 

denses, qui œuvrent à la protection de l’intégrité pulmonaire (37), notamment des 

médiateurs endogènes anti-inflammatoires, dont la protéine CCSP, spécifique de ces 

cellules (35). Elles semblent également impliquées dans la sécrétion de mucines (35). 

 

3. La protéine CCSP 

 

Cette protéine est retrouvée dans la littérature sous de multiples appellations (Tableau 

5) (125), en fonction du compartiment où elle a été découverte (blastokinine (126), 

utéroglobine (127)) ou encore en fonction de son poids moléculaire (CC10 dans un 

premier temps (128) puis CC16 (129, 130). Dans les années 2000, une conférence 

internationale sur le thème de la protéine CCSP a permis de statuer sur une 

nomenclature officielle : SCGB1A1. Pour plus de simplicité, nous avons décidé de 

garder l’appellation CCSP.  
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Tableau 5 : Les différentes appellations de la protéine CCSP selon Klug et al. 

 

3. 1.  Distribution dans l’organisme 

 

Chez l’homme, la sécrétion de CCSP est assurée en majorité par le poumon (Tableau 

6), via les cellules Club comme expliqué précédemment. Il s’avère qu’elle est 

également produite au niveau de l’endomètre, probablement stimulée par la 

progestérone (131, 132), ainsi qu’au niveau de la prostate (133). Dans l’ensemble, 

CCSP est produite dans plusieurs tissus, en quantité bien moindre par rapport au 

compartiment pulmonaire (134). 
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Tableau 6 : Distribution de CCSP dans différents organes selon Shijubo et al.  

 

C’est la protéine la plus importante du LBA avec des concentrations chez les 

volontaires sains de 4 mg/ml par rapport à 15 à 40 µg/ml dans le sang (135). La 

variation inter-individuelle du taux de CCSP dans le sérum de sujets témoins est de 

l’ordre de 10 voire plus (136). La protéine CCSP semble diffuser des poumons au 

sérum, du fait d’un important gradient de concentration entre la surface des voies 

respiratoires, où elle est sécrétée en grande quantité, et la circulation sanguine (79, 

137).  

Elle est éliminée au niveau des reins, probablement en passant au niveau de cellules 

épithéliales par deux récepteurs : la cubiline et la mégaline (138). Ainsi, des patients 

déficients en cubiline ou des modèles murins sans mégaline se retrouvent avec une 

augmentation de CCSP dans les urines. 

Le taux de CCSP ne semble pas fluctuer selon le sexe, l’indice de masse corporelle ni 

la quantité de lipides (136). Par contre, il semblerait être influencé par le rythme 

nycthéméral (139) et être nettement influencé par le statut tabagique (79, 81). 
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3. 2.  Structure 

 

CCSP est un homodimère constitué de sous-unités de 70 acides aminés, jointes de 

façon antiparallèle par deux ponts disulfures (Figure 24). Les ponts disulfures facilitent 

la stabilisation du dimère et permettent la formation d’une cavité centrale, hydrophobe 

(140-144). De petites molécules telles que la progestérone (145, 146), les 

polychlorobiphényles (PCB) (147, 148) ou encore le rétinol (149) peuvent s’y trouver 

piégées. 

              

Figure 24 : Caractéristiques structurales de la protéine CCSP selon Mukherjee et al. 

 

Chaque monomère forme également des petites cavités hydrophobes. Bien que leur 

rôle exact ne soit pas défini, des études ont suggéré que des ligands hydrophobes tels 

que la prostaglandine (PG) D2 (150) et la PG F2α (151) pourraient également s’y trouver 

séquestrés. 

Il est donc possible qu’en piégeant certaines de ces substances, CCSP réduise leur 

toxicité dans la cellule ou dans la lumière bronchique et facilite leur élimination. 

 

3. 3.  Le gène et sa régulation 

 

Le clonage et la caractérisation de CCSP ont été établis en premier lieu chez le lapin 

entre 1977 et 1981 (152-154). Le clonage chez l’humain n’a été fait que dans les 

années 1990 (155-157). Le gène CCSP humain contient 18 108 paires de base 
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réparties sur 3 exons courts et 2 introns (Figure 25) (158). Il se situe sur le chromosome 

11, au niveau du locus 11q12.3-q13.1 (Figure 26) (157). 

 

 

Figure 25 : Le gène CCSP humain (A) et sa région promotrice (B) selon Laucho-

Contreras et al. 

 

 

Figure 26 : Le chromosome 11 portant le gène CCSP. 

 

Dans cette région se situent d’autres gènes impliqués dans la régulation de 

l’inflammation. Ceci pourrait suggérer que CCSP ait un rôle dans la modulation des 

processus inflammatoires.   

Des études chez le rat et la souris ont permis de constater que le gène était finement 

régulé par des facteurs de transcription comme NK2 homeobox 1 (Nkx2.1) (ou encore 

nommé Thyroid Transcription Factor (TTF)-1), Hepatocyte Nuclear Factor (HNF)-3 et 

CCAAT/Enhancer Binding Protein (C/EBP)α (159-161). De plus, chez le lapin, un 

élément de réponse aux glucocorticoïdes a été mis en évidence dans le promoteur du 

gène (162, 163). Les mécanismes de régulation du gène sont encore mal connus chez 

l’homme. Toutefois, HNF-3α et HNF-3β semblent se lier au promoteur, ainsi que 

Nkx2.1 (164, 165). 
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L’expression de CCSP semble aussi être régulée de façon épigénétique. Buro-

Auriemma et al. ont mis en évidence que la fumée de cigarette altérait les motifs de 

méthylation de l’ADN des petites voies aériennes (166). En l’occurrence, le gène 

CCSP semble être hyper-méthylé chez les fumeurs. Ceci pourrait contribuer au faible 

taux de CCSP dans le plasma et dans le LBA rapporté chez les sujets fumeurs et les 

patients atteints de BPCO.  

 

3. 4.  Le polymorphisme G38A 

 

Un polymorphisme a été identifié, correspondant à la substitution d’un nucléotide, une 

Guanine par une Adénosine en position 38 dans la région promotrice du gène. Cette 

mutation G38A correspond dans la nomenclature officielle à c.-26G>A (GeneBank 

NM_003357.4) et son numéro de référence Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 

est rs3741240. 

Plusieurs études rapportent une association entre ce polymorphisme particulier et des 

maladies inflammatoires (167-171). Une étude d’association pangénomique (GWAS) 

de la cohorte de l’étude ECLIPSE relie de façon significative la présence de ce 

polymorphisme particulier au taux de CCSP des patients BPCO (172). De plus, on 

trouve aussi une corrélation inverse entre la présence de l’allèle A et le taux de transcrit 

CCSP présent dans l’expectoration induite. Cependant, ces résultats n’ont pas été 

retrouvés dans d’autres cohortes (the International COPD Genomics Network [ICGN] 

and COPDGene), sûrement du fait de la petite taille de l’échantillonnage et des 

différences au niveau des critères d’inclusion.  

Dans la cohorte Lovelace Smokers, deux polymorphismes dont G38A (le deuxième 

étant rs2509963) sont associés au déclin rapide de la fonction respiratoire ainsi qu’à 

l’altération du taux de CCSP dans le plasma (173).  

Enfin, des poumons de donneurs porteurs de l’allèle A en position 38 au niveau du 

promoteur du gène CCSP sont associés à des taux de CCSP diminué dans le LBA du 

receveur après transplantation de poumons (171). 
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3. 5.  Souris knock-out (KO) 

 

L’étude de lignées murines CCSP-/- a permis d’avancer dans la compréhension des 

fonctions physiologiques de la protéine CCSP. Stripp et al. (174) ont généré des souris 

CCSP-/- à partir de souris de la souche-129. L’insertion de la cassette PGK-néo (gène 

hybride comprenant le promoteur de la PhosphoGlucoKinase et la séquence de la 

néomycine) dans le premier exon de CCSP permet d’interrompre l’expression du gène. 

En utilisant une stratégie différente, un autre modèle a été développé dans un autre 

laboratoire, par l’équipe de Zhang et al. (175) en supprimant cette fois-ci une partie du 

deuxième exon et une partie d’intron. Cette deuxième souche est la souris C57BL/6 

CCSP-/-  . 

 

Les souris souche-129 CCSP-/- 

 

Dans ce modèle, la déficience en protéine CCSP est associée à des changements 

structuraux au niveau des cellules Club : moins de granules de sécrétion, une 

réduction majeure de la présence de réticulum endoplasmique rugueux et des 

altérations au niveau de l’appareil de Golgi. De plus, la déficience en protéine CCSP 

semble associée à une composition altérée du liquide de surface des voies 

respiratoires (174). Ceci peut induire une plus grande susceptibilité des cellules 

épithéliales aux agressions extérieures. 

Les souris-129 CCSP-/-  ont été placées en situation d’hyperoxie. Ainsi, il a été constaté 

que celles exposées à plus de 95% d’oxygène subissaient une mort prématurée due 

à un œdème pulmonaire et une augmentation de cytokines pro-inflammatoires IL-6, 

IL-1β et IL-3 (176). Lorsqu’exposées à l’ozone, on retrouvait une augmentation 

d’ARNm d’éotaxine, de macrophage inflammatory protein (MIP)-1α et MIP-2 (177), 

ainsi qu’une réduction de la présence de Cyp2f2 (178). Ces données suggèrent que 

CCSP a un rôle important dans la régulation du stress oxydant. 

Après une infection virale ou après exposition à des pathogènes extérieurs tels que 

Pseudomonas aeruginosa, les souris CCSP-/- ont une réponse inflammatoire plus 

élevée avec une augmentation de production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, 
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IL-1α, et TNF-α) et de chimiokines (MIP-1α, MIP-2 et monocyte chemotactic protein 

(MCP)-1) (179-181). Ce qui démontre que CCSP aurait une fonction anti-

inflammatoire. 

Enfin, CCSP semble inhiber la voie de signalisation des phospholipases A (PLA)2 

cytosolique (PLA2c), une étude ayant montré que l’activité PLA2 était significativement 

augmentée chez les souris CCSP-/- (182). 

 

Les souris C57BL/6 CCSP-/-   

 

Cette lignée de souris présente un phénotype létal (Figure 27) ; en cause des dépôts 

anormaux de fibronectine et de collagène provoquent une insuffisance rénale (175), 

ceci n’étant pas observé dans la lignée précédemment décrite.  

 

 

Figure 27 : Souris sauvage (à gauche) et souris C57BL/6 CCSP-/-  (à droite) selon 

Mukherjee et al. 

 

Les quelques souris CCSP-/- qui arrivent à survivre au-delà de quelques mois 

développent des tumeurs, suggérant que la protéine CCSP a un rôle dans l’inhibition 

du développement tumoral. Cela a été confirmé in vitro, l’ajout de CCSP recombinant 

sur 13 lignées cellulaires tumorales permettant l’inhibition de la prolifération et de 

l’invasion cellulaire sur matrigel (183).  

Ce n’est que plus récemment que ce modèle a servi pour l’étude et la compréhension 

des mécanismes de la BPCO. Après exposition de cette lignée de souris CCSP-/- à la 

fumée de cigarette, Park et al. ont conclu que CCSP ne semblait pas modifier le risque 

de développer les caractéristiques de la BPCO (184). Or, Laucho-Contreras et al. 
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démontrent que ces souris KO développent une susceptibilité à la fibrose 

péribronchiolaire et à l’emphysème lorsqu’elles sont exposées à la fumée de cigarette. 

Egalement, ces souris présentent une inflammation exagérée au niveau des voies 

aériennes respiratoires avec une métaplasie de cellules à mucus et une apoptose 

cellulaire bronchique et alvéolaire augmentée. Les effets néfastes de la fumée de 

cigarette sont même corrigés grâce à un traitement inhalé de CCSP (185). Ces 

observations, très prometteuses, montrent que CCSP à un rôle majeur dans le 

maintien et l’équilibre de l’épithélium respiratoire bronchique. Les divergences de 

résultats entre ces deux dernières équipes, sur la même lignée de souris CCSP-/-, 

s’expliqueraient par les différences de protocole d’exposition à la fumée de cigarette. 

 

3. 6.  La fonction anti-inflammatoire 

 

Comme nous avons pu le voir précédemment, la protéine CCSP est multifonctionnelle. 

Elle semble pouvoir limiter le développement et la progression de la BPCO, en partie 

en réduisant l’inflammation pulmonaire induite par la fumée de cigarette. Cette action 

peut cibler différents types cellulaires, impliqués dans la pathogénèse de la BPCO, 

comme les cellules épithéliales ou encore les neutrophiles.  

 

Effet sur les cellules épithéliales et effet sur les neutrophiles 

 

La supplémentation en CCSP recombinante humaine réduit la production d’IL-8 induite 

par les lipopolysaccharides (LPS) ou l’IL-13 (ainsi que la production de MUC5AC) 

(186) dans des cellules épithéliales bronchiques humaines. 

Aussi, il a été démontré que CCSP inhibait de manière dose-dépendante le 

chimiotactisme des neutrophiles stimulés par du N-FormylMethionyl-Leucyl-

Phenylalanine (fMLP) (187). Des études faites chez des chevaux, pouvant de façon 

naturelle présenter une obstruction des voies respiratoires s’apparentant à de 

l’asthme, montrent un marquage important de CCSP au sein des neutrophiles 

lorsqu’ils sont en condition d’exacerbation (marquages atténués lorsque l’animal était 

en rémission). De plus, l’incubation des neutrophiles sanguins et de ceux du LBA 



 

41 
 

obtenus à partir de chevaux malades avec du CCSP permet de réduire de façon 

significative le stress oxydant et l’activité phagocytaire de ces neutrophiles (188). 

CCSP est reconnue comme un inhibiteur naturel de la fonction des neutrophiles dans 

le syndrome de détresse respiratoire aigu (189). Bien que plusieurs études aient été 

réalisées, le mécanisme moléculaire reste toujours inconnu. Une piste est un effet via 

le récepteur. En effet, la chimioattraction du fMLP est médiée par une famille de 

récepteurs couplés à la protéine G, les formyl peptide receptor (FPRs) (190). Ray et 

ses collègues ont montré que CCSP se liait au récepteur FPR2 et que cela induisait 

une inhibition du chimiotactisme des neutrophiles (191). 

 

CCSP et son implication dans les voies de signalisation 

 

CCSP semble donc inhiber l’activation de plusieurs voies de signalisation pro-

inflammatoire, mais le détail du mécanisme d’action reste encore inconnu. Les 

interactions les plus étudiées sont celles entre CCSP et PLA2 / Nuclear Factor-kappa 

B (NF-κB). 

Des expériences in vitro ont permis de démontrer que CCSP inhibait plusieurs types 

d’enzymes PLA2, en l’occurrence les PLA2 sécrétoires (PLA2s) de type Ib et IIa et la 

PLA2c  de type IV (Figure 28) (182, 192, 193). 

 

 

Figure 28 : Les différents types de PLA2 et leurs actions selon Cao et al. 
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Comme nous l’avons vu, CCSP de par sa poche hydrophobe, permet de lier différentes 

molécules. Il s’avère que la protéine se lierait au calcium (194) et à la 

phosphatidylcholine (195) qui servent respectivement de co-facteur ou de substrat à 

la PLA2s, perturbant à ce niveau aussi la voie de signalisation PLA2 et de ce fait 

inhibant la cascade de l’acide arachidonique. 

Enfin, il a été démontré in vitro que CCSP inhibait l’activation de la voie NF-κB dans 

des cellules épithéliales pulmonaires (150, 196) et des cellules pulmonaires 

cancéreuses (197). La sur-expression de CCSP via un plasmide transfecté dans des 

cellules épithéliales nasales permet d’inhiber l’activation de la voie NF-κB par le 

blocage de la phosphorylation d’IκB-α (inhibitor of NF-κB subunit-α) réduisant ainsi la 

dégradation de cet inhibiteur (196). 

 

4. Synthèse des rôles des cellules Club et de la protéine CCSP 

 

Rôle Cellules Club Modèle Références bibliographiques 

Métabolisme des xénobiotiques :   

Taux de GSH élevé 

 

Souris 

Humain 

West et al. 2002 (97) 

http://amazonia.transcriptome.eu/ (98) 

Forte concentration en CYP Rat Weller et al. 1997 (101) 

Prolifération/ différenciation :   

Renouvellement normal  

(niveau proximal) 

Souris Rawlins et al. 2009 (106) 

Renouvellement normal  

(niveau distal) 

 

Humain 

(Revue) 

Souris 

Boers et al. 1999 (34) 

Stripp et al. 2008 (38) 

Guha et al. 2012 (118) 

En condition d’agression  

(niveau distal) 

Souris 

Rat 

Souris 

Souris 

Souris 

Souris 

Perl et al. 2011 (105) 

Evans et al. 1976 (108) 

Hong et al. 2001 (110) 

Van Winkle et al. 1995 (117) 

Kim et al. 2005 (111) 

Giangreco et al. 2002 (119) 

Tableau 7 : Récapitulatif des rôles évoqués des cellules Club. 
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Rôle protéine CCSP Modèle Références bibliographiques 

Protéine ligand :   

Progestérone 

 

Pharmacologique 

Pharmacologique/simulation 

Beato et al. 1976 (145) 

Dunkel et al. 1995 (146) 

PCB 

 

Pharmacologique/ simulation 

Souris 

Gillner et al. 1988 (147) 

Stripp et al. 1996 (148) 

Rétinol Pharmacologique De Haro et al. 1994 (149) 

PG-D2 Humain/Souris Mandal et al. 2004 (151) 

PG-F2α Humain Mandal et al. 2005 (151) 

Calcium  Pharmacologique Andersson et al. 1994 (194) 

Phosphatidylcholine Pharmacologique Umland et al. 1994 (195) 

Polymorphisme et susceptibilité aux maladies :   

Asthme et rhinite allergique Humain Ku et al. 2011 (167) 

Lupus érythémateux et nephropathie IgA Humain Menegatti et al. 2002 (168) 

Sarcoïdose Humain Ohchi et al. 2004 (169) 

Syndrome de détresse respiratoire aigu Humain Frerking et al. 2005 (170) 

Syndrome de bronchiolite oblitérante Humain Bourdin  et al. 2012 (171) 

BPCO Humain  Kim et al. 2012 (172) 

Protéine impliquée dans la régulation :    

du stress oxydant Souris 

Souris 

Johnston et al. 1997 (176) 

Johnston et al. 1999 (177) 
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Souris Mango et al.1998 (178) 

de l’inflammation (virus) 

(virus) 

(bactérie) 

Souris 

Souris 

Souris 

Wang et al. 2003 (179) 

Harrod et al. 1998 (180) 

Hayashida et al. 2000 (181) 

Action au niveau :   

Des cellules épithéliales Souris 

Humain 

Laucho-Contreras et al. 2015 (185) 

Tokita et al. 2014 (186) 

Du déplacement des neutrophiles Pharmacologique 

Cheval 

Humain 

Souris 

Vasanthakumar et al. 1988 (187) 

Katavolos et al. 2011 (188) 

Geerts et al. 2001 (189) 

Ray et al. 2006 (191) 

Protéine impliquée dans les voies de signalisation :   

PLA2 

 

 

(via liaison au calcium) 

(via phosphatidylcholine) 

Souris 

Pharmacologique 

NR 

Pharmacologique 

Pharmacologique 

Yoshikawa et al. 2005 (182) 

Mantile et al. 1993 (193) 

Miele et al. 1987 (192) 

Andersson et al. 1994 (194) 

Umland et al. 1994 (195) 

NF-κB Souris / Humain 

Humain 

Long et al. 2012 (196) 

Yoon et al. 2005 (197) 

Tableau 8 : Récapitulatif des rôles évoqués de la protéine CCSP. 
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5. Guerres et opportunités thérapeutiques : Ypérite et cellules Club 

 

La commémoration de la Première Guerre Mondiale nous permet de rappeler que le 

tabac n’est pas l’unique cause de BPCO. 

Le 2,2'‑dichlorodiéthyle (autrement dit gaz moutarde ou ypérite) a été utilisé pour la 

première fois pendant la Première Guerre Mondiale en 1917. La principale cause de 

mortalité à court terme liée à cette arme chimique est d’origine pulmonaire. 

En 1922, une étude clinique menée sur 83 vétérans de la Première Guerre Mondiale, 

reconnus grands invalides de guerre en raison d’une intoxication au gaz moutarde, 

rapporte que les principaux symptômes sont une dyspnée, une toux chronique et des 

expectorations. 26% d’entre eux présentaient de l’emphysème, et 20%, des signes 

cliniques de bronchite chronique. Dans la même année, Hankins et al. confirment ces 

résultats (198, 199); Comme nous l’avons expliqué précédemment, ces deux entités 

de nos jours se regroupent sous le terme de BPCO. 

Cliniquement, l’exposition à l’ypérite se caractérise par une insuffisance respiratoire 

aigüe (agression physico-chimique des voies aériennes, bronchospasme, œdème 

lésionnel) et sur le long terme, par le développement de bronchopathie chronique, 

principalement BPCO et asthme (200, 201).  

Permettant la détoxification des xénobiotiques et des particules gazeuses nocives et 

ayant un rôle progéniteur en cas d’agression de l’épithélium respiratoire (105, 106) les 

cellules Club pourraient avoir un potentiel thérapeutique intéressant concernant toutes 

agressions par arme chimique de l’épithélium respiratoire. 
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PRESENTATION DU TRAVAIL DE RECHERCHE 
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Il n’existe pas de traitement curatif de la BPCO et les recommandations de prise en 

charge ainsi que les traitements utilisés sont essentiellement symptomatiques. La 

protéine CCSP, produite par les cellules Club au niveau de l’épithélium respiratoire, 

est déficitaire chez les patients atteints de BPCO. Il semblerait que cette protéine soit 

un anti-inflammatoire endogène puissant. Ainsi, rétablir sa production endogène ou 

supplémenter de façon exogène l’épithélium respiratoire bronchique pourrait avoir un 

intérêt thérapeutique. 

Le but de ce travail est de comprendre la régulation et les différents rôles de la protéine 

CCSP afin d’en évaluer son intérêt thérapeutique potentiel.  

 

Au cours de ce travail de recherche, nous avons effectué des travaux visant à 

comprendre la régulation endogène de la protéine CCSP ainsi que les effets de 

sa supplémentation exogène sur l’épithélium respiratoire bronchique.  

 

Dans une première partie, nous avons étudié l’influence du polymorphisme G38A 

du gène CCSP sur la transcription de CCSP. In vivo, nous avons conduit une étude 

observationnelle prospective avec des patients BPCO suivis sur 1 an. In silico, nous 

avons étudié la conservation du site allélique et la probabilité de fixation des facteurs 

de transcription sur le site polymorphique. Enfin, in vitro, nous avons développé un 

modèle d’étude du polymorphisme du gène CCSP par transfection de vecteurs 

contenant soit l’allèle sauvage soit l’allèle muté dans des cellules BEAS-2B, lignée 

transformée de cellules épithéliales bronchiques humaines. 

Dans une deuxième partie, nous avons travaillé sur l’épithélium bronchique en 

utilisant des cultures primaires de cellules épithéliales bronchiques humaines. 

Nous avons étudié : 

- les cellules CCSP+ dans ce modèle ex vivo. Nous avons caractérisé notre modèle 

par microscopie électronique à transmission ainsi qu’à balayage, puis par microscopie 

confocale afin d’analyser la morphologie des cellules. Les différents types cellulaires 

ont été mis en évidence par marquages immunofluorescents et la protéine CCSP a 

été révélée par immunogold en microscopie électronique à transmission. Enfin, nous 
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avons utilisé le naphtalène ou le paraquat pour dépléter nos épithélia en cellules 

CCSP+. 

- les facteurs de succès de la prise de la culture en interface air-liquide. Le but 

de ce travail étant de chercher à mieux comprendre notre modèle d’étude. 

Enfin, dans une dernière partie, nous nous sommes intéressés aux effets de la 

supplémentation exogène de la protéine CCSP sur l’épithélium respiratoire 

bronchique. A partir du modèle cité ci-dessus et développé dans le laboratoire, nous 

avons étudié : 

- l’action de CCSP sur l’inflammation induite par le tabac. Le but de ce travail était 

d’analyser l’effet thérapeutique potentiel de la protéine en supplémentant les épithélia 

en CCSP. 

- l’action de CCSP sur les neutrophiles, directe ou via l’épithélium bronchique. 

Nous avons évalué le chimiotactisme des neutrophiles en utilisant des chambres de 

Dunn, un système s’affranchissant de la gravité pour observer la migration des 

neutrophiles dans un gradient de substances chimioattractantes. Les substances 

chimioattractantes étant symbolisées ici par le sécrétome des cultures en ALI ou 

encore la protéine CCSP seule. Enfin, la technique de co-immunoprécipitation nous a 

permis de vérifier nos hypothèses. 

- les variations du profil protéomique des secrétions engendrées par la 

supplémentation en CCSP. A partir d’un modèle de culture cellulaire NCI-H292, nous 

avons analysé le protéome secrété suite à l’ajout de CCSP et suite à l’action de CCSP 

sur une inflammation induite par le tabac. 
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RESULTATS 
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I. Régulation endogène de CCSP 

 

1. Résumé 

 

Le polymorphisme G38A au niveau de la région promotrice du gène CCSP a été 

associé à plusieurs maladie inflammatoires (167-171). Il a notamment été lié dans la 

BPCO au taux de CCSP, avec une corrélation inverse entre l’allèle A et le taux de 

transcrit CCSP présent dans l’expectoration induite (172). Enfin, des poumons de 

donneurs porteurs de l’allèle muté sont associés à des taux de CCSP diminué dans le 

LBA après transplantation de poumons (171). 

Notre hypothèse est que l’altération de l’homéostasie des voies aériennes dans la 

BPCO pourrait être partiellement reliée au déficit en protéine CCSP au niveau des 

voies aériennes distales. Nous nous sommes donc intéressés à l’influence du 

polymorphisme G38A sur la transcription de CCSP et nous avons examiné les facteurs 

pouvant jouer sur la régulation du gène muté. 

Nous avons évalué les taux de CCSP dans le sérum et l’expectoration induite de 

patients BPCO du groupe AA+AG (contenant au moins une fois l’allèle A en position 

38 du gène CCSP) en comparaison à des patients du groupe GG (sans 

polymorphisme). Nous avons analysé l’expression de CCSP en fonction du statut 

tabagique des patients. Des études in silico nous ont permis d’étudier la phylogénie 

du site allélique et la probabilité de fixation de facteurs de transcription sur le site 

polymorphique. De plus, nous avons modélisé in vitro le polymorphisme G38A du gène 

CCSP par des constructions courtes ou longues soit contenant l’allèle G, sauvage, soit 

contenant l’allèle A, muté, transfectées dans des cellules épithéliales pulmonaires, les 

BEAS-2B. Enfin, nous avons réalisé des co-transfections avec des vecteurs contenant 

des facteurs de transcription tels que Nkx2.1 ou p53, en présence/absence de CSE 

ou de LPS. 
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Nous avons montré que : 

1) Les taux de CCSP sérique et dans le surnageant d’expectoration induite de 

patients BPCO du groupe AA+AG sont significativement plus bas que ceux du 

groupe GG (p =.002 et .013 respectivement) (Figure 1a). Les patients BPCO 

avec un indice de BODE qui se détériore sur les 1 an de suivi sont plus 

fréquemment porteurs de l’allèle A (p<.0001) (Figure 1a). Enfin, le taux de 

CCSP sérique est affecté par l’interaction polymorphisme/statut tabagique, les 

taux les plus bas étant observés pour les patients BPCO porteurs de l’allèle A 

et toujours fumeurs (Figure 1b). 

2) L’analyse in silico de la conservation du site allélique montre que l’allèle G est 

conservé au sein des Primates (Figure 2). Cependant, nous avons observé que 

les animaux proches du sol ont tendance à être porteur de l’allèle A. Deux 

facteurs de transcription semblent se fixer au site polymorphique (lorsque 

l’allèle est A) : p53 et Thing1-E47 (Figure 5a). Nkx2.1, lui, à de nombreux sites 

de fixation sur le promoteur du gène CCSP sauf aux alentours de la position 38 

(Figure 5b). 

3) In vitro, à l’état de base, le polymorphisme n’influence pas la transcription de 

CCSP, quelque soit la taille du promoteur (Figure 3). Les résultats des 

promoteurs distaux étant identiques aux proximaux, nous avons décidé, pour 

plus de clarté, de ne représenter que les résultats des promoteurs proximaux.  

4) En présence de CSE, les constructions contenant l’allèle muté A produisent 

significativement moins de transcrit CCSP que les constructions sauvages 

(p=.002) (Figure 4a). Le LPS réprime la transcription du gène mais il n’y a pas 

de différence selon le polymorphisme (Figure 4b). Enfin, Nkx2.1 induit bien la 

transcription de CCSP quelque soit le polymorphisme de façon significative 

(p<.001) (Figure 5c). P53 induit une transcription différente selon le 

polymorphisme, réprimant CCSP lorsque l’allèle est sauvage (Figure 5d). Il n’y 

a pas de synergie observée lorsque la cotransfection du vecteur p53 est faite 

en présence de CSE (Figure 6). 

 



 

53 
 

2. Article 1 : « CCSP G38A polymorphism-environment interactions 

regulate CCSP levels differentially in COPD. » 

Soumis à l’AJPlung 
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Abstract 1 

Impaired airway homeostasis in COPD could be partly related to Club Cell Secretory Protein 2 

(CCSP) deficiency. We assume that CCSP G38A polymorphism is involved and aim to examine 3 

the influence of the CCSP G38A polymorphism on CCSP transcription levels and its regulatory 4 

mechanisms. CCSP genotype and CCSP levels in serum and sputum were assessed in 66 5 

subjects with stable COPD included in a one-year observational study. 49 of them had an 6 

exacerbation. In an in vitro study, the impact on the CCSP promoter of 38G wild type or 38A 7 

variant was assessed. BEAS-2B cells were transfected by either the 38G or 38A construct alone 8 

or co-transfected with Nkx2.1 or p53 expression vectors, in the presence/absence of cigarette 9 

smoke extract (CSE) or lipopolysaccharides (LPS). A allele carriers COPD patients had lower 10 

serum and sputum CCSP levels, especially among active smokers, and a decreased BODE 11 

score. In vitro, baseline CCSP transcription levels were similar between the wild and variant 12 

constructs. CSE decreased more profoundly the CCSP transcription level of 38A compared to 13 

38G transfected cells whereas the opposite effect was observed with p53 cotransfection. LPS 14 

stimulation induced CCSP repression in 38A promoter transfected cells. Cotransfection with 15 

Nkx2.1 significantly activated the CCSP promoters irrespective of the polymorphism. 16 

Circulating CCSP levels are associated with smoking and the CCSP G38A polymorphism. 17 

CSE, LPS and the Nkx2.1 and p53 transcription factors modulated the CCSP promoter 18 

efficiency. The 38A polymorphism exaggerated the CCSP repression in response to p53 and 19 

CSE.   20 

 21 

Keywords: G38A polymorphism, CSE, CCSP, CC10, COPD 22 

 23 
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Introduction 24 

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is among the chronic diseases with the highest 25 

morbidity and mortality burdens worldwide. Cigarette smoking is one of the main risk factors 26 

of COPD, yet, only 25% of smokers develop the disease (7, 19). Multiple genetic factors may 27 

influence the pro-destructive effect of cigarette smoke (25, 34-35).  28 

Club Cell Secretory Protein (CCSP, CC10, international nomenclature SCGB1A1) belongs to 29 

the secretoglobin family consisting of small disulphide bridge dimeric proteins. It is one of the 30 

most abundant proteins secreted by the respiratory epithelium (up to 5% of the total protein 31 

quantity recovered from a bronchoalveolar lavage) (2). CCSP is secreted by non-ciliated 32 

epithelial club cells present in all airways, but more predominantly in the small airways. CCSP 33 

gene is located on the human chromosome 11q12.3-13.1, a region occupied by other genes 34 

involved in the regulation of inflammation (36). The 4995-bp long gene comprises a 5′ 35 

untranslated region of 550 bp and three short exons (118, 187 and 135 bp). Mutational screening 36 

of the three exons detected an adenine to guanine substitution at position 38 (G38A), 37 

downstream from the exon 1 transcription initiation site and within the non-coding region of 38 

exon 1 (11). The G38A alteration described corresponds to c.-26G>A (GeneBank 39 

NM_003357.4) with Single-Nucleotide Polymorphism (SNP) ID number rs3741240. 40 

CCSP may protect against the pro-inflammatory response in the lung (9, 14, 16, 30). Serum 41 

CCSP level is a predictive biomarker of accelerated lung function decline in the ECLIPSE study 42 

(32), and a predictor of lung function and development of COPD across the lifespan (10). 43 

Noteworthy, serum CCSP levels were reduced in COPD patients and also correlated to smoking 44 

status (17, 27). 45 

Exogenous CCSP supplementation decreased the epithelial release of Interleukin(IL)-8 and 46 

Mucin(MUC)5AC (9, 16, 30). Moreover, CCSP knockout mice exposed to cigarette smoke 47 
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developed a COPD-like phenotype reversible by exogenous CCSP supplementation (16). CCSP 48 

G38A polymorphism has been associated with increased susceptibility to inflammatory lung 49 

disorders, e.g. asthma, post-transplant obliterative bronchiolitis, acute respiratory distress 50 

syndrome and sarcoidosis (3, 8, 15, 20, 21). This is supported by the genome-wide significant 51 

association between G38A polymorphism and circulating CCSP levels in the ECLIPSE study 52 

(13). A negative correlation between the presence of the A allele and the level of CCSP mRNA 53 

expression in the induced sputum was also reported (13). Finally, donor CCSP G38A 54 

polymorphism was associated with decreased CCSP levels in the bronchoalveolar lavage fluid 55 

early after lung transplantation (3). These observations support the therapeutic ambition and 56 

deserve research to better identify determinants of the transcription levels. 57 

We hypothesized that the G38A CCSP gene polymorphism may alter either the production of 58 

the protein and/or its activity. Thus, to better understand the molecular triggers involved, we 59 

obtained data from COPD patients and implemented an in vitro model allowing modulations of 60 

the CCSP promoter using a luciferase reporter.61 
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Materials and methods 62 

Clinical study design 63 

66 patients were enrolled in a one-year prospective observational study (CLARA study, 64 

EudraCT:  2009-A01200-57 approved by the ethics committee) to assess the potential of CCSP 65 

as a surrogate biomarker in COPD. Patients were included at steady state if they met the 66 

inclusion criteria (FEV1/FVC <0.7, smoking > 10 PY, no other respiratory disease than COPD, 67 

optimally treated according to best standard of care, aged 40 to 80 years) and after signing the 68 

informed consent. At the inclusion visit (V0) and one month later (V1), demographic and 69 

functional data were recorded, and induced sputum and blood samples were obtained. A 70 

separate specific inform consent form was obtained for genetic analysis. The BODE score was 71 

computed according to body mass index, FEV1, dyspnea and 6-minute walking test (5). Patients 72 

were asked to attend the clinic at the time of the first exacerbation (VX) and one month later 73 

(VX+1). The final visit (V12) was planned one year after V0. COPD prognosis was estimated 74 

based on the BODE score trend between V0 and V12 (“COPD progressors” were considered 75 

when the BODE score increased). 76 

CCSP genotype and CCSP assay 77 

G38A genotyping was performed after blood DNA extraction using the RFLP method (22) to 78 

define G/G group and A/G + A/A group. CCSP were quantified in serum and induced sputum 79 

by ELISA using Human Club Cell Protein (CC16) ELISA (Biovendor, Czech Republic), 80 

according to the manufacturer’s protocol.  81 

 82 

 83 

 84 
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In vitro study 85 

Computational analyses 86 

CCSP minimal and distal promoters were determined by assessing the importance of promoter 87 

sequence conservation based on multiple sequence alignments of the sequence upstream the 88 

ATG of various species (human, rat, rabbit, horse and mouse) using BLAST® software, and on 89 

existing literature (1, 6, 18, 23, 26). The importance of the G38A polymorphic site was assessed 90 

by evaluating its conservation through evolution, using ClustalW2 phylogeny software. 91 

Potential binding sites to the G38A locus were performed using ConSite. The threshold was 92 

designed at a score cutoff of 75.0 % (highest: 100.0%) to optimize both sensitivity and 93 

specificity. 94 

Plasmid constructions 95 

Expression plasmids containing either the wild-type 38G or the mutated 38A minimal (229bp) 96 

or distal (926bp) promoters downstream of the pGL3-Basic plasmid were constructed to 97 

evaluate the transcription efficiency of the CCSP promoter. Based on computational analyses 98 

and the sequence of the CCSP gene, 2 constructs were generated from genomic DNA of NCI-99 

H292, human pulmonary carcinoma cell lines, heterozygous for the G38A variant. PCR primers 100 

were designed to amplify a minimal promoter of 229 bp and a distal promoter of 926 bp, using 101 

Primer3Plus. The PCR product was cloned into pGL3-Basic vector (Promega, USA), and 102 

sequenced. After verification of the PCR products, they were restricted with XhoI and NcoI 103 

endonucleases and then ligated using heat-shock protocol into the pGL3-Basic vector 104 

downstream of the luciferase cDNA. Chemically competent Escherichia coli JM109 (Promega, 105 

USA) were transformed. Positive clones were selected after verification conducted through 106 

DNA sequencing. The successfully constructed plasmids were named 229bp-38G; 229bp-38A 107 

and 926bp-38G, 926bp-38A. 108 
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For co-transfection assays, the following expression vectors were used: pCMV6-XL4-Nkx2.1 109 

and its control vector pCMV6-XL4, provided from OriGene; pcDNA3.1-TP53 and its control 110 

vector pcDNA3.1, constructed from pC53-C1N, generously gifted by Pr D. Reisman 111 

(University of South Carolina). The full length human TP53 cDNA was excised from the 112 

plasmid with ApaI  and XhoI and ligated into the pcDNA3.1 expression vector. All the primers 113 

are listed on Table 1. 114 

Cell culture and transfection assays 115 

Human pulmonary epithelial BEAS-2B cell line obtained from ATCC was grown in DMEM 116 

1640 completed with 5% fetal bovine serum (FBS), 1% ultroser G, 1% antibiotics and 1% L-117 

glutamine. They were seeded at a density of about 10,000 cells/100µl of medium and plated in 118 

96-well plates. After a culturing period of 28 hours, cells were transfected with Fugene6® 119 

transfection reagent (Roche, Rrance) according to the manufacturer’s recommendations. For 120 

transient transfection, 72 ng of each CCSP constructs and 8 ng of internal control pRL-SV40 121 

containing Renilla luciferase (Promega, USA) were used. For cotransfection experiments, 40 122 

ng of either pCMV6-XL4-Nkx2.1 or pCMV6-XL4 vectors and 10 ng of pcDNA3.1 or 123 

pCDNA3.1-P53 vectors were also transfected. After 24 hours, cells were cultivated with or 124 

without CSE at a different concentration and with or without LPS. Samples were harvested 48 125 

hours after transfection. The luciferase activity was evaluated using Dual Luciferase Reporter 126 

Assay System (Promega, France). Luminescence measurements were performed on a 127 

Luminoskan Ascent luminometer (ThermoLabsystem Corporation, France). Firefly luciferase 128 

activity was normalized to Renilla luciferase activity. All luciferase activities represent at least 129 

4 independent experiments with each construct tested in triplicate per experiment. 130 

 131 

 132 
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Cigarette smoke extract (CSE) 133 

CSE was prepared as previously described (9): the smoke of 3 commercial cigarettes 134 

(Marlboro®) was withdrawn into a Pasteur pipette and bubbled into 30 ml of DMEM 1640 135 

containing 5% FBS, 1% ultroser G, 1% antibiotics and 1% L-glutamine. CSE was adjusted at 136 

pH 7.4 and sterilized through a 0.22µm filter. 137 

Statistical analyses 138 

Clinical data were expressed as means±SD. Homozygous (G/G) patients were compared to 139 

heterozygous (G/A) and homozygous (A/A) patients using a Mann-Whitney test for 140 

quantitative data and a Fisher test for qualitative data. Mixed effect models were built to test 141 

differences of serum and sputum levels of the CCSP protein at different visits based on the 142 

G38A SNP and the BODE score trend. 143 

Transfection data were expressed as means±SEM. Paired comparisons were made using 144 

Wilcoxon matched pair tests.  145 

Data were considered statistically significant at p<0.05. All graphical data and statistical 146 

analyses were generated with GraphPAD Prism software (Version 6.0). 147 
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Results 148 

Clinical study 149 

Subject baseline characteristics are displayed in Table 2. Patients had mild to moderate COPD, 150 

were mostly male and had a similar cumulative smoking history. The G/G patient group was 151 

older than the A/G + A/A group. Serum and induced sputum CCSP levels were significantly 152 

higher in G/G patients compared to A/A + A/G patients (p=.002 and .013 respectively) 153 

suggesting that CCSP production was affected by the G38A polymorphism (Figure 1a). COPD 154 

progressors defined by a worsening BODE score at one year were more frequently A allele 155 

carriers (p<.0001) (Figure 1a). Influences of the G38A polymorphism and smoking status on 156 

blood CCSP level are described in Figure 1b. Serum CCSP levels were significantly affected 157 

by the interaction between G38A polymorphism and the smoking status (p=0.02 for overall 158 

interaction) (Figure 1b). The lowest CCSP levels were seen in A allele carriers still actively 159 

smoking. 160 

In silico study: G38 allele conservation 161 

To evaluate the importance of this polymorphic site, orthologous CCSP promoter regions from 162 

several mammalian species classically representing Primates (Rhesus macaque, Human, 163 

Common chimpanzee, Western lowland gorilla, Northern white-cheeked gibbon), Carnivora 164 

(Cat), Rodentia (House mouse, Brown rat), Lagomorpha (European rabbit) and Soricomorpha 165 

(Common shrew) were compared in silico using ClustalW multiple CCSP sequence alignments. 166 

The human CCSP promoter was remarkably conserved (Figure 2). A strict homology for the 167 

38G allele was observed in the primates studied, whereas more genetically distant species 168 

carried the A allele.  169 

 170 

 171 



 

- 9 - 
 

In vitro study: CCSP baseline 172 

Transcriptional regulation of CCSP was assessed through a reporter assay using different 173 

constructions containing either the wild-type (WT) 38G or the mutated 38A minimal or distal 174 

promoters. Luciferase activity, reflecting basal activity of the CCSP promoter, indicated no 175 

significant difference between the WT and the 38A variant, irrespective of the length of the 176 

constructions (Figure 3). 177 

In vitro study: Influence of CSE, LPS and transcription factors on CCSP promoter 178 

activity 179 

CSE influence was subsequently assessed. CSE repressed CCSP transcription. This repression 180 

was significantly more intense with the 38A variant compared to the 38G WT construction (p-181 

value: 0.02) (Figure 4a). LPS was tested to mimic exacerbation conditions. LPS also repressed 182 

CCSP transcription, significantly with the 38A variant construction (p=.001) (Figure 4b). We 183 

obtained exactly the same results with the long construct promoters and data were not 184 

represented for clarity. 185 

ConSite in silico search identified two transcription factors which may bind differentially to the 186 

polymorphic site: Thing1-E47 and p53 (scores: 5.487 and 12.917 respectively) (Figure 5a). 187 

Elsewhere, many Nkx2.1 binding sites on the promoter were predicted by this analysis 188 

irrespective of the G38A polymorphism (Figure 5b). BEAS-2B cells were co-transfected with 189 

the pCMV6-XL4-Nkx2.1 and its control empty vector pCMV6-XL4 with the different CCSP 190 

promoter constructs. Co-transfection with Nkx2.1 significantly increased CCSP transcription 191 

irrespective of the construction tested (p<.001 for each comparison, Figure 5c). Subsequent co-192 

transfection with the pcDNA3.1-P53 and its control empty vector pcDNA3.1 was then tested. 193 

P53 decreased the CCSP transcription level more intensely with the WT than with the mutated 194 

constructions (p=0.03) (Figure 5d). To evaluate whether CSE and p53 exerted synergistic 195 
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effects, co-transfected cells with either pcDNA3.1-P53 and its control vector pcDNA3.1 with 196 

the different CCSP constructs were exposed to CSE. No synergistic effect of CSE and p53 was 197 

observed (Figure 6).198 
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Discussion 199 

In this study, we observed that circulating levels of CCSP in COPD patients were influenced 200 

both by the G38A polymorphism located in the CCSP promoter and by active cigarette 201 

smoking. This SNP also affected the COPD prognosis using the BODE score progression in a 202 

one-year prospective clinical observational study. We noted that the G allele, at the 203 

polymorphic site within the CCSP promoter, was highly conserved especially across primates. 204 

Thus, in vitro experiments confirmed the deeper repression induced by CSE on CCSP 205 

transcription levels in A-allele carrying transfected cells. LPS globally repressed CCSP 206 

transcription in our transfection model. Transcription factors such as p53 was predicted in silico 207 

to bind the promoter differentially according to the CCSP G38A polymorphism. This was 208 

further confirmed in vitro where p53 repressed the CCSP transcription more in G than in A 209 

allele transfected cells. Finally, no synergistic effect of CSE and p53 was observed in our 210 

transfection model. 211 

First, we consider worth recalling that “G38A” is the right nomenclature for this polymorphism, 212 

but too often the literature still erroneously refers to it as “A38G”. Nomenclature efforts have 213 

been proposed here to use the acknowledged symbol (International nomenclature recommended 214 

by the Human Genome Variation Society, http://www.hgvs.org/ mutnomen/). The present study 215 

aims to establish and understand the biological link between this polymorphism within the 216 

promoter and the transcription levels. The high level of conservation of the promoter site 217 

throughout different animal species improved our confidence in the biological potential of this 218 

polymorphism. Interestingly, phylogenetic tree analyses suggested that the G allele was 219 

privileged throughout Primates segmentation. We dare hypothesize that the presence of the A 220 

allele in the other species could have been influenced by the environment. Indeed, the supposed 221 

immunosuppressive ability of CCSP to inhibit neutrophil chemotaxis (31) could be potentially 222 

deleterious in highly exposed and stimulated airways closer to the ground.  223 
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Luciferase reporter is a well-established technique (24) satisfactorily reproducible throughout 224 

our assays. Nevertheless, this technique limits information to transcription, and confirmation at 225 

the protein level is required. Impact on stability of the CCSP mRNA is also neglected. Clinical 226 

observations could also result from post-transcriptional modifications impossible to address in 227 

the present study. 228 

BEAS-2B cells were used for this study because they are of non-tumoral bronchial origin and 229 

their endogenous CCSP production is nearly absent. This reduces the impact of the cell by itself 230 

and makes it a “pure” model for studying transfected CCSP promoters.  231 

Nkx2.1 strongly activated the CCSP gene as reported before (4) irrespective of the SNP as 232 

predicted by our in silico analysis. This assay was tested as a control of our model. We gained 233 

confidence in our model when in vivo findings were reproduced as CSE repression of the CCSP 234 

transcription level was deeper in A-allele transfected cells. This was one further translational 235 

confirmation of previous reports from the longitudinal ECLIPSE study (17). Although p53 is an 236 

ubiquitous transcription factor critical in cancer, p53 deregulation was already reported in 237 

COPD (28, 29). This protein encoded by the antioncogene may be influenced by the exposome 238 

mutagenic pressure. We think it may not represent a realistic therapeutic target for modulation. 239 

Another candidate transcription factor was identified by Consite in silico analysis, “Thing1-240 

E47”. It is a basic helix-loop-helix transcription factor but its link with pulmonary disease is 241 

unclear. Moreover, extensive research failed to clearly identify a validated structure. 242 

Subsequently, it was not tested in our model. 243 

In COPD, exacerbations highly affect the history of the disease (12). Because CCSP may play 244 

a protective role by maintaining airway homeostasis (14), exacerbations were events of special 245 

interest in our longitudinal study. We found no clear influence of the polymorphism in this 246 

period and at recovery. In vivo, there seems to be no difference regarding the exacerbation. Yet, 247 
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we showed that LPS, a model of bacteria-induced exacerbations, provoked a stronger CCSP 248 

repression with the A-allele constructions. 249 

Finally, our in vivo study confirmed that circulating CCSP levels are associated with smoking 250 

and G38A polymorphism. Our in vitro study supports those findings as CSE repressed the 251 

CCSP transcription of the A allele transfected cells more intensely than the WT cells.  252 

In conclusion, cigarette smoke is a confirmed repressor of CCSP transcription amplified by the 253 

G38A polymorphism. We demonstrated the potential involvement of a gene-environment 254 

interaction in airway susceptibility. We suggest testing whether surveying active smokers with 255 

low CCSP levels and A allele carriers at this site would help early identification of susceptible 256 

patients. 257 

 258 
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Figure Legend 270 

Figure 1. (a) Evolution of serum and induced sputum CCSP levels depending on BODE 271 

prognosis and G38A polymorphism. (b) Evolution of serum CCSP concentrations depending 272 

on smoking status and G38A polymorphism. Serum CCSP levels were significantly affected 273 

by the combination of interactions between G38A polymorphism and the smoking status using 274 

a mixed effect model (p=0.02 for overall interaction). 275 

Figure 2. Dendrogram representing CCSP gene promoter in different animal species; the black 276 

arrow highlights the relevant polymorphic nucleotide. The promoter of the CCSP gene was 277 

highly conserved throughout different species and especially across primates. 278 

Figure 3. Left: Four constructions of the CCSP promoter mounted with a luciferase reporter 279 

sequence (A mutated vs G WT allele, proximal and distal promoters). Right: basal CCSP 280 

transcription levels according to different constructions and the G38A polymorphism. There 281 

was no significant difference between the WT and the 38A variant constructions. 282 

Figure 4. (a) Cigarette smoke extract (CSE) repressed CCSP transcription. CSE repression was 283 

deeper with the A vs. G allele construction (p=0.03, Wilcoxon matched pair tests) (b) LPS 284 

repressed CCSP transcription. Repression was stronger in the A construction. 285 

Figure 5. (a) Modification of binding sites induced by the G38A polymorphism according to 286 

ConSite. The threshold was designed at 75.0 point (highest: 100.0) to optimize sensitivity and 287 

specificity. (b) In depth-in silico analyzes (consite.genereg.net) revealed many Nkx binding 288 

sites. (c) Nkx2.1 strongly increased the CCSP transcription irrespective of the G38A 289 

polymorphism. (d) p53 repressed CCSP transcription. Deeper repression was noted in G-allele 290 

constructions (p=0.03, Wilcoxon matched pair tests). 291 

Figure 6. Absence of differential synergistic effect of CSE and p53 cotransfection in CCSP 292 

transcription levels according to the G38A polymorphism. 293 
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Figure 6. 435 
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Table 1. List of mRNA primers 438 

Constructs Forward a Reverse a 

229bp-CCSP CTCGAGCAGTGGGGACAGAAACTGG CCATGGCATGGTGGAGGAGGGGGAT 

926bp-CCSP CTCGAGGAGGCAAGAAAGGGGAGAA CCATGGCATGGTGGAGGAGGGGGAT 

P53 CTCGAGATGGAGGAGCCGCAGTCAG GGGCCCATTTCTTCCTCTGTGCGCCG 

a Bold type indicates the restriction sites: XhoI, NcoI and ApaI 439 

 440 

 441 

 442 

 443 

 444 

 445 

 446 

 447 

 448 

 449 

 450 

 451 

 452 

 453 

 454 
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Table 2. a  Subject baseline characteristics. 455 

 G/G A/A + A/G p- value 

n 32 34 NA 

Age, years (mean±SD) 62.1 ±11.1 55.4 ±9.09 0.028b 

Gender [n(%male)] 25(78) 23(68) 0.413 

Smoking history, pack years (mean±SD) 43.8 ±17.6 42.6 ±21.2 0.566 

Smoking status [n(%weaned>1 year)] 22(69) 18(53) 0.216 

GOLD “2011” status [n(%I-II)] 22(69) 26(79) 0.407 

FEV1, % th (mean±SD) 60.6 ±21.2 69.4 ±21.2 0.102 

FEV1/FVC (mean±SD) 0.53 ±0.15 0.57 ±0.16 0.324 

BODE index (mean±SD) 2.53 ±2.44 2.55 ±2.45 0.948 

BODE trend at 1 year [n(%increased index)] 4(12) 26(76) < 0.0001b 

Blood CCSP level, ng/ml (mean±SD) 7.17 ±4.18 3.77 ±2.10 0.002b 

Induced sputum CCSP level, ng/ml (mean±SD) 3466 ±4610 

 

1220 ±1599 

 

0.013b 

aData are expressed as means±standard deviation 456 

bG/G vs A/G and A/A patients comparison by Fisher or Mann-Whitney’s  test with p < 0.05 457 

being significant 458 

Definition of abbreviations: FEV1, forced expiratory volume in 1 s; FVC, forced vital 459 

capacity 460 

 461 
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3. Discussion 

 

La conservation au sein des espèces de l’allèle G correspondant au site allélique en 

position 38 chez l’humain confirme l’importance biologique de cet allèle. Les analyses 

par arbre phylogénétique de la séquence promotrice de CCSP suggèrent de façon 

intéressante que l’allèle G est privilégié au sein des Primates. Nous émettons 

l’hypothèse que la présence de l’allèle A en tant que site sauvage dans les autres 

espèces serait le fruit de l’influence de l’environnement. En effet, le rôle 

immunosuppresseur de la protéine CCSP pourrait être délétère pour les animaux 

ayant des voies aériennes proches du sol et donc hautement exposées aux allergènes 

par exemple. Une transcription moindre de CCSP pourrait permettre à ces animaux 

d’avoir une réponse inflammatoire moins réprimée.  

Nous avons établi et testé des constructions courtes et longues, mimant le promoteur 

proximal et distal de CCSP. La construction longue reflète probablement mieux la 

situation physiologique mais empêche d’isoler plus précisément le rôle du 

polymorphisme, le contrôle du système étant plus difficile sur une séquence plus 

grande. Ce qui justifie l’étude d’une construction plus courte. Le système de gène 

rapporteur luciférase utilisé ici pour détecter la quantité de transcrit directement lié aux 

promoteurs CCSP est une technique reconnue. Nos résultats sont parfaitement 

reproductibles. Néanmoins,  cette technique limite l’information à la transcription et il 

est nécessaire de confirmer ces résultats au niveau protéique. Aussi, il serait 

intéressant de vérifier si le polymorphisme a un impact sur la stabilité des transcrits 

CCSP. Les observations cliniques que nous avons pu faire peuvent tout autant résulter 

de modifications post-transcriptionnelles. 

Nous avons reproduit l’activation de la transcription de CCSP par Nkx2.1 (159) 

indépendamment du polymorphisme, comme attendu selon l’étude menée in silico. 

Cela nous a confortés dans la fiabilité de notre modèle. D’autant plus que nous 

reproduisons ensuite in vitro les observations recueillies in vivo, le CSE induisant une 

répression de la transcription de CCSP de façon plus importante chez les cellules 

contenant l’allèle A.  

La répression de la transcription de CCSP induite par la co-transfection du vecteur p53 

chez les cellules contenant l’allèle G peut s’expliquer par l’intervention d’autres 
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éléments de régulation se fixant autour du site allélique. Bien que p53 soit dérégulé 

dans la BPCO (202, 203) il semble tout de même peu réaliste de l’utiliser comme cible 

thérapeutique afin de moduler la transcription de CCSP, ce facteur de transcription 

étant ubiquitaire et critique dans le cancer. L’autre facteur de transcription candidat 

pour se fixer au niveau de la séquence promotrice mutée CCSP est Thing1-E47. Il n’a 

pas été testé, son lien avec les maladies pulmonaires n’étant pas établi et sa séquence 

étant difficile à déterminer. 

Dans la BPCO, les périodes d’exacerbations affectent clairement l’histoire de la 

maladie (204). CCSP pouvant jouer un rôle protecteur en maintenant l’homéostasie 

des voies aériennes, une attention particulière a été donnée aux évènements 

d’exacerbation au cours de l’étude in vivo longitudinale. Nous n’avons trouvé aucune 

influence du polymorphisme G38A sur CCSP ni durant l’exacerbation ni au cours de 

la récupération. Mais il ne faut pas écarter tout lien possible, les échantillons de sang 

ont été prélevés pour la plupart après la prise de traitements antibiotiques et/ou 

corticothérapies, et notre étude repose sur une petite cohorte donc manque de 

puissance. In vivo, il ne semble y avoir aucune différence de transcription de CCSP en 

rapport avec l’exacerbation.  

 

4. Conclusion 

 

L’étude in vivo que nous avons menée confirme la relation entre CCSP et fumée de 

cigarette. De plus, le polymorphisme G38A du gène CCSP associé au statut tabagique 

affecte de façon significative les taux de CCSP circulants. Ceci pourrait expliquer le 

fait que certains fumeurs développent la BPCO et d’autres pas, en supposant que le 

polymorphisme G38A soit une des caractéristiques de la maladie, étant à l’origine de 

la diminution du taux de CCSP. L’étude in vitro conforte cette hypothèse, le CSE 

réprimant de façon significative la transcription du gène dans les cellules mutées 

comparées aux cellules sauvages.  

Finalement, nous avons démontré l’implication d’une interaction gène-environnement 

sur la susceptibilité des voies aériennes. 
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II. Caractérisation des cellules Club dans un modèle ex 

vivo d’épithélium bronchique 

 

1. Résumé de l’article 2 

 

Le déficit en cellules Club semble associé à la BPCO. A l’heure actuelle, de 

nombreuses études ont été réalisées dans le modèle murin, dans le but de caractériser 

ce type cellulaire et de comprendre son implication dans la physiopathologie de la 

BPCO. Cependant, comme nous avons pu le voir précédemment, l’épithélium de la 

souris est différent de celui de l’homme. Il est donc nécessaire d’étudier plus 

spécifiquement ce type cellulaire en contexte physiologique. Nous avons développé 

dans le laboratoire un modèle de culture des cellules épithéliales bronchiques en 

interface air-liquide (ALI) (modèle présenté dans le chapitre II.5). Ainsi, l’étude des 

maladies chroniques des voies respiratoires est rendu possible (205). 

Nous avons analysé un épithélium en culture ALI ex vivo d’un sujet témoin par 

microscopie électronique à balayage, à transmission et par microscopie confocale. 

Nous avons marqué par immunogold la protéine CCSP en microscopie électronique à 

transmission. Puis nous avons réalisé des marquages par immunofluorescence à 

l’aide d’anticorps anti-CCSP, anti-MUC5AC, anti-tubuline IV et anti-p63 afin de mettre 

en évidence les différents types cellulaires éventuellement présents dans notre 

modèle, les cellules Club, les cellules à mucus, les cellules ciliées et les cellules 

basales respectivement. Nous avons aussi réalisé des marquages anti-Ki67 afin de 

déterminer le potentiel prolifératif des cellules Club.  Ensuite, nous avons évalué la 

production d’IL8, cytokine pro-inflammatoires, et de MUC5AC, protéine reflet de 

l’hypersécrétion bronchique, des cellules cultivées en ALI de sujets sains et de patients 

BPCO. Nous nous sommes assurés de la cohésion épithéliale par la mesure de la 

résistance électrique transépithéliale (TEER). Nous avons quantifié par 

immunofluorescence le pourcentage de cellules CCSP+ dans chacune de ces 

populations. Finalement, nous avons tenté de reproduire un modèle de déplétion en 

cellules CCSP+ par l’utilisation de naphtalène ou de paraquat. 
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Nous avons montré que : 

1) Nous sommes capables d’obtenir un épithélium pseudostratifié complètement 

différencié avec des cellules en forme de dôme marquées CCSP+ (Figure 1), 

des cellules à mucus MUC5AC+, des cellules ciliées tubulineIV+ et des cellules 

basales p63+ (Figure 2).  

2) Les épithélia reconstitués ex vivo de patients BPCO produisent plus d’IL8 

(p=.026) et de MUC5AC que les épithélia de sujets sains (Figure 3b). La TEER 

est identique pour les deux populations (Figure 3a). 

3) L’ajout de naphtalène ou de paraquat tout au long de la culture en ALI sur des 

épithélia de sujets sain ne nous permet pas de dépléter les cellules CCSP+ de 

notre modèle (Figure 6). 

4) Nous avons observé les co-marquages suivants : CCSP+ et Ki-67+, 

CCSP+MUC5AC+ et CCSP+p63+. Aussi, nous avons pu constater des cellules 

triplement marquées CCSP+/Ki-67+/p63+ (Figure 4). 

5) Enfin, le marquage immunofluorescent des cellules CCSP+ des épithélia de 

sujets sains et de patients BPCO à J28 nous permet de mettre en évidence 

deux profils différents de protéine CCSP : un profil sécrété et un profil 

cytoplasmique (Figure 5). Sur les épithélia obtenus à partir de patients BPCO, 

la diminution du taux de CCSP de type sécrété contraste avec l’augmentation 

du taux de CCSP de type cytoplasmique.  

 

2. Article 2 : « Characterization of Club Cell Secretory Protein 

Producing Cells in an ex vivo COPD Culture Model. » 

Résumé sous forme de poster (Présentation poster A5927 ATS 2016)  

Article en cours de préparation, pour soumission à l’ARJCMB
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A decreased number of Club Cell Secretory
Protein (CCSP) producing cells has been
consistently reported at the small airway level
which may contribute to COPD
pathophysiology. Naphthalene specifically
depletes CCSP expressing cells in mice and
induced COPD-like lung alterations similar to
KO-models. But CCSP expressing cells in mice
present major differences with humans.

We aimed to better characterize CCSP
expressing cells in Humans.
For this purpose we analyzed CCSP expressing
cells in reconstituted air-liquid interface (ALI)
cultures obtained from human proximal
airway biopsies of control and COPD patients.

OBJECTIVES

BACKGROUND METHODS

RESULTS

Conclusion: Cell lineage tracing and specific depletion in human
airway epithelial cultures are required to definitely establish the
critical importance of CCSP expressing cells in COPD.

3/ CCSP cells presented two patterns2/ Progenitor function for CCSP positive cells1/ No effect of naphthalene or 
paraquat on CCSP+ cells
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The ex vivo reconstituted COPD
epithelium released higher levels of
IL8 and MUC5AC while TEER levels
and trends were similar.
We developed a reliable model to
study human bronchial epithelial cells.

CCSP cells presented two patterns at full differentiation, one secretory and one
cytoplasmic. Decreased secreted CCSP stained cells contrasted with increased
cytoplasmic CCSP stained cells in COPD.
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No CCSP (in red) depletion by naphthalene (N) or
paraquat (P) was observed at day 28.

Ki-67 and collocating antibodies (p63, MUC5AC) argued for an accessory stem cell and
transitory differentiating roles for CCSP positive cells.
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At a Glance Commentary: 

Scientific Knowledge on the Subject:  

A decreased number of Club Cell Secretory Protein (CCSP) producing (+) cells has been 

reported at the small airway level which may contribute to COPD pathophysiology. CCSP+ cells 

are characterized in mice models but mice airway presents major differences with human. 

What This Study Adds to the Field:  

CCSP+ cells were present in ex vivo COPD culture model and seemed to support progenitor 

functions. CCSP presented two patterns, one secretory and one cytoplasmic. No CCSP 

depletion by naphthalene or paraquat was observed. 
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Abstract (297 words) 

Rationale: The airway epithelium contains multiple cell types among which Club Cell Secretory 

Protein (CCSP) producing (+) cells are of unclear function in human proximal airways. 

Naphthalene specifically depletes CCSP+ cells in mice and induced-COPD like lung alterations 

similar to KO-models. But CCSP+ cells in mice present major differences with humans. 

Objectives: To understand the behavior of CCSP+ cells in human bronchial epithelial cells 

explaining whether or not CCSP+ cells are a promising therapeutic target. 

Methods: Human bronchial epithelial cells were obtained from biopsies of control subjects 

and COPD patients undergoing bronchoscopy. Cells were maintained in air-liquid interface 

(ALI) for 28 days. Morphological characterization was assessed in control ALI culture using 

Transmission Electron Microscopy (TEM), Scanning Electron Microscopy (SEM) and Confocal 

Microscopy (CM). Differential cell types were identified by immunofluorescence (p63, 

MUC5AC, tubulinIV, CCSP) and Ki67-double stained cell rates were assessed every week. COPD 

and control ALI culture epithelial secretions were determined by dot blot (MUC5AC) and ELISA 

(CCSP and IL8). Naphthalene and paraquat were tested as specific CCSP depleting agents. 

Measurements and Main Results: TEM, SEM and CM confirmed the pseudostratified 

organization of the reconstituted epithelium with evidences of full differentiation as goblet, 

ciliated and dome-shaped cells were identified and labeled with MUC5AC, tubulinIV and CCSP. 

Moreover, the ex vivo reconstituted COPD epithelium released higher levels of IL8 and 

MUC5AC. CCSP cells presented two patterns, one secretory and one cytoplasmic. Decreased 

CCSP concentrations in the supernatant contrasted with increased cytoplasmic CCSP stained 

cells in COPD. Ki-67 and collocating antibodies argued for an accessory stem cell and transitory 
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differentiating role for CCSP+ cells. No CCSP depletion was observed by naphthalene or 

paraquat. 

Conclusions: Cell lineage tracing and specific depletion in human airway epithelial cultures are 

required to definitely establish the critical importance of CCSP+ cells in COPD. 

 

 

Abstract word count: 297 

Keywords: Club cell, CCSP, CCSP+ cells, COPD, bronchial cell culture model 
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Methods  

Patients 

Bronchial biopsies from control subjects (n=19) and COPD patients (n=19) were collected 

during endobronchial bronchoscopy. Subjects were recruited at the Arnaud de Villeneuve 

hospital, Montpellier, France, under a study protocol approved by the ethics committee (RRR 

study, NCT02354677) of our institution, and all patients agreed to participate by reading and 

signing written informed consent forms. COPD diagnosis was based upon evidence of non-

reversible obstructive airflow FEV1/FVC<0.7 and a smoking history above 30 pack-year, and 

without any evidence for any alternative diagnosis according to best standard of care (i.e. no 

history of any other respiratory disease based on clinical examination, computed tomography 

scan findings). At the time of the biopsy collection, patients were at steady-state and free of 

any exacerbation for at least 6 weeks.  

Cell culture 

Human primary bronchial epithelial cells (HBECs) were obtained from endobronchial biopsies 

and cultured under air-liquid interface conditions, as described previously {Gamez:2014fb}. 

Briefly, bronchial epithelial biopsies were mechanically dissociated and suspended in 

Bronchial Epithelial Growth Medium (BEGM). After seeding in multiwell plates coated with a 

solution of fibronectin and collagen, cells were expanded in a flask (0.75 cm2) and then plated 

(250,000 cells per well) on uncoated nucleopore membranes in a 1:1 mixture of BEGM and 

Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) applied at the basal side only to establish the air-

liquid interface. Cells were maintained in culture for 28 days to obtain a differentiated cell 

population with a pseudostratified mucociliary epithelium. All cell cultures were maintained 

at 37°C under 5% CO2. The cells were treated for 24 h with Naphthalene or Paraquat. The 
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supernatants were collected for epithelial secretion analyses. The cells were fixed for 

microscopy. 

Immunofluorescence and confocal microscopy 

HBECs were fixed with 10% formalin for 15min followed by permeabilisation in PBS-0.1% 

Triton for 15min. Nonspecific binding sites were blocked for 1h with 10% donkey serum 

diluted in PBS-1% BSA. The cells were then incubated overnight at 4°C with rabbit anti-CCSP 

antibody at 1:1000; mouse anti-tubulinIV antibody at 1:400; mouse anti-MUC5AC antibody at 

1:100; goat anti-P63 antibody at 1:50; mouse anti-Ki-67 antibody at 1:200. As a negative 

control, the primary antibody was omitted. After several rinses in PBS-0.025% Triton, the cells 

were incubated for 1h with Alexa Fluor secondary antibodies at 1:2000 (Invitrogen), 

proceeding in the darkness, and counterstained for nuclei with 4,6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI) at 1:5000 for 1 min. The coverslips were mounted using Fluoroshield mounting medium 

(Abcam). The stained cells were visualized under a Zeiss Axio Imager fluorescence microscope 

and a Zeiss LSM 780 confocal microscope. All images were processed with Axio Vision Software 

and Image J software for image analysis. 

Ultrastructural evaluation 

Inserts with ex vivo differentiated epithelial cells were immersed in a solution of 2.5% 

glutaraldehyde in PHEM buffer (pH 7.4) overnight at 4°C. They were then rinsed in PHEM 

buffer and post-fixed in a 0.5% osmic acid for 2h at dark and room temperature. After 2 rinses 

in PHEM buffer, the cells were dehydrated in a graded series of ethanol solutions (30-100%). 

The cells were embedded in EmBed 812 using an Automated Microwave Tissue Processor for 

Electronic Microscopy, Leica EM AMW. Thin sections (70 nm; Leica-Reichert Ultracut E) were 

collected at different levels of each block. These sections were counterstained with uranyl 



- 5 - 
 

acetate 1.5% in 70% ethanol and lead citrate and observed using a Tecnai F20 transmission 

electron microscope at 200KV in the CoMET MRI facilities, INM France. 

Scanning electron microscopy 

PBS washed-bronchial epithelial cells cultured in ALI were fixed with 2.5% glutaraldehyde in 

PHEM buffer (pH 7.2) for 1h at room temperature, followed by washing in PHEM buffer. Fixed 

samples were dehydrated using a graded ethanol series (30-100%), followed by 10min in 

graded ethanol - hexamethyldisilazane. And then hexamethyldisilazane alone. Subsequently, 

the samples were sputter coated with an approximative 10nm thick gold film and then 

examined under a scanning electron microscope (Hitachi S4000, at CoMET,MRI-RIO Imaging, 

Biocampus, INM Montpellier France) using a lens detector with an acceleration voltage of 

10KV at calibrated magnifications. 

Measurement of CCSP, Interleukin (IL)8 and Mucin (MUC)5AC concentrations 

Secreted CCSP and IL8 were quantified in cell supernatants by ELISA using Human Club Cell 

Protein (CC16) ELISA (Biovendor) and the IL-8 Eli-pair kit (Diaclone) respectively, according to 

manufacturer’s protocol. Determinations of the relative values of MUC5AC in supernatants 

were assessed by Dot Blot assay. Briefly, 10µl of cell supernatants were spotted onto 

nitrocellulose membranes. The membranes were blocked with blocking odyssey buffer (Licor) 

for 1h at room temperature. They were incubated with primary antibodies (1:1000 MUC5AC) 

for 2h and then with secondary fluorescent antibodies for 45min. Positive signals were 

detected using Odyssey Imager. The intensities of the spots were measured with Dot Blot 

analyzer, an Image J software.  

Statistical analyses 
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Data were expressed as mean ± SEM. Paired comparisons were made using Mann-Whitney 

tests and were considered statistically significant at p-value<0.05. All graphical data and 

statistical analyses were generated with GraphPAD Prism software (Version 6.0).  

 

 

Results 

Reconstitution of a pseudostratified bronchial epithelium fully differentiated 

TEM and SEM confirmed the cohesiveness of the ex vivo reconstituted epithelium from control 

subject (Figure 1a), with evidences of differentiation as ciliated (Figure 1a, 1e and 1f) and 

dome-shaped cells were identified (Figure 1b and 1c) and labeled with CCSP (Figure 1g). CM 

allowed us to visualized a polarized epithelium (Figure 2d) which contained all the cell types 

normally present in human bronchial epithelia: Club cells labeled CCSP+ (Figure 2a, 2c and 2d); 

basal cells labeled p63+ (Figure 2b); goblet cells labeled MUC5AC+ (Figure 2a) and ciliated cells 

labeled tubulinIV+ (Figure 2c). 

A model of ex vivo reconstituted COPD epithelium  

Bronchial cells cultured at ALI obtained from COPD patients released higher levels of IL8 

(p=0.026) and MUC5AC (Figure 3b) while TEER levels and trends were similar (Figure 3a). 

Accessory stem cell and transitory differentiating roles for CCSP+ cells 

CCSP+ cells were labeled Ki-67+ and p63+, respectively a proliferative and a basal cell marker. 

CCSP labeling also collocated with MUC5AC and Ki-67 labeling. The immunofluorescence is 

represented on Figure 4. 
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“Cytoplasmic” and “secretory” CCSP 

CCSP+ cells presented two patterns at full differentiation, one secretory and one cytoplasmic. 

Decreased secreted CCSP stained cells contrasted with increased cytoplasmic CCSP stained 

cells in COPD (Figure 5). 

No CCSP+ cell specific depletion  

At day 28 of culture: Naphthalene and Paraquat were tested as specific CCSP depleting agents 

(10-3 to 10-9 M in the basolateral compartment) but no decreased in CCSP+ cells was observed 

(Figure 6). 

 

Discussion  
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Figure 1 
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Figure 2  
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Figure 3  
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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3. Discussion de l’article 2 

 

La microscopie électronique à balayage et à transmission nous permet de visualiser 

un épithélium reconstitué ex vivo de sujet sain complètement différencié et cohésif, 

ponctué par la présence de cils et la découverte de dômes. La microscopie confocale 

met en évidence au niveau apical la protéine CCSP et permet également de constater 

la présence de touffe de cils, signe d’une polarité des cellules bien établie. Finalement, 

nous retrouvons tous les types cellulaires propres à un épithélium bronchique ce qui 

nous permet de valider un modèle fiable pour l’étude des cellules des voies aériennes. 

Il s’avère que peu de littérature décrit la présence des cellules Club au niveau proximal, 

or, les prélèvements de biopsies permettant la reconstitution des épithélia ex vivo se 

font au niveau proximal. La proportion de cellules Club retrouvées dans les cultures 

en ALI est-elle le reflet de celles présentes sur les biopsies initiales ? Il serait 

intéressant d’explorer cette question. Il est évident que la biopsie obtenue par 

l’arrachement du tissu au niveau de l’éperon est un geste traumatique. Les cellules qui 

prolifèrent ensuite in vitro pourraient garder en mémoire cet évènement et générer un 

tissu plus riche en cellules progénitrices ou étant impliquées dans le renouvellement 

de l’épithélium. 

Les épithélia de BPCO reconstitués en ALI produisent plus de façon significative d’IL8 

que ceux reconstitués à partir de sujets sains. On ne trouve qu’une tendance 

concernant la protéine MUC5AC due probablement au faible effectif. Le fait que les 

cellules de BPCO produisent plus d’IL8 et de MUC5AC permet de penser qu’il y a une 

persistance du phénotype du patient in vitro. Cela a déjà été observé pour le modèle 

de cellules épithéliales bronchiques cultivées en ALI de patients asthmatiques (205). 

Ceci, malgré la dédifférenciation qui s’opère entre le prélèvement et le premier 

passage de mise en culture, suivi de la re-différenciation en 28 jours de ces cellules 

en un épithélium pseudostratifié totalement différencié. Les TEER des épithélia sont 

du même ordre de grandeur, signe d’une bonne cohésion cellulaire.  

Nous avons tenté de reproduire le modèle de déplétion utilisé chez la souris par 

l’utilisation de naphtalène. Nous avons aussi utilisé du paraquat, herbicide connu pour 

s’accumuler également dans les cellules Club (206). Il s’avère que dans notre modèle, 

nous n’arrivons pas à dépléter les cellules Club par l’effet toxique de ces deux 
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composants, déposés sur les cellules, de façon indépendante, tout le long de la culture 

en ALI. L’effet du naphtalène est largement admis dans le modèle murin. Il est 

métabolisé par Cyp2f2 induisant la sécrétion de toxiques détruisant la cellule. Le 

pendant de Cyp2f2 de la souris est CYP2F1 chez l’homme et cette dernière a une 

activité métabolique envers le naphtalène beaucoup moins forte (102). Pour le 

paraquat, cela a été démontré chez le rat. Ces modèles expérimentaux de déplétion 

cellulaire sont donc beaucoup moins pertinents chez l’homme.  

Nous avons observé des cellules CCSP+ co-marquées par la protéine MUC5AC et la 

protéine p63 dans les épithélia de sujets sains. Ceci suggère que les cellules Club 

dites progénitrices « facultatives » aient la propriété fonctionnelle d’être à l’état de base 

un type cellulaire différencié, mais qu’elles puissent switcher vers un état prolifératif 

actif avec des propriétés similaires à une « transient-amplifying cell » (ces dernières 

restant relativement indifférenciées et ayant une capacité limitée de prolifération) (107, 

108). Nous avons pu voir des cellules triplement marquées CCSP+/Ki-67+/p63+ ainsi 

que des cellules CCSP+/Ki-67+, démontrant clairement leur rôle souche dans notre 

modèle de cellules épithéliales reconstituées en ALI. 

Finalement, deux profils de protéine CCSP sont mis en évidence. Il est important de 

démontrer maintenant s’il s’agit d’une vraie différence de propriété cellulaire ou d’une 

étape dans la différenciation de la cellule. Aussi, s’il s’agit d’un défaut d’exocytose, est-

ce que cela empêcherait l’action anti-inflammatoire de la protéine CCSP ? Beaucoup 

de questions restent en suspens et auront besoin d’expériences supplémentaires pour 

être élucidées. 

Il serait intéressant de déposer de l’extrait de cigarette sur ces épithélia ex vivo afin 

d’analyser l’action du tabac sur les cellules Club, tant au niveau de leur morphologie, 

de leur présence que de leur fonction. L’analyse plus fine des épithélia reconstitués ex 

vivo de patients BPCO est nécessaire également pour une meilleure compréhension 

de l’évolution de ce type cellulaire, pour déterminer si la protéine CCSP et les cellules 

Club sont bels et bien des cibles de la pathologie. 
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4. Conclusion de l’article 2 

 

L’étude que nous avons menée vise à une meilleure compréhension des cellules Club 

de l’épithélium respiratoire chez l’humain. Nous avons reproduit un modèle d’étude de 

cellules épithéliales bronchiques fiables, de sujets sains et de patients BPCO, au plus 

proche des conditions physiologiques (en ALI). Ce modèle nous a permis de 

caractériser morphologiquement les cellules Club et d’essayer d’avancer dans les 

hypothèses de rôle progéniteur de ce type cellulaire, mais il est nécessaire 

d’approfondir ces recherches afin d’établir réellement les fonctions de cette cellule 

ainsi que de sa protéine, chez l’homme.  
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5. Résumé de l’article 3 

 

Les cellules épithéliales bronchiques constituent une véritable barrière de défense 

contre les agents pathogènes et les particules inhalés (207, 208). De nombreuses 

techniques de culture cellulaire ont été développées afin de pouvoir étudier finement 

la composition de cet épithélium, sa régulation et son implication dans les maladies 

chroniques des voies respiratoires (209-211). Il s’avère que le modèle le plus 

physiologique semble être la culture de cellules primaires bronchiques en ALI (212, 

213). Cette technique est complexe et nécessite une pratique spécifique. L’obtention 

d’un épithélium bronchique polarisé, pseudostratifié complètement différencié fournit 

l’outil idéal pour l’étude in vitro de la biologie des cellules épithéliales bronchiques 

(205). L’objectif de ce travail est de comprendre les variables associées à la réussite 

de la culture en ALI afin d’améliorer cette technique et ainsi de pouvoir avancer dans 

l’étude biologique des cellules épithéliales bronchiques. 

Nous avons mené une étude bi-centrique prospective de 4 ans incluant 463 sujets 

sains, fumeurs, patients asthmatiques et patients BPCO. Après prélèvement de 

biopsies bronchiques, toutes les caractéristiques suivantes ont été recueillies : âge, 

sexe, statut tabagique, BMI, FEV1/FVC, FEV1, FVC, traitements (ICS, OCS, SABA, 

LABA, LAMA), centre et opérateur de bronchoscopie. Après mise en culture des 

biopsies, ont été noté : l’opérateur de culture cellulaire, le nombre de biopsies et la 

présence de cils sur ces échantillons. Des modèles statistiques univarié et multivarié 

ont été établis. Des marquages immunofluorescents des cellules ciliées (tubulineIV+), 

basales (p63+), Club (CCSP+) et à mucus (MUC5AC+) ont été réalisés. 

 

Nous avons montré que : 

1) 40% des biopsies recueillies permettent d’obtenir au bout de 28 jours de culture 

en ALI des épithélia bronchiques exploitables, complètement différenciés 

(Figure 1a et 1b). 

2) Le pourcentage de cellules ciliées et de cellules à mucus augmente du jour 0 

de culture en ALI au jour 28, alors que celui des cellules basales a tendance à 

diminuer (Figure 1c). 
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3) L’analyse univariée montre que la réussite de la culture en ALI est associée à 

l’absence de prise de LABA (OR=0,62 ; p=0,01) et d’ICS (OR=0,64 ; p=0,02) 

ainsi qu’à la présence de cils sur les biopsies initiales (OR=2,18 ; p<0,001) 

(Figure 3). 

4) L’analyse multivariée montre que la réussite de la culture en ALI est uniquement 

associée à la présence de cils sur les biopsies initiales (Figure 4). 

 

6. Article 3 : « Epithelial ciliated beating cells, a key factors for ex vivo 

ALI culture success growth. » 

Pour soumission à Lab Invest 
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Abstract 

The bronchial epithelium plays a key role in orchestrating innate and adaptive immunity in 

health and diseases. Ex vivo airway epithelial cultures growing at Air Liquid Interface (ALI) 

derived from human endo-bronchial biopsies or brushings are not easy to anticipate. 

Calibrating and differentiating these cells is a long and expensive process that needs a specific 

expertise. The knowledge of the factors associated with ALI culture success will help the 

researchers to better understand the epithelial progenitor behavior. A valuable ALI culture 

was defined as obtaining a pseudostratified epithelium after 28 days with the presence of all 

the differentiated epithelial cells. A 4 years prospective, bi-center study was conducted, 

including adult subjects, enrolled in different approved research studies exploring bronchial 

epithelium behavior. 463 consecutive endobronchial biopsies were obtained from normal 

healthy volunteers, healthy smokers, asthmatic patients and smokers with COPD. All the 

demographic variables of the subjects, the different fiberoptic centers and culture operators, 

and numbers of endo-bronchial biopsies and the presence of ciliated cells within the initial 

bronchial biopsy were carefully collected. Univariate and Multivariate models were 

established. A stepwise procedure was used to select the final logistic regression model. The 

success of the ALI culture was independently associated with the presence of living ciliated 

cells within the initial biopsy (OR=2.18 [1.50 – 3.16], p<0.001). This findings highlights the 

multipotent property of the derived basal-like cells issued from the dedifferentiation process 

of the epithelium. Pursuing the process requested to reach ALI cultures when ciliated cells 

beating cells could be absent while examining the initial biopsy will probably save time and 

money. Whether it is related to stem cell state of the ciliated beating cells is still unknown.  
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Introduction 

Bronchial epithelial cells represent the main barrier acting as the primary defense for the 

airways against inhaled pathogens and particles (1,2). This epithelium plays a crucial role in 

maintaining the homeostasis of the airways regulating innate and acquired immunity (3) 

through the production of a wide range of cytokines, chemokines and mediators. The 

bronchial epithelium follows a pseudostratified organization of basal, ciliated, goblet and 

other-more rare, types of cells (1,4). The presence of these different cell types appears to be 

mandatory ensuring its function (1,2). 

At the beginning, the majority of studies compared epithelial content through experiment 

performed using biopsies, lung resections or autopsies but only recently through 

bronchoscopies (5). Culture techniques of the epithelial cells have been well documented for 

many years including study on cell lines (immortalized or not) and on primary cell recovering 

obtained in volunteers sampled by brushing (6) or forceps biopsies (7) (used as primary cells 

or after monolayer cultures). Working with cell lines is easy, reproducible and not very 

expensive, when working with primary culture is limited by the cost, the variability between 

donors, the dissociation process and finally the limited number of cells suitable for 

experiments. When cultured as monolayers, the number of passage used is becoming critical 

and cells clearly undergo a dedifferentiation process and loss their phenotype (8).This leads 

to develop new cell line systems with first a monolayer culture follow with air-liquid interface 

(ALI) using an appropriate medium to preserve cell phenotypes (9,10). This model of human 

bronchial epithelial cells (HBEC) achieves a polarized, pseudostratified epithelium composed 

of most known cells types (11). This culture system provides a useful tool for the in vitro study 
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of airway epithelial biology and cell differentiation (11,12) including functional studies of the 

specific differentiated cells (ie ciliary beating, mucus secretion and cytokine production). 

Nowadays, there is an increasing number of publications reporting results from the use of ALI 

technique which present the advantage of reproducing a well differentiated airway epithelium 

with functional distinct type of cells (13). Up to date, this widely used difficult technique to 

achieve ALI culture from different type of samples in different diseases may vary through in 

terms of achievement or not of expansion and full differentiation (14,15).  

The objective of our work is to identify potential predictive factors associated with obtaining 

a valuable ALI culture that can be used for future experiments. We investigated these variables 

for the overall experiments performed in our laboratory experience for all the bronchial 

biopsies obtained from healthy volunteers, smokers, mild moderate and severe asthmatic 

subjects and COPD patients of all GOLD stages of severity. 
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Materials and Methods 

Subjects 

463 adults were consecutively included from March 2009 to July 2013 in Arnaud de Villeneuve 

Hospital (Montpellier, France) and Assistance Publique des Hopitaux de Marseille (Marseille, 

France). They all signed an informed consent form in order to participate in a study approved 

by Ethic committees of our institutions, for the purpose of specific biomedical research on 

epithelial pathophysiologic mechanisms. 

Control (n=83) and smokers (n=65) without COPD (no asthma, no allergy, normal chest X-ray 

and pulmonary function tests), underwent bronchoscopy for various purposes (foreign body 

removal, unconfirmed hemoptysis suspicions or peripheral nodule (< 10 mm) found atCT scan 

examination) and had normal macroscopic appearance of the airways. Smokers were defined 

by at least a smoking status above 10 packs-year. 

Asthma diagnosis (n=175) was based on the assessment of clinical features consistent with 

asthma and evidence of variable expiratory airflow obstruction in functional testing (FEV1 

increase of at least 12 % and 200 ml after inhalation of 200 µg of salbutamol or after 4 weeks 

of oral corticosteroids treatment, an average daily diurnal PEF variability < 10%). Asthma 

severity was evaluated according to the current GINA guidelines (www. ginaasthma.org). 

Patients with severe asthma (n=124) also met the American Thoracic Society (ATS) criteria for 

refractory asthma (16). Asthmatic patients had been free of respiratory infections and asthma 

exacerbations for at least 6 weeks at the time of inclusion; they were current non-smokers or 

had a smoking history of less than 5 packs year (17). 

COPD diagnosis (n=130) was based upon evidence of non-reversible obstructive airflow 

FEV1/FVC<0.7, FEV1 improvement after inhaling 200 to 400 µg of albuterol below 12% and 

200 ml, and a smoking history greater than 10 packs year without any evidence for any 
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alternative diagnosis according to best standard of care (i.e. no history of any other respiratory 

disease based on clinical examination, computed tomography scan findings) (18). 

 

Endobronchial biopsies  

Flexible bronchoscopy were performed usually under local anesthesia and two biopsies from 

each donor were removed using alligator forceps (Olympus, Tokyo, Japan) on a subsegmental 

bronchus of the left lower lobe, as previously described(19). Briefly, after subcutaneous 

atropine (0.25mg) and midazolam (5 mg) premedication, local naso-pharyngeal anesthesia 

was achieved with lidocaine (1 to 5%, with a maximum individual dose of 300 mg). Then, 

fiberoptic bronchoscope (Olympus BF20) was inserted by nasal way into trachea. Some 

biopsies were obtained during general anesthesia (<10%), data frequently missing and not 

included in the analysis. 

 

Cell culture 

Primary human bronchial epithelial cells were obtained from bronchial biopsy specimens and 

cultured under air-liquid interface (ALI) conditions, as described previously (14). Briefly, 

bronchial epithelial biopsy tissue was dissociated and suspended in bronchial epithelial 

growth medium (Lonza, Basel, Switzerland). After an expansion phase in monolayer, cells were 

plated on uncoated nucleopore membranes (24-mm diameter, 0.4-mm pore size, Transwell 

Clear; Costar, Cambridge, Mass) in a 1:1mixture of bronchial epithelial growth medium and 

Dulbecco modified Eagle medium (Lonza, Basel, Switzerland) applied only at the basal side to 

establish the ALI. Cells were maintained in culture for 28 days to obtain a polarized and 

differentiated cell population with a mucociliary phenotype. 
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Immunofluorescence 

ALI cultured cells were fixed in situ on inserts and transferred to glass slides for visualisation. 

Cells were fixed using 10% formalin and blocked / permeabilized with PBS, 10% donkey serum, 

1% BSA, and 0.1% Triton-X. Cells were incubated with appropriate primary antibodies at 4°C 

overnight (mouse monoclonal anti β-tubulin IV (ONS.1A6) (Sigma-Aldrich), mouse monoclonal 

(45M1) anti Muc5AC (abcam), goat polyclonal anti p63 (S16) (Santa Cruz Biotechnology)). 

Alexa 488, alexa555 or alexa 647 secondary labelling (Invitrogen) was applied for 1 hour at 

room temperature and incubated with DAPI before mounting. Negative controls were 

incubated with secondary antibody alone. Cells were visualized using the Zeiss axioimager 

microscope using axiovision software (Zeiss). 

 

Result expression and statistical analysis 

We defined 3 steps of culture achievement. First, we considered the achievement of a 

monolayer culture success when cells grow on monolayer but did not reach the ALI transfer 

(named “ML”). Then, we studied the achievement of the ALI passage success when cells were 

able to reach the ALI step without success of the 28 days culture, named “pALI”. Finally, an ALI 

culture success was defined as obtaining a pseudostratified epithelium with the presence of 

at least basal, ciliated and goblet cells and without any contamination after 28 days ALI 

culture, named “ALI 28d”.  

Continuous parametric data are presented as means ± standard deviation (SD), and categorical 

variables as numbers and percentages. We used 2 test for categorical variables.A multivariate 

analysis was conducted using a Cox regression model to determine independent factors of 

success, focusing on parameters available from the initial management, in which we included 

all variables associated with a p value below 0.20 in the univariate analysis. Then, a stepwise 
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procedure allowed obtaining the final multivariate model. Survival curves were estimated with 

the Kaplan Meier method and the log rank test was used. Statistical tests were performed 

from R (version 3.1.0 (2014-04-10), The R Foundation for Statistical Computing) software. The 

significance was obtained when p ≤ 0.05. 
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Results 

Patient’-s’ characteristics 

Table 1 summarized the demographic and clinical characteristics of subjects included in the 

study.  

As expected FEV1 was significantly decreased in severe asthma and COPD patients, FEV1/FVC 

was decreased in COPD. Moreover the treatments are more important in severe asthma, 

COPD than in mild-moderate asthmatics and control or smokers. 

Biopsy cultures from asthmatic patients were mainly performed and obtained in Marseille 

(MRS) center while COPD and smokers were mainly performed and cultured in Montpellier 

(MTP).  

 

The HBEC cultures 

Overall, 65 % of biopsies were successfully grown as monolayer in flask with no success 

difference between groups of subjects. The major reason for unsuccessful monolayer culture 

was bacterial and/or fungal contaminations at an early stage. In this case the cultures were 

excluded in order to avoid any further contamination within the incubator. The other finding 

at this stage was the incapacity of cells to adhere and grow. In this case, cells remained in 

culture up to 2 weeks, then were stopped. 

Then after, 47 % of samples were able to be transferred on transwell for the first step Liquid-

Liquid interface. Finally 40 % of the total initial biopsies obtained, achieved a valuable ALI 

culture at 28 days allowing the use for future experiments (Figure 1 A). At this stage a well 

differentiated pseudostratified epithelium was obtained with the presence of at least basal, 

ciliated and goblet cells (Figure 1 B). The percentage of ciliated and goblet cells increased from 
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Day 0 to Day 28, in contrast the percentage of basal cells did not change or tended to decrease 

(Figure 1 C). 

 

Factors associated with the ALI culture at 28 days 

The univariate analysis showed that the success of the ALI 28 days culture was associated with 

absence of ICS use (HR = 0.64 [0.45 – 0.92] p = 0.02) and LABA use (HR = 0.62 [0.43 – 0.88] p = 

0.01), and the presence of beating ciliated cells within the initial bronchial biopsy (HR = 2.18 

[1.50 – 3.16] p < 0.001).  

The success for a valuable culture at ALI for 28 days was only associated with the presence of 

beating ciliated cells when multivariate analysis was applied (Figure 2). 

 

Success with and without the presence of beating ciliated cells within the initial bronchial 

biopsy 

We obtained a significantly higher percentage of success achieving a well pseudostratified 

epithelium at 28 days ALI cultures for all condition pathologies (p= .00001, .000002, .0002 

using 2 test respectively for ML, pALI and ALI 28d), when beating ciliated cells were present 

at the beginning of the processing, just after the bronchoscopy procedure (Figure 3). 

In order to test the effect of the presence of beating ciliated cells within the initial biopsy, we 

applied a Cox proportional hazards model (Figure 4). Clearly, the presence of beating ciliated 

cells within the initial biopsy allows an increased success rate.  
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Discussion 

In the present study we aimed to describe our expertise in the development of human 

bronchial epithelial cell ALI cultures obtained from human bronchial biopsies, and to identify 

potential predictive factors associated with its success at 28 days. We consecutively included 

in this study the 463 bronchial biopsies taken in order to develop ALI culture in both expert 

centers, in control subjects as well as pathological conditions. We noted, an exhaustive list of 

patient characteristics, and procedures details which can interfere with the success yield. The 

main results obtained from the multivariate analysis was that the presence of ciliated beating 

epithelial cells at the beginning of the procedure just after the bronchial biopsy intake was the 

only parameter associated with the percentage of success in obtaining a well pseudostratified 

epithelium in ALI culture after 28 days. 

Bronchial epithelium is characterized by the presence of differentiated epithelial cell types 

organized as a pseudostratified epithelium. Currently, from the beginning of the story of in 

vitro study of human bronchial epithelial cells, the model of cultures where mainly form these 

different sources (8). Carcinoma-derived cells formed confluent polarized monolayers but lack 

of pseudostratification and presence of ciliated cells, even those this effect might be 

counteract when cultured in ALI (20). Virus transformed cell lines formed polarized multilayer 

cultures but often lack of mucus production and relevant genes might be altered or not 

expressed (21). Finally primary cells presented well differentiated cultures representative of 

human bronchial phenotype but with a limited life-span. Culturing at an ALI is essential to 

allow polarity and differentiation of these cells (11).  

For this purpose we aimed for 10 years now finding technologies to obtain well 

pseudostratified structures as well as other in vivo-like differentiation characteristics. 

Especially primary bronchial epithelial cells showed a mucociliary differentiation pattern 
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comparable to the in vivo situation (22). Nowadays this technique to obtain in vitro epithelium 

is widely used but the study of the characterisation of the model is still unclear even if the 

persistence of the pathological phenotype have been well described (14,15). The generation 

of differentiated cultures of normal human bronchial epithelial cells is a time- and labor-

intensive procedure, especially when providing a large number of cell cultures for 

investigations (23). This is the reason why we wanted to describe the optimal conditions to 

securely obtain an epithelial culture for further experiments, and to address a list of factors 

which can predict this success. This study was performed on all subsequent samples obtain in 

two expert centres from 2009 to 2013. The result found that only 40 percent of samples were 

successfully cultured, can be low, but it reflects the real difficulty to be trained and to practice 

in order to increase the culture rate of success. Moreover all predictive conditions which might 

increase this yield are also welcome.  

In order to better describe the dynamic changes of the culture differentiated epithelium, we 

were able in a subset of culture wells from different phenotype subjects to count the numbers 

of ciliated, goblet and basal cells using specific labelled antibodies. At the initial step of 

mucociliary differentiation (day 0 of ALI culture), we detected a population of basal epithelial 

stem cells (p63+) and undifferentiated cells, which then decreased over time. It has been 

reported that basal stem/progenitor cells are implicated in the regeneration of human 

bronchial epithelium (24). Basal and undifferentiated epithelial cells decreased during 

mucociliary differentiation, whereas goblet and ciliated cells were seen to be increasing from 

day 7 and day 14, respectively to reach their maximal differentiation at 28 days. These findings 

are in accordance with previous studies describing the mucociliary differentiation of normal 

human tracheobronchial (25).  
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Our major finding is to explain partly the success of the 28 days culturing by the presence 

within the original biopsy of ciliated beating cells. One of the limitations is that we did not 

assess a histologic pattern of this initial biopsy. In order to increase the success of the culture, 

we wanted to use all the initial material obtained from the bronchoscopy. Whether this result 

reflects the presence of ciliated cells which may act as progenitors or the fact that visual 

beating is an index of the better viability of original cells, is still unclear. Under physiological 

conditions, the normal adult human bronchial epithelium turns over relatively slowly, 

approximately every 1 to 4 months (26) and basal cells are relatively quiescent. In vivo lineage-

tracing studies in the pseudostratified mucociliary epithelium of mouse trachea have shown 

that basal cells can function as classical stem cells and both self-renew and give rise to ciliated 

and secretory cells (27). Notch signalling promotes this differentiation favouring the 

production of ciliated cells and high levels promoting secretory cell fate (28). Therefore, 

differentiated cells are commonly thought to send back signals to their respective stem and 

progenitor cells to regulate their proliferation and differentiation (29). The term 

dedifferentiation was used to suggest that differentiated epithelial cells reverted to a previous 

developmental stage before their subsequent differentiation into an alternative cell fate (30). 

These authors highlight the existence of multiple cellular reservoirs of regenerative capacity 

which may allow a more effective reparative response.  

Moreover, on light microscopy observations, beating cilia were easily observed when the 

biopsy was just viewed before cell detachment in order to begin the monolayer culture. The 

assurance of cell viability could easily relate to the better cell behaviour leading to increase 

cell adherence for further dedifferentiation/differentiation process. 

The biology and relevance of stem cells in bronchial epithelium remain unclear. Identification 

of cellular and molecular mechanisms of bronchial stem cells involved in repair, proliferation, 
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and mucociliary differentiation under normal and pathological conditions will provide better 

knowledge of the cellular differentiation in regards to the development of new therapeutic 

strategies or developing methods of airway reconstruction such as an artificial trachea. 
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Figure Legends 

Figure 1: (A) Percentage of success to obtain a monolayer culture (ML), the passage on filter 

(pALI) and the complete success of 28 days ALI culture (ALI 28d) in controls, smokers, COPD, 

mild and severe asthma. (B) A representative figure of an ALI culture at 28 days differentiation. 

(C) Percentage of epithelial cells (ciliated, goblet and basal cells) during the differentiation 

process to 28 days ALI cultures using immunofluorescence with specific antibody respectively 

against β-tubulin IV, Muc5AC and p63. 

 

Figure 2: Characteristic of beating ciliated epithelial cells using light microscopy when 

endobronchial biopsy was obtained before the culture process. 

 

Figure 3: Percentage of success to obtain a monolayer culture (ML), the passage on filter (pALI) 

and the complete success of 28 days ALI culture (ALI 28d) in bronchial biopsies from the overall 

patients significantly different between cultures obtained from initial biopsies where beating 

ciliated cells were present versus not (p= .00001, .000002, .0002 using2 test respectively). 

 

Figure 4: Cox model applied to evaluate the time of success for cultures differentiated with 

the presence or not of beating ciliated epithelial cells. 
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Table 1: Demographic and clinical characteristics of subjects 

 Overall 
N=463 

Control 
N=83 

Smoker 
N=65 

COPD 
N=130 

Mild-Mod A 
N=61 

Severe A 
N=124 

Sex F (n, %) 214 (47) 49 (60) 20 (31) 22 (17) 39 (66) 84 (68) 

Age (mean sd) 54.714.4 50.117.0 53.514.2 62.410.2 52.514.6 51.513.1 
BMI 24.34.7 23.54.6 24.94.8 23.84.2 22.42.8 27.96.3 
FEV1 % 78.822.7 97.812.9 96.418.4 64.220.5 89.615.0 71.319.1 
FVC % 94.821.7 98.219.4 103.521.9 88.720.8 112.415.4 83.514.5 
FEV1/FVC 64.814.0 78.59.5 75.66.0 55.711.1 69.810.7 59.113.7 
ICS (n, %) 172 (37) 0 (0) 0 (0) 33 (25) 38 (62) 101 (81) 
OCS (n, %) 70 (15) 6 (7) 4 (6) 4 (3) 2 (3) 54 (44) 
SABA (n, %) 102 (22) 0 (0) 0 (0) 15 (12) 15 (25) 71 (57) 
LABA (n, %) 165 (36) 0 (0) 0 (0) 36 (28) 28 (46) 99 (80) 
LAMA (n, %) 23 (5) 0 (0) 0 (0) 18 (24) 1 (2) 3 (2) 

 

MTP/MRS 204/259 34/49 64/1 82/48 9/52 15/109 
Biopsy Number (mean 

sd) 
1.571.09 1.581.16 2.880.96 1.901.28  1.250.85 1.070.40 

Biopsies grown by a 
senior operator (n, %) 

259 (70) 48 (77) 32 (49) 69 (53)  37 (79) 73 (85) 
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7. Discussion de l’article 3 

 

Depuis le début de l’histoire des études in vitro des cellules épithéliales bronchiques, 

plusieurs modèles ont été établis, tentant de représenter fidèlement cet épithélium 

pseudostratifié complètement différencié. L’utilisation de cellules dérivées de 

carcinome, telles que les cellules Calu-3, a permis d’obtenir des épithélia unistratifiés, 

avec des cellules polarisées et confluentes, mais sans présence de cils. Toutefois, la 

culture de ces cellules en ALI génère des épithélia morphologiquement plus 

représentatif de la structure in vivo (214). Egalement, des lignées cellulaires 

transformées par des virus (les 16HBE14o-) ont été cultivées dans le but d’obtenir un 

modèle d’étude de cellules épithéliales bronchiques. Cela a mené à la formation de 

multicouches de cellules polarisées ayant un défaut de production de mucus (215). 

Enfin, des cellules primaires bronchiques ont été utilisées afin d’obtenir cette fois des 

cellules bien différenciées, représentatives du phénotype bronchique humain, mais 

avec un temps de demi-vie limité. Il est essentiel de cultiver ces cellules en ALI afin 

d’avoir des cellules polarisées complètement différenciées (216).  

Nous essayons depuis une dizaine d’années maintenant de développer des 

techniques afin d’obtenir des structures pseudostratifiées bien différenciées ayant 

également des caractéristiques de différenciation identique à la situation in vivo. Les 

cellules épithéliales bronchiques primaires, plus particulièrement, présentent une 

différenciation mucociliaire comparable à la situation in vivo lorsque cultivées en ALI 

(217). Aujourd’hui, cette technique pour obtenir des épithélia in vitro est largement 

utilisée mais la caractérisation de ce modèle n’est pas complètement établie, même si 

la persistance du phénotype pathologique a bien été décrit (205).  

La procédure de culture en ALI des cellules épithéliales bronchiques est chronophage 

ainsi que complexe, en ajoutant la difficulté qu’il est nécessaire d’avoir un nombre 

conséquent de matériel biologique pour pouvoir effectuer les expériences (218). C’est 

la raison pour laquelle nous voulons décrire les conditions optimales d’obtention 

d’épithélium bronchique cultivé ALI, afin d’adresser une liste de facteurs de risque 

pouvant prédire le succès de la prise de la culture.  

Cette étude a été réalisée par deux centres experts permettant le recueil d’échantillons 

de 2009 à 2013. Seulement 40% des biopsies provenant des 463 bronchoscopies 
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effectuées ont permis d’obtenir un épithélium bronchique exploitable, cultivé en ALI 

pendant 28 jours. Le pourcentage de prise de la culture parait faible mais reflète 

complètement les difficultés techniques de la méthode. 

Ensuite, afin de caractériser l’évolution de la différenciation dans notre modèle, nous 

avons comptabilisé la proportion des types cellulaires présents au cours de la culture 

cellulaire. Des marqueurs spécifiques des cellules ciliées (anticorps anti-tubulineIV), 

des cellules à mucus (anticorps anti-MUC5AC) et des cellules basales (anticorps anti-

p63) ont été utilisé. Au stade initial de différenciation mucociliaire (au jour 0 de culture 

en ALI), nous détectons des populations de cellules souches, marquées p63+ ou 

indifférenciées, qui ensuite régressent au cours de la culture. Il a déjà été rapporté que 

les cellules basales étaient impliquées dans la régénération de l’épithélium bronchique 

humain(38). Au contraire, les cellules ciliées et à mucus augmentent en proportion, de 

J7 à J14 de culture en ALI, pour atteindre leur différenciation maximale à J28. Ces 

résultats sont en accord avec des études précédentes décrivant la différenciation 

mucocilaire de l’arbre trachéobronchique (219). 

La découverte majeure de notre étude est de corréler le succès de la culture en ALI 

par la présence de cellules ciliées qui battent au niveau de la biopsie initiale. Il aurait 

été intéressant d’étudier le profil histologique de ces biopsies, mais tous les 

échantillons obtenus lors des bronchoscopies ont été utilisés afin d’optimiser les 

chances de prise de la culture. Ce résultat est-il le reflet d’un rôle progéniteur des 

cellules ciliées, ou seulement un indice visuel de la viabilité cellulaire des cellules 

initialement présentes sur la biopsie ? D’autres expériences doivent être faites pour 

répondre à cette question.  

 

8. Conclusion de l’article 3 

 

La biologie des cellules souches de l’épithélium bronchique reste inconnue. 

L’identification de leurs mécanismes cellulaires et moléculaires, impliqués dans la 

réparation et la prolifération cellulaire ainsi que dans la différenciation mucociliaire, en 

conditions normales et pathologiques, pourrait apporter une meilleure connaissance 

de la différenciation cellulaire. Ainsi, il sera possible d’envisager le développement de 
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nouvelles stratégies thérapeutiques ou de nouvelles méthodes de reconstruction des 

voies respiratoires tels que des trachées ou des bronches artificielles. 
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III. Supplémentation exogène en CCSP 

 

1. Résumé de l’article 4  

 

Un déficit en cellules Club et en protéine CCSP est observé chez les patients atteints 

de BPCO et d’autres maladies respiratoires chroniques telles que l’asthme ou le 

syndrome de bronchiolite oblitérante (78, 171, 220). Il semble évident que les cellules 

CCSP+ jouent un rôle dans la prolifération cellulaire ainsi que dans 

l’immunomodulation et l’anti-inflammation via sa protéine sécrétée CCSP (35, 105, 

181, 183). Cependant, comme discutés précédemment, la plupart des travaux ont été 

effectués dans un modèle murin ayant un phénotype cellulaire différent de l’épithélium 

respiratoire humain.  

Nous avons donc étudié l’effet de la supplémentation en CCSP sur l’inflammation 

bronchique dans la BPCO, dans le modèle ex vivo d’épithélium bronchique développé 

dans notre laboratoire. 

Nous avons réalisé une analyse morphométrique des biopsies bronchiques initiales 

de 13 patients BPCO, 8 fumeurs et 8 sujets contrôles. Les cultures en ALI de ces 

mêmes biopsies ont ensuite été exposées au CSE et traitées ou non avec CCSPrh. 

Les concentrations en IL8 et en protéine CCSP ont été déterminées dans les 

surnageants épithéliaux à l’état de base et après stimulation tabagique. 

 

Nous avons montré que : 

1) Au niveau des biopsies bronchiques, la densité cellulaire des épithélia de 

patients BPCO est plus importante tandis que les cellules marquées CCSP+ 

sont moins présentes comparativement à des épithélia de sujets sains (p=0.03) 

(Table 2). 

2) A l’état de base, les épithelia de BPCO cultivés en ALI sécrètent moins de 

protéine CCSP (p=0.04) et plus d’IL8 (p<.0001) (Figure 2a et 3a).  

3) La supplémentation exogène en CCSP des épithélia de BPCO cultivés en ALI 

permet de diminuer la sécrétion d’IL8 induite par le CSE (Figure 3b). Cela 
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permet de rétablir des concentrations en IL8 proche de celles mesurées dans 

les surnageants d’épithélia de fumeurs et de sujets sains. 

4) Une corrélation inverse est observée entre la sécrétion d’IL8 par les épithélia 

cultivés en ALI et la densité de cellules CCSP+ dans les biopsies bronchiques 

correspondantes (p=.0073) (Figure 4). 

 

2. Article 4 : « Supplementing Defect in Club Cell Secretory Protein 

Attenuates Airway Inflammation in COPD. » 

Publié dans Chest en 2014
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 Supplementing   Defect in Club Cell Secretory Protein 
Attenuates Airway Infl ammation in COPD   
  Anne Sophie   Gamez   ,  MD ;  Delphine   Gras ,  PhD ;  Aurélie   Petit ,  PhD ;  Lucie   Knabe ,  MSc ;  Nicolas   Molinari ,  PhD ; 
 Isabelle   Vachier ,  PhD ;  Pascal   Chanez ,  MD ,  PhD ; and  Arnaud   Bourdin ,  MD ,  PhD  

  BACKGROUND:    Club cell secretory protein (CCSP) is a protective biomarker associated with 
annual decline in lung function. COPD progression results from an imbalance between injury 
and repair initially triggered by cigarette smoking. 
  OBJECTIVE:    We investigated the eff ect of CCSP as a therapeutic strategy to restore the balance 
between injury and repair in COPD simultaneously, validating an ex vivo air-liquid interface 
(ALI) culture of human bronchial epithelial cells. 
  METHODS:    Endobronchial biopsy specimens (EBBs) were obtained from 13 patients with 
COPD, eight smokers, and eight control subjects. Morphometric analysis of the initial EBBs 
was performed. ALI cultures derived from the same EBBs were exposed to cigarette smoke 
extract (CSE) with or without exogenous recombinant human CCSP (rhCCSP) supplementa-
tion. CCSP and IL-8 concentrations were assessed at steady state and aft er CSE exposure. 
  RESULTS:    Morphometric analysis of the initial EBBs showed increased cell density but 
decreased immunostaining of CCSP 1  cells in EBBs of patients with COPD ( P   5  .03 vs control 
subjects). At steady state, lower CCSP ( P   5  .04) and higher IL-8 levels ( P   ,  .0001) were found 
in COPD ALI epithelium. Exogenous rhCCSP supplementation dampened CSE-induced 
IL-8-release in patients with COPD and returned to levels similar to those of smokers and 
control subjects ( P   5  .0001). A negative correlation was found between IL-8-release in ALI and 
CCSP 1  cell density in initial biopsy specimens ( P   5  .0073). 
  CONCLUSIONS:    In vitro, rhCCSP exogenous supplementation can reverse CSE-induced IL-8 
release in biopsy specimens from patients with COPD, indicating a potential use of this strategy 
in vivo.      CHEST  2015; 147(6): 1467 - 1476  

 [     Original Research  COPD      ] 

 Manuscript received May 15, 2014; revision accepted November 3, 
2014; originally published Online First December 4, 2014. 
  ABBREVIATIONS:  ALI  5  air-liquid interface; CCSP  5  club cell secretory 
protein; CSE  5  cigarette smoke extract; DAPI  5  4′,6-diamidino-2-
phenylindole; EBB  5  endobronchial biopsy specimen; LDH  5  lactate 
dehydrogenase; PBS  5  phosphate-buff ered saline; rhCCSP  5  recombinant 
human club cell secretory protein 
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  Imbalance between injury and repair is thought to play 
a critical role in COPD progression, as depicted by the 
presence of peribronchiolar fi brosis and hyperplasia of 
mucus-secreting epithelial cells  .  1   Interestingly, the club 
cell secretory protein (CCSP) polymorphisms have been 
involved in COPD pathogenesis,  2   while serum CCSP 
level was found to be a major protective biomarker asso-
ciated with annual decline of lung function.  3   Club cells  4   
are thought to be a heterogeneous cellular population  5   
that plays a protective role in COPD thanks to its roles 
in proliferation (as a resident stem cell niche), detoxifi -
cation, antiinfl ammation, and immunomodulation.  6-9   
Now a large body of evidence supports the notion that 
these cells play a critical role in epithelial regeneration 
and airway repair aft er injury.  10   Moreover, fewer 
CCSP-producing cells has been observed in COPD and 
other chronic airway diseases with a remodeling fea-
ture, such as asthma or post-transplant obliterative 
bronchiolitis.  11-16   

 CCSP is a 10-kDa protein. It is the most abundant protein 
found in BAL (2-4 mg/L) in humans. It is a small, globular, 
nonglycosylated, monodimeric protein. Its roles cover 
endogenous antiinfl ammatory properties through 
phospholipase A2 inhibition  17   and subsequent decreased 
eicosanoid production. CCSP is also known to play 
an immunosuppressive role, predominantly against 

 Materials and Methods 
 Subjects 
 Th e study recruited 29 subjects (13 patients with COPD, eight smokers, 
and eight control subjects who had never smoked) at the Arnaud 
de Villeneuve Hospital, Montpellier, France, in 2010. COPD diag-
nosis was based upon evidence of nonreversible obstructive airfl ow 
FEV 1 /FVC  ,  0.7, FEV 1  improvement aft er inhaling 200 to 400  m g of 
albuterol  ,  12% and 200 mL, and a smoking history of  .  10 pack-years; 
and without any evidence for alternative diagnosis according to the best 
standard of care (ie, no history of any other respiratory disease based on 
clinical examination or CT scan fi ndings). Smoking status was recorded 
(active vs weaned). Smokers and healthy subjects had no airfl ow limita-
tion. At the time of EBB collection, patients were at steady state and free 
of any exacerbation for at least 6 weeks. Bronchoscopy was performed 
when indicated by a chest physician, usually for peripheral-nodule 
exploration or other CT scan abnormalities. Bronchoscopy indication 
in control subjects was checked by the operator before enrollment and 
confi rmed as follows: foreign body suspicion and/or removal (n  5  5), trau-
matic pneumomediastinum (n  5  2), and CT scan abnormality (n  5  1; 
corresponded to a peripheral nodule in a young patient without any 
respiratory disease, but discovered with an opacity at medical occupational 
visit on systematic chest radiograph [fi nal diagnosis, hamartochon-
droma]). Th e study protocol was approved by the ethics committee of 
our institution (approval No. 2013-A00553-42), and all patients agreed 
to participate by reading and signing written informed consent forms. 
All measurements and experiments were performed in a blinded fashion. 

 Endobronchial Biopsy Specimens 
 All subjects underwent fl exible bronchoscopy, and two to three biopsy 
specimens were collected from each patient by using alligator forceps 

(Olympus Corp) on a subsegmental bronchus of the left  lower lobe, as 
previously described.  23   Briefl y, local anesthesia (lidocaine, 1%-5%; max-
imum dose, 300 mg; AstraZeneca plc) was administered to the nasal 
and buccal cavity, followed by insertion of a fi ber-optic bronchoscope 
(Olympus BF20; Olympus Corp) into the trachea through the nose. 

 Measurements of Basement Membrane and 
Epithelial Thickness and of CCSP Positive Staining 
 One biopsy specimen from each patient was fi xed in neutral 4% form-
aldehyde buff er and embedded in paraffi  n. Four to six sections were 
apposed on a slide and stained with hematoxylin and eosin. Basement 
membrane and epithelial thicknesses were expressed as the average 
area-to-length ratio using Wilson’s method, as previously described.  24   All 
measurements were generated with a light microscope at  3  400 magni-
fication (Olympus TH2; Olympus Corp) linked to a charged-couple 
device camera (Sony DXC950P; Sony Corp). Morphometric analyses 
were performed using dedicated soft ware (ImageJ; US National Institutes 
of Health). Th e pixel resolution was 0.02  m m. 

 CCSP staining was performed using CC protein human rabbit polyclonal 
antibody (Biovendor Inc). Th e stained area was expressed as a percent-
age of the total epithelial area. All nuclei were manually counted and 
cell density per  m m 2  of epithelial area was computed. All well-oriented 
(ie, perpendicular to the basement membrane with respect to a pseu-
dostratifi ed organization  ) fi elds per slice were measured. Results were 
expressed as a density of CCSP 1  cells (stained area of CCSP divided by 
total cell density). 

 To further characterize CCSP-expressing cells, dual staining was 
performed using, respectively, MUC5AC (Abcam plc) and tubulin IV 
(Sigma-Aldrich Co LLC) antibodies in four patients with COPD and 

FOR EDITORIAL COMMENT SEE PAGE  1447 

T-helper 2 cells. It is an antioxidant protein that contains 
a hydrophobic pocket for phospholipids and pollutants. 
Other properties may involve a direct interaction with 

neutrophils that are potential, key cellular partners in 
COPD.  18   

 Most of these fi ndings rely on animal studies, in which 
club-cell biology is rather diff erent from cell biology in 
humans. In mice, club cells are the predominant cell 
type in the airway from the trachea to the terminal 
bronchiole.  8   

 Air-liquid interface (ALI) cultures of airway epithelium 
obtained from endobronchial biopsy specimens (EBBs) 
collected during bronchoscopy allow new insights into 
the dynamics and interactions of diff erent epithelial cell 
phenotypes at steady state and aft er stimulation, in health 
and disease.  19-22   We investigated if a CCSP defect is a hall-
mark of the airway epithelium in COPD and if it could 
be reproduced ex vivo in ALI cultures. We tried to restore 
the imbalance between injury and repair by using exoge-
nous CCSP supplementation in ALI cultures obtained 
from control subjects, smokers, and patients with COPD, 
and from cultures exposed to cigarette smoke extracts 
(CSEs), with IL-8 release being the marker of injury. 
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four control subjects. 4′,6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (DAPI 
stain; Sigma-Aldrich Co LLC) was applied for nuclei counterstaining. 
Negative control subjects were assessed by applying the secondary anti-
body only (Alexa fl uor 488 donkey anti-mouse IgG for MUC5AC and 
tubulin IV, and Alexa fl uor 555 donkey anti-rabbit IgG for CCSP, respec-
tively (both from InVitroGen Corp). Morphometric analysis was done 
at  3  40 magnifi cation using dedicated soft ware (Cell P; Olympus Corp). 
Total epithelial cell count was obtained by assessing the number of 
DAPI-counterstained nuclei, and different cell types were assessed. 
For each biopsy specimen, all adequate fi elds were analyzed eliciting 
computations from epithelial areas corresponding to 1 to 1.5 mm of the 
basement membrane length. 

 Human Bronchial Epithelial Cell Primary Cultures 
Under ALI 
 Primary human bronchial epithelial cells were obtained from remaining 
EBBs (usually two) and cultured under ALI conditions, as previously 
described by Gras et al.  19   Cells were maintained in culture for 21 days 
to obtain a diff erentiated cell population with a mucociliary phenotype. 

 Cigarette Smoke Extract 
 Commercial cigarettes (Marlboro; Philip Morris USA Inc) were smoked 
by continuous suction in a chamber connected to a vacuum. Mainstream 
smoke was drawn through 30 mL of phosphate-buff ered saline (PBS) 
that was prewarmed to 37°C by application of a vacuum to the vessel 
containing the PBS. Each cigarette was smoked for 8 min, and three 
cigarettes were used per 30 mL of PBS to generate a CSE-PBS solution. 
Th is solution was adjusted to pH 7.4 and the solution was sterilized 
through a 0.2- m m fi lter. We obtained a 100% stock solution of CSE, 
diluted to 50%, 25%, and 10% CSE solution. Solution equivalent to 0% 
CSE contained PBS only. 

 Exposure of Bronchial Epithelial Cell Culture to CSE 
 Time-course and dose-response slopes were acquired in seven control 
samples at time points 6, 12, 24, and 48 h   to select the most appropriate 
conditions. Mixed-eff ect models taking into account the repeated mea-
surements showed no signifi cant diff erences. Basically, CSE-induced 
IL-8 release was then visually chosen as being maximal without excessive 

cell mortality at 24 h of CSE exposure at a dilution of 50%. Epithelial 
integrity and cell mortality were tested using morphologic appearance 
of the culture, and lactate dehydrogenase (LDH) release (enzyme-linked 
immunosorbent assay; Abcam plc) was assessed in the supernatant col-
lected at 24 h in controlled conditions, and in CSE 50%, and compared 
with Triton 1% (used as a reference for 100% mortality) in three samples.   

 Exposure of Bronchial Epithelial Cells to 
Recombinant CCSP 
 Inhibitory potentials of recombinant human CCSP (rhCCSP) 
(rhUteroglobin/SCGB1A1; R&D Systems Inc) were tested at two dif-
ferent concentrations: 3 and 0.3  m g/mL, which were the maximal and 
minimal concentrations found in BAL. rhCCSP was applied at the 
apical pole of culture cells in ALI with and without CSE. 

 Measurement of IL-8 and CCSP Concentrations 
 IL-8 and CCSP concentrations were assessed in the apical lavage of ALI 
cultures before and aft er CSE stimulation using enzyme-linked immu-
nosorbent assay kits (Diaclone SAS and Biovendor Inc, respectively). 
Apical lavage was a brief rinse of the apical side of the cell layer in culture 
with 200  m L of PBS gently reaspirated. Total RNA was purifi ed from 
cell lysates (RNeasy; Qiagen NV), and cDNA was synthesized (Ready-
to-Go RT-PCR beads; General Electric Co). Human CCSP gene expres-
sion was determined by quantitative reverse transcriptase-polymerase 
chain reaction (LightCycler480; F. Hoffmann-La Roche Ltd) using 
SybrGreen and specifi c primers (Eurofi ns MWG Operon Inc), and using 
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase as an internal control. 

 Statistical Analysis 
 Continuous variables were expressed as mean and SD when normally 
distributed and then compared using analysis of variance; in other cases, 
median and interquartile ranges were considered and comparisons 
done using a nonparametric test. A mixed-eff ect model was built to 
test for repeated measures when applicable. A nonlinear regression was 
tested for correlations between initial biopsy-specimen data derived 
from morphometric analysis and data generated upon ALI cultures. As 
there were no data available in the literature, the study size was based 
upon our preliminary results.    

 Results 
 Subject Characteristics 

 Bronchial biopsy specimens from 13 patients with COPD, 
eight smokers, and eight healthy subjects successfully 
grew in ALI culture and were considered for analysis. 
Clinical characteristics of the subjects are reported in 
 Table 1 .   Most patients with COPD had mild airfl ow 
obstruction, were men, and had been weaned from 
smoking for more than 1 year. Cumulative smoking his-
tory was similar in patients with COPD and smokers. 
Patients with COPD were taking more medications than 
the smokers, including inhaled corticosteroids and 
long-acting bronchodilators. 

 Morphometric Analysis and CCSP Staining 
in Proximal Airways 

 Morphometric analysis showed a signifi cant increase 
in epithelial cell density in COPD as compared with 
smokers and control subjects ( Table 2 ).   While negative 
control cultures (secondary antibody only) showed no 
detectable staining, we found a signifi cant decrease in 

CCSP-expressing cell density in the airway epithelium 
obtained from patients with COPD ( P   5  .030 between 
control subjects and COPD) ( Table 2 ). Representative 
pictures of CCSP immunostaining are given in  Figures 1A  
and 1B.   CCSP-expressing cells usually presented as 
undistinguishable epithelial cells, nonciliated and non-
mucous, with staining predominant at the apical side 
next to the lumen. Representative pictures of dual stain-
ing assessed for CCSP-MUC5AC and CCSP-tubulin IV 
are presented in  Figure 1C . Basically, only few cells 
exhibited dual staining for both MUC5AC and CCSP, 
and this never occurred with tubulin IV. Similar levels 
of those double-positive CCSP-MUC5AC cells were 
seen in cultures from patients with COPD and control 
subjects. More MUC5AC- and fewer CCSP-expressing 
cells were observed in cultures from patients with COPD 
(ratio CCSP/MUC5AC-expressing cells, 0.2  �  0.1 
vs 0.8  �  0.8;  P   5  .05). 

 CCSP in Upper Lavage of Cell Cultures 

 CCSP concentrations were signifi cantly lower in the 
apical lavage of ALI cultures from patients with COPD 



 1470   Original Research      [    1 4 7  #  6    C H E S T    J U N E    2 0 1 5    ]  

  TABLE 1   ]     Demographic   Description of the Subjects 

Characteristics COPD (n  5  13) Smokers (n  5  8) Control Subjects (n  5  8)  P  Value

Age, mean  �  SD, y 60.6  �  14.2 47.7  �  17.4 44.1  �  22.9 .1422

Sex, % male 92.3 62.5 50 .0660

Cumulative smoking, mean  �  SD, pack-y 37.3  �  17.7 40.0  �  16.8 NA .7880  a  

FEV 1 /FVC, mean  �  SD 0.547  �  0.135 0.805  �  0.076 0.782  �  0.058  ,  .0001

FEV 1 , mean  �  SD, % 59.8  �  25.7 91.1  �  10.4 106.3  �  18.4 .0004

GOLD 2011 status, % I-II 61 NA NA NA

Smoking status, % weaned  .  1 y 69.3 0 NA NA

Treatments, % NA

 ICS 39 0 0

 LABA 54 0 0

 LAMA 39 0 0

 Other  b  23 25 0

 GOLD  5  Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease; ICS  5  inhaled corticosteroid; LABA  5  long-acting  b -adrenoceptor agonist; LAMA  5  long-
acting muscarinic antagonist; NA  5  not applicable. 
  a Diff erence between patients with COPD and smokers. 
  b Other treatments included statins and angiotensin-converting enzyme inhibitors, respectively, in three and two patients with COPD and statins in 
two smokers. 

  TABLE 2   ]     Morphometric Analysis of the Initial Endobronchial Biopsy Specimens 

Criteria COPD (n  5  13) Smokers (n  5  8) Control Subjects (n  5  8)  P  Value

Basement membrane thickness,  m m 8.8  �  0.9 12.0  �  2.1 10.1  �  4.3 .389

Epithelial thickness,  m m 55.8  �  22.6 42.4  �  7.1 41.4  �  8.3 .144

Epithelial cell density (No. of cells/mm BM) 0.640  �  0.403 0.337  �  0.106 0.305  �  0.055 .003

CCSP 1  cell density (% stained area/cell density) 10.8  �  9.9 35.9  �  59.2 51.6  �  33.4 .030

 Data given as mean  �  SD. BM  5  basement membrane; CCSP  5  club cell secretory protein. 

when compared with that of control subjects ( P   5  .040). 
CSE was added at 50% for 24 h and had no signifi cant 
eff ect on CCSP release ( Fig 2A ).   CCSP mRNA expression 
was not signifi cantly diff erent between groups ( Fig 2B ). 
Epithelial integrity and viability were unaff ected by 
CSE 50%, as direct observation of the cultures showed 
persistent cilia beating and mucus secretion; LDH con-
centrations remained similar to control conditions and 
lower than cultures exposed to Triton 1% ( Fig 2C ). 

 rhCCSP Modulates CSE-Induced IL-8 Release 

 Basal levels of IL-8 were signifi cantly increased at steady 
state and aft er CSE exposure in ALI cultures from 
patients with COPD ( P   5  .048) ( Fig 3A ).   Exogenous 
supplementation with rhCCSP dramatically reduced 
CSE-induced IL-8 release in patients with COPD 
(mixed-eff ect model, overall  P  value in COPD  5  .0005; 
combined group and rhCCSP eff ect in COPD,  P   5  .0001 
for both rhCCSP concentrations of 300 and 3,000 ng/mL). 
Th ere was no signifi cant eff ect in other groups and 
conditions ( Fig 3B ). At the basolateral side, IL-8 con-

centrations were similar in upper lavages ( t  test  P   5  .74 
for n  5  11; as some data were missing, only upper lavages 
were analyzed). 

 Correlation Between CCSP 1  Cells and Basal 
IL-8 Levels 

 Exploratory correlations between initial biopsy and cul-
ture fi nding were tested. Th e number   of CCSP-expressing 
cells in the initial EBB was signifi cantly negatively cor-
related with the initial IL-8 concentration in the apical 
ALI culture lavage following an exponential distribution 
( r  2   5  0.7249,  P   5  .0073) ( Fig 4 ).   

 Discussion 
 In the present study, we fi rst demonstrated fewer 
CCSP 1  cells associated with an increased epithelial 
density in the proximal airways of patients with COPD. 
For the fi rst time to our knowledge, decreased CCSP pro-
duction contrasted with increased IL-8 production was 
reproduced in the ex vivo model of ALI culture of bron-
chial epithelium, mimicking the imbalance between 
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  Figure 1  – Representative   pictures of CCSP staining in paraffi  n-embedded biopsy specimens (CCSP stain, original magnifi cation  3  400). A, Staining of a 
biopsy specimen   from a patient with COPD. B, Only few apical CCSP 1  stained areas are seen contrasting with a wider repartition and intensity in 
control subjects. C, Representative pictures of dual staining for CCSP-MUC5AC and CCSP-tubulin IV in specimens from control subjects and patients 
with COPD and their respective control cultures (secondary antibodies only) observed in paraffi  n-embedded, initial bronchial biopsy specimens. White 
arrows indicate dual-stained cells. CCSP  5  club cell secretory protein; DAPI  5  4′,6-diamidino-2-phenylindole.   

infl ammation and repair that are the hallmarks of COPD. 
Second, addition of rhCCSP in ALI cultures, stimulated 
by CSE, showed a dramatic decrease of apical IL-8 released 
in patients with COPD. Finally, density of CCSP-
expressing cells in the initial EBB negatively correlated 
with basal IL-8 release assessed during ALI culture. 

 CCSP-related cells were reported in the proximal airways 
in the present study and were found in our reconstituted 
model. Th ese cells were initially described in the distal 
airways, but they have been found by other authors in the 
whole bronchial tree.  14,25   Th e present fi ndings confi rmed 
previous reports  13,14,25   showing fewer CCSP 1  cells in 
various diseases, including COPD and bronchiolitis 
obliterans syndrome, at the distal level. Of note, CCSP-
expressing cells in the proximal airways may also express 
MUC5AC but not tubulin IV, suggesting a potential of 
CCSP-expressing cells to diff erentiate into goblet cells. 
In that case, double-stained cells may represent cells 
following this process and expressing both markers 
transiently.  5,20   

 Th e decrease   in CCSP release from the reconstituted 
epithelium in ALI was consistent with previous reports 
showing a decreased level in BAL and sputum fl uid 
supernatants.  11,26   Some reports related CCSP polymor-

phisms to COPD clinical and functional characteristics. 
CCSP was proposed as a potential biomarker that may 
protect against accelerated FEV 1  decline in COPD.  2,3   
Th is came with the development of the pneumoprotein 
serum levels increase as pneumoproteins leak from the 
airway due to various injuries.  27   

 Th e defect in CCSP cells and the low level observed in 
the present study suggest a crucial role for CCSP as a 
marker of structural changes in the epithelium in 
COPD. CCSP can orchestrate regeneration/reparation 
at the site of epithelial injury, especially in distal airways. 
We extended this role to the whole bronchial tree. It can 
be an important marker for COPD and a potential agent 
participating in the healing process. 

 ALI cultures are widely used as interesting human-
derived cellular models to test new hypotheses and 
treatments in chronic airway diseases. We reported 
that airway epithelial cell phenotype was sustained 
ex vivo in severe asthma.  19   Th ese fi ndings led us to use 
this model in COPD and investigate new mechanisms 
associated with this devastating disease. 

 Using this ex vivo model, we report an exaggerated 
release of the inflammatory mediator IL-8 and a 
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decreased CCSP release in COPD. We used rhCCSP at 
diff erent doses that reproduced the range of in vivo 
BAL concentrations. Our results seemed unaff ected by 
the dose. We carefully checked the baseline spontaneous 
CCSP release levels, and what we observed was not 
related to CSE. 

 Th ose fi ndings fi t previous data  28,29   obtained using 
BAL  30,31   or induced sputum analysis.  11,32   Th ey can be 
combined with the numerous studies showing neu-
trophilic infi ltration in biopsy specimens, as IL-8 is a 
well-known, potent, neutrophil chemoattractant factor. 

 Our data support the persistence or “memory” of a pro-
infl ammatory phenotype at the epithelial level in COPD 
despite the diff erent steps of the culturing process and 
the duration of the procedure to restore a fully diff eren-
tiated bronchial epithelium. Th ose fi ndings indicate that 
abnormal epithelium is a constant characteristic of the 
bronchi in COPD and may be a target for a real disease-
modifying drug. Critical views on epigenetic transforma-
tion of the airway epithelium in COPD are required 
to better understand whether it can be reversed or 
not.  33-36    

 Various microorganisms and active smoking are known 
proinfl ammatory triggers of the epithelium in COPD. 
Of note, none of the patients with COPD were still 
active smokers, and we performed biopsy procedures at 
a long distance from a potential infectious, related epi-
sode. Th e smokers included were quite heavy smokers 
(similar to COPD), so they were considered as not sus-
ceptible to COPD development. Th e cell cultures of the 
smoker group behaved more like control subjects than 
patients with COPD,   which suggests that our fi ndings 
are more related to the disease than the cigarette smoke 
only. Moreover, IL-8 release assessed in the apical 
lavage of ALI cultures at steady state was similar in 
smokers and control subjects. Th is was not the case for 
CCSP release, where a trend toward a decrease was also 
seen in smokers (the role of ongoing active smoking 
could not be properly addressed in our study). Potentially, 
most CCSP production may take place lower in the air-
ways in vivo and the proximal assessment presently eval-
uated may not refl ect the whole organ. Interestingly, we 
found no diff erence in messenger RNA expression 
between groups, suggesting posttranscriptional regula-
tions, including the possibility of a nonsecreted form of 
the protein. Th e ability of rhCCSP supplementation to 
signifi cantly reduced CSE-induced IL-8 release in 
patients with COPD led us to consider its use as a ther-
apeutic agent. 

  Figure 2  – A, CCSP levels in air-liquid interface (ALI) apical lavage 
(between-group  P   5  .04 at baseline; CSE had no signifi cant eff ect [mixed-
eff ect model  P   5  .84 for interaction between condition and groups]). 
Boxplots display median and interquartile ranges, while error bars repre-
sent 95% CIs. B, CCSP mRNA values at baseline (between-group  P   5  .72). 
Boxplots display median and interquartile ranges, while whisker bars 
represent 1 SD above the mean. Outliers are plotted as individual points. 
C, LDH release at 24 h in the ALI supernatant from cultures unexposed 
(control), exposed to CSE 50%, and compared with Triton 1%. CSE  5  
cigarette smoke extract; LDH  5  lactate dehydrogenase; mRNA  5  messenger 
RNA. See Figure 1 legend for expansion of other abbreviation.   
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  Figure 3  – A, Baseline IL-8 levels ( P   5  .048). B, Eff ect of 24-h CCSP exogenous supplementation on CSE-induced IL-8 release in patients with COPD, 
smokers, and control subjects (mixed-eff ect model: overall  P  value in COPD  5  .0005; combined group and CCSP eff ect,  P   5  .0001 for both CCSP con-
centrations of 300 and 3,000 ng/mL; no signifi cant values in other groups and conditions). See  Figure 1 and 2  legends for expansion of abbreviations.   
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  Figure 4  – Correlation between density of CCSP-expressing cells in the initial biopsy specimens and IL-8 levels   in ALI culture at d 28 ( P   5  .0073). See 
 Figure 1  and  2  legends for expansion of abbreviations.   

 We observed a correlation between data obtained from 
the initial biopsy specimens and from the ALI culture. 
Th is also validates the consistency of our ex vivo model. 
Th is negative relationship between CCSP-expressing 
cells and IL-8 is a potential validation of their biologic 
link despite the absence of causative link. It also sup-
ports the hypothesis that a sustained imbalance between 
injury and repair is involved in COPD pathobiology, 
even at baseline, as this relationship is negative. A tight 
link between IL-8/neutrophils and CCSP has been 
already suggested in previous reports.  6,8,11,14,18   Th e expo-
nential shape of the relationship was not observed before. 
It suggests the existence of a still-unknown intermediate 
hub. 

 Th e absence of investigation of the mechanisms respon-
sible for the defect in CCSP or for the inhibition of 
CSE-induced IL-8 release by rhCSSP use is a limitation 
of the present study. Regarding IL-8 inhibition, nuclear 
factor- k B and mitogen-activated protein kinase path-
ways are obvious candidate targets for rhCCSP, although 
the lack   of suffi  cient samples and remaining material 

precluded these investigations in the present study. 
Causes of decreased numbers of CCSP 1  cells and 
CCSP epithelial release may involve susceptibility path-
ways worth understanding. 

 Whether CCSP acts directly or indirectly at the cell 
level, through an unknown cell receptor or by binding 
surrounding toxicants and then limiting their delete-
rious cell eff ects, is somewhat important, but the result-
ing less-pronounced infl ammatory signal is potentially 
more important clinically. Recent evidence of nuclear 
factor-kB and ERK1/2 downexpression under CCSP 
supplementation are providing meaningful insight into 
cell changes off ered by CCSP, even though this does 
not really better address the question presently raised.  37   

 Overall, this study is an original contribution to a better 
understanding of COPD, with an emphasis on a defect 
in a physiologic host-defense process. Th ese fi ndings 
need confi rmatory data but raise hope for a more mech-
anistic attempt, using exogenous CCSP, to interfere with 
the natural history of COPD. 
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3. Discussion de l’article 4 

 

Nous retrouvons des cellules CCSP+ au niveau des voies aériennes proximales et 

celles-ci persistent lors de la culture en ALI de ces mêmes épithélia. Initialement, ce 

type cellulaire a été principalement décrit au niveau distal, mais plusieurs études ont 

depuis mis en évidence sa présence au niveau de l’arbre bronchique tout entier (34, 

78).  

La diminution de production de CCSP dans notre modèle ex vivo d’épithélium 

bronchique est cohérente avec les données de la littérature qui objectivent une 

diminution du taux de CCSP dans le LBA et dans les surnageants d’expectoration 

induite de patients BPCO (37, 77). Le déficit en cellules Club et le faible taux en CCSP 

des épithélia de BPCO suggèrent pour CCSP un rôle crucial comme marqueur des 

changements structuraux de l’épithélium.  

La culture en ALI semble constituer un modèle in vitro fiable permettant de mieux 

appréhender les mécanismes physiopathologiques fins sous-tendant les maladies 

respiratoires chroniques. Nous avons déjà démontré que les cellules épithéliales 

bronchiques d’asthmatiques sévères étaient capables de garder leur phénotype après 

re-différenciation (205). Ces résultats nous ont mené à utiliser ce modèle dans la 

BPCO. Nous rapportons ici une production exagérée d’IL8 et une diminution de la 

production de CCSP par les épithélia ex vivo obtenus à partir de biopsies de patients 

BPCO. Ceci sous-tend l’hypothèse de la persistance d’un phénotype pro-inflammatoire 

au niveau épithélial dans la BPCO, malgré les différentes étapes et la durée de culture 

nécessaires pour obtenir un épithélium pseudostratifié complètement différencié.  

Le tabagisme actif et l’infection par de multiples microorganismes sont des 

déclencheurs connus de l’inflammation au sens large dans la BPCO. Il est important 

de noter qu’aucun des patients n’était fumeur actif et l’acte technique pour récupérer 

les biopsies a été fait à distance de toute exacerbation d’origine infectieuse. De façon 

similaire aux BPCO, les fumeurs inclus avaient un nombre de paquets-année élevé ; 

ils ont donc été considérés comme faisant partie de la large proportion de fumeur 

n’étant pas susceptibles de développer la maladie. Les cultures cellulaires en ALI des 

biopsies de fumeurs s’apparentent d’un point de vue macroscopique à celles des 

sujets témoins, suggérant que les résultats obtenus sont liés à la maladie plutôt qu’au 
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statut tabagique seulement. De plus, la production d’IL8 à l’état de base dans les 

surnageants de culture en ALI était la même pour le groupe fumeur et le groupe 

témoin. Ce n’était pas le cas pour CCSP dont la concentration était moindre dans le 

groupe fumeur mais de façon non significative. Nous n’avons pas observé de 

différence dans l’expression de l’ARNm de CCSP ce qui laisse supposer des 

modifications post transcriptionnelles.  

La capacité de CCSPrh à diminuer de façon significative la production d’IL8 induite par 

le CSE chez les patients atteints de BPCO nous mène à considérer l’usage 

thérapeutique potentiel de cette protéine.  

Nous avons observé que le déficit en cellules CCSP+ sur les biopsies bronchiques 

initiales est inversement corrélé au taux d’IL8 sécrété par ces mêmes échantillons 

cultivés en ALI. Cela valide d’autant plus la robustesse de notre modèle ex vivo et 

constitue un argument pour leur lien biologique potentiel, même si aucune relation de 

cause à effet n’a été établie. 

 

4. Conclusion de l’article 4 

 

Cette étude contribue à une meilleure compréhension de la BPCO. Pour la première 

fois, une corrélation entre le déficit en cellules CCSP+ et une augmentation de la 

densité cellulaire épithéliale est observée au niveau des voies aériennes proximales 

chez le patient souffrant de BPCO. Dans notre modèle ex vivo d’épithélium bronchique 

cultivé en ALI, nous sommes parvenus à reproduire une diminution de production de 

CCSP qui contraste avec l’augmentation d’IL8, mimant ainsi le déséquilibre 

inflammation/anti-inflammation objectivé in vivo. Par ailleurs, nous avons démontré 

que la supplémentation en CCSP exogène des épithélia en ALI de patients BCPO 

préalablement stimulés par le CSE permet une diminution significative de la sécrétion 

d’IL8 au niveau apical. Enfin, la densité de cellules CCSP+ dans les biopsies 

bronchiques initiales se retrouve inversement corrélée au taux d’IL8 basal des épithélia 

bronchiques correspondants cultivés en ALI. Il reste maintenant nécessaire de 

comprendre les mécanismes mis en jeu lors de la supplémentation en CCSP exogène 

car celle-ci semble pouvoir interférer avec l’histoire naturelle de la maladie.
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5. Résumé de l’article 5 

 

CCSP joue donc un rôle important dans la régulation de l’inflammation, comme nous 

avons pu le voir précédemment (221), en réduisant la production d’IL8 stimulée par la 

fumée de cigarette dans des cellules épithéliales bronchiques humaines. Aussi, il a été 

démontré que CCSP pouvait avoir des propriétés intéressantes sur les neutrophiles, 

l’inflammation neutrophilique étant une des caractéristiques de la BPCO.  

Nous pensons que le déficit en protéine CCSP des patients atteints de BPCO peut 

être impliqué dans l’inflammation neutrophilique. Nous avons voulu évaluer 

l’interaction entre CCSP et les neutrophiles dans notre modèle cellulaire bronchique 

humain de BPCO et nous avons cherché à déterminer par quels mécanismes CCSP 

agissait. 

D’une part, nous avons récupéré les neutrophiles de sujets sains volontaires. D’autres 

part, nous avons stimulé avec du CSE les épithélia ex vivo de cellules bronchiques de 

BPCO et de fumeurs, traités ou non avec CCSP, PDTC (inhibiteur de la voie NF-κB) 

ou AACOCF3 (inhibiteur de la voie PLA2).  Nous avons aussi cultivé en ALI des 

cellules bronchiques provenant de sujets sains, afin de comparer à l’état de base le 

comportement des neutrophiles face aux surnageants des épithélia de BPCO, de 

fumeurs et de sujets sains. Le chimiotactisme des neutrophiles sains a été étudié dans 

des chambres de Dunn. Nous avons ainsi analysé les paramètres suivants : le XFMI 

correspondant au ratio de la distance parcourue par les neutrophiles sains en 30 min 

et la position finale des neutrophiles sur l’axe des X à la fin de l’acquisition (c’est à dire 

dans le sens du gradient de concentration provoqué par les substances 

chimioattractantes). Les neutrophiles ont été mis en présence des surnageants 

épithéliaux stimulés ou non, et aussi mis en présence des différentes molécules 

étudiées. Enfin, nous avons testé par co-immunoprécipitation la relation entre CCSP 

et IL8.  
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Nous avons montré que : 

1) A l’état de base, les surnageants de cellules épithéliales bronchiques de BPCO 

induisent une chimioattraction exagérée des neutrophiles sains par rapport aux 

surnageants de sujets sains (Figure 1a et 1b).  

2) Lorsque les neutrophiles sains sont mis en présence des surnageants 

épithéliaux traités avec CCSP, stimulés ou non par du CSE, le chimiotactisme 

des neutrophiles est ralenti (Figure 2a et 2b). Le même effet est observé avec 

le traitement des épithélia avec les inhibiteurs de la voie NF-κB et PLA2 (Figure 

E1a et E1b). 

3) Lorsque les neutrophiles sains sont mis en présence de CCSP directement, 

aucun changement n’est constaté. Par contre, le chimiotactisme des 

neutrophiles sains provoqué par l’IL8 ou le fMLP est inhibé par l’ajout de CCSP 

(Figure 3). 

4) CCSP co-immunoprécipite avec l’IL8 (Figure 4b et 4c). 
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Abstract  

Rationale: Airway neutrophilia is a feature of Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD). 

Club Cell Secretory Protein (CCSP) is an endogenous anti-inflammatory product involved in 

maintaining airway homeostasis and inhibiting neutrophilic chemotaxis and is deficient in 

COPD. 

Objectives: To investigate whether exaggerated airway neutrophilia was driven by the CCSP-

defective COPD airway epithelium and could be rescued by restoring physiological CCSP 

concentrations. 

Methods: COPD and smokers air-liquid interface cultures were exposed to CSE and pretreated 

or not with CCSP. Neutrophils were purified from healthy adult volunteers by Percoll density 

gradient centrifugation. Candidate chemoattractants of neutrophils and epithelial 

supernatants were tested in Dunn chemotaxis chamber. 

Measurements and Main Results: At steady state, ALI-reconstituted COPD airway epithelium 

in a clean environment promoted an exaggerated neutrophilic chemotaxis compared to 

smokers and controls. Two different CCSP pathways were demonstrated to be involved in 

airway neutrophilia as: 1/ treating the airway epithelium with exogenous CCSP prevented 

baseline and CSE-induced neutrophil chemotaxis in similar extents than PLA2 and NF-B 

inhibitors. 2/ CCSP directly inhibited neutrophil chemotaxis induced by fMLP and IL8. 

Moreover, CCSP co-immunoprecipitated with IL8. 

Conclusions: This study confirms that CCSP prevents airway neutrophilia in humans by an 

epithelial paracrine effect and a direct neutralization of IL8. 
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Introduction 

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a growing cause of morbidity and mortality 

worldwide. Airway neutrophilia is associated with an accelerated decline in lung function (1, 

2) and with the severity of peripheral airway dysfunction in COPD (3, 4). In addition, increased 

neutrophilic inflammation is characteristic in patients with severe disease (5) and with acute 

exacerbations (6). 

Chemotaxis, a process whereby cells migrate toward a chemical concentration gradient, 

critically mediates neutrophil recruitment in tissues (7). Neutrophils express multiple 

chemoattractant receptors and can be sensitive to individual chemoattractant gradients or 

their combinations. Several chemoattractants for neutrophils are found at increased 

concentrations in bronchial secretions of COPD patients. The most abundant and studied are 

Interleukin (IL)8 and Leukotriene B4 (LTB4) (8, 9). These chemokines bind to neutrophil 

CXCR1/CXCR2 and BLT1 GPCR respectively to amplify recruitment of cells (10). In vitro studies 

often used f-Met-Leu-Phe (fMLP) as a model due to its highly potent chemoattractant ability 

which acts through the formyl peptide receptors (FPRs) (11). 

Interestingly, the Club cell secretory protein (CCSP) produced by nonciliated Club cells is 

known to play immunoregulatory and anti-inflammatory roles (12-14) and was shown 

defective in COPD airways (14-16). Many biological properties of CCSP have been described in 

silico and in vitro. CCSP is an antiparallel homodimer covalently bound by two disulfide bonds 

such as the dimer encloses a large internal hydrophobic pocket. This pocket provides an 

adequate volume to accommodate small hydrophobic molecules such as progesterone (17), 

polychlorinated biphenyls (18), or retinol (19). Furthermore, CCSP inhibits activation of several 

pro-inflammatory signaling pathways. The protein is described to be a natural inhibitor of 
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phospholipase A2 (PLA2) (20-22) thereby suppressing the arachidonic acid cascade. Also, it is 

thought to suppress nuclear factor kappa B (NFκB) activation (23, 24). It has been 

demonstrated in vitro and in animal models that CCSP inhibits fMLP-induced neutrophil 

chemotaxis (25). Indeed, in horses that developed neutrophilic airway inflammation, 

neutrophils were positively stained by CCSP. Incubating blood and bronchoalveolar lavage 

(BAL) fluids of these animals with CCSP significantly reduced the respiratory oxidative burst 

and increased the phagocytic activity of neutrophils (26). Also, increased lung neutrophils was 

observed in CCSP-/- mice exposed to cigarette smoke (15) rescued by exogenous CCSP 

supplementation. Finally, in humans, adding CCSP to air-liquid interface cultures of COPD 

airway epithelia decreased the epithelial release of IL8 (14, 27).  

The exact mechanisms by which CCSP mediates its anti-inflammatory activities including 

whether or not it binds to a receptor have not been determined yet. To date, its paracrine 

signalization is unknown and still hypothetical.  

Current therapies used in COPD have little impact on disease progression. Exaggerated 

neutrophil presence in the airways suggests that more specific inhibitors may have 

therapeutic potential in COPD. 

Noteworthy, serum, sputum and BAL CCSP levels were reduced in COPD patients but also 

depended on smoking status (28, 29).   

We hypothesized that CCSP defect in COPD patients is involved in airway neutrophilia. Our 

aim is to test whether CCSP interacts with airway neutrophilic influx in a human model of 

COPD and to determine by which mechanisms. At a glance, we aimed to test whether restoring 

physiological concentrations of CCSP by exogenous supplementation could reduce 

exaggerated neutrophilic chemotaxis. 
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Methods  

Patients 

Bronchial slices from control subjects (n=4) smokers (n=10) and COPD patients (n=13) were 

collected during surgery. Subjects were recruited at the Arnaud de Villeneuve hospital, 

Montpellier, France, under a study protocol approved by the ethics committee (AOI 2000, CPP 

000901, DGS 2001/0075) of our institution, and all patients agreed to participate by reading 

and signing written informed consent forms.  

In vitro study 

Reagents and antibodies 

Recombinant human (rh) CCSP and anti-CCSP antibody were purchased from Biovendor (Brno, 

Czech Republic). RhIL8 and N-Formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenylalanine (fMLP) were 

purchased from Sigma-Aldrich. Arachidonyl trifluoromethyl ketone (AACOCF3), Ammonium 

pyrrolidinedithiocarbamate (PDTC) were purchased from Abcam. Anti-IL8 antibody was 

purchased from Santa Cruz. Anti-CXCR1 antibody was purchased from R&D system and CXCR2 

inhibitor was purchased from Tocris.  

Cell culture 

Human primary bronchial epithelial cells (HBECs) were obtained from surgically removed 

bronchial slices and cultured under air-liquid interface conditions, adapted from Gras et al. 

and Gamez et al. (14, 30). Briefly, bronchial epithelial cells were mechanically dissociated and 

suspended in Bronchial Epithelial Growth Medium (BEGM). After seeding in multiwell plates 

coated with a solution of fibronectin and collagen, cells were expanded in a flask (0.75 cm2) 

and then plated (250,000 cells per well) on uncoated nucleopore membranes in a 1:1 mixture 
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of BEGM and Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) applied at the basal side only to 

establish the air-liquid interface. Cells were maintained in culture for 28 days to obtain a 

differentiated cell population with a pseudostratified mucociliary epithelium. All cell cultures 

were maintained at 37°C under 5% CO2. PLA2 superfamily members expression were checked 

by RTqPCR using specific primers (Table 2). Cells were treated for 24 h with CCSP, PDTC and 

AACOCF3 concomitantly or not with cigarette smoke extract (CSE) and the supernatants were 

collected for neutrophil experiments. 

Cigarette smoke extract 

CSE was prepared as previously described (14). Briefly, the smoke of 3 commercial cigarettes 

(Marlboro®) was withdrawn into a Pasteur pipette and bubbled into 30 ml of PBS. CSE was 

adjusted at pH 7.4 and sterilized through a 0.22µm filter. We obtained a 100% stock solution 

of CSE diluted to 50% for the experiments.  

Isolation of peripheral blood neutrophils 

Neutrophils were isolated from the whole blood of 4 healthy control subjects using 

discontinuous Percoll gradient followed by hypotonic lysis of residual red blood cells (31). The 

neutrophils (95% pure and 95% viable by exclusion of trypan blue) were resuspended in RPMI 

1640 medium containing 0.15% bovine serum albumin. 

Chemotaxis assay and analysis 

The chemotaxis assay was performed using a Dunn Chamber (32). Peripheral neutrophils were 

placed on a coverslip and incubated for 20 min at 37°C. The coverslip was placed inverted onto 

the Dunn chamber. This slide comprised a bridge separating the inner concentric circle from 

the outer concentric circle. The outer circle was filled with the chemoattractants. Thereby, the 
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neutrophil chemotaxis depending on the chemoattractant gradient was observed on the 

bridge. Neutrophils chemotaxis were studied with a negative control (PBS), a positive control 

(fMLP), and cell supernatants previously stimulated or not, or with drugs alone. One part of 

the bridge region was recorded at 1-min intervals for 30 min using a Zeiss inverted microscope 

equipped with a 20x objective. Chemotaxis was quantified by the XFMI value, which is the 

ratio of the distance traveled during the acquisition and the final position of the neutrophils 

on the x-axis in the direction of the chemoattractant gradient. 

ImageJ software was used to track cells and analyze the chemotaxis. All analyzes were 

performed by a single analyst, blinded to the subject group. 

ELISA cross-reactivity 

CCSP and IL8 cross-reactivity was tested by adding human recombinant CCSP protein to IL8 

standard curve: secreted interleukin-8 were quantified by ELISA using the IL-8 Eli-pair kit 

(Diaclone) according to manufacturer’s protocol. 

Co-immunoprecipitation 

To detect whether there was a potential interaction between CCSP and IL8, 

immunoprecipitation and immunoblotting were performed using anti-Protein A Sepharose 4 

Fast Flow (GE Healthcare). Proteins were immunoprecipitated by mouse anti-human IL8 

antibody and proteins without antibody as a negative control. For co-immunoprecipitation 

experiments, western blot was performed using both mouse anti-human IL8 (1:500) and 

rabbit anti-human CCSP antibody (1:500). A solution of rhCCSP/rhIL8 were used as positive 

controls for CCSP and IL8 expression. 
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Statistical analyzes 

Clinical data were expressed as mean ± SEM. COPD patients, smokers and control subjects 

were compared using Kruskal-Wallis tests for quantitative data and Fisher tests for qualitative 

data.  

Chemotactic data were expressed as mean ± SEM. Paired comparisons were made using 

Mann-Whitney tests.  

Data were considered statistically significant at p-value<0.05. All graphical data and statistical 

analyses were generated with GraphPAD Prism software (Version 6.0).  

 

 

Results 

Subject characteristics 

Bronchial epithelial cells successfully grew at the air-liquid interface in sufficient quantity to 

test and compare all conditions from thirteen COPD patients, ten smokers and four healthy 

subjects. Characteristics of these patients are summarized in table 1. COPD and smokers 

differed only by their pulmonary function test results whereas cumulative smoking history and 

smoking status were mostly similar. 

 The four volunteer control subjects who provided blood for isolation of neutrophils dedicated 

to chemotactic studies  (mean age 47 y, 75% female, never smokers, normal pulmonary 
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function test, confirmed as healthy by a respiratory specialist (AB)) were free of any infection 

and medication for 8 weeks at least at the time of sampling. 

COPD airway epithelium attract neutrophils 

Figure 1 (a) displays representative examples of healthy neutrophil migratory tracks induced 

by supernatants of ALI-reconstituted airway epithelium derived from a healthy control, a 

smoker and a patient with COPD. fMLP was confirmed as a positive control and PBS as a 

negative control (p<0.0001) in the Dunn chemotaxis chamber (figure 1b). Increased neutrophil 

chemotaxis was induced by COPD supernatants compared to control supernatants (p=0.0012). 

On the contrary, there was no significant difference between neutrophil chemotaxis 

stimulated by ALI supernatant of smokers and controls. 

 

Treating the airway epithelium with CCSP prevents neutrophil chemotaxis at steady state and 

when exposed to CSE - Pharmacological mimicking of CCSP inhibition of neutrophil chemotaxis 

At baseline, 24h of epithelial supplementation with CCSP in smokers decreased the neutrophil 

chemotaxis (p=0.0043) whereas no effect was observed with CCSP-supplemented COPD 

epithelia. ALI-reconstituted airway epithelia from smokers and COPD exposed to cigarette 

smoke extract increased neutrophil chemotaxis in all conditions. When the airway epithelium 

was exposed to cigarette smoke, CCSP prevented neutrophil chemotaxis which returned to 

nearly baseline values both in smokers and COPD (p<0.0001 and p=0.0035 respectively). 

Smokers epithelia were much more responsive than COPD to CSE (p=0.33 and p=0.07 

respectively). COPD ALI-supernatant increased the chemotaxis only when stimulated with CSE. 

These results were summarized in Figure 2a and b. RTqPCR revealed that only iPLA2 and cPLA2 
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were expressed in our airway epithelium without differences between groups (data not 

shown). 

NF-kB inhibition (mediated by 24h of epithelial incubation with PDTC) or PLA2 inhibition 

(mediated by AACOCF3) induced exactly the same results than exogenous CCSP 

supplementation (Figure E1a and b).  

CCSP directly inhibited neutrophil chemotaxis induced by fMLP and IL8. 

We tested whether chemokines could be modulated by a direct CCSP effect without any 

epithelial interplay. Neutrophils in presence of rhCCSP covered as much distance as those 

confronted to PBS (figure 3a). CCSP reduced neutrophils migration towards the gradient of 

fMLP (p<0.0001 for the XFMI) but not for the gradient of IL8. No effect of CXCR1/2 inhibitors 

was observed (figure3a). As XFMI is the ratio of the distance traveled during the acquisition 

and the final position of the neutrophils on the x-axis in the direction of the chemoattractant 

gradient, we analyzed these parameters. The final position of neutrophils in presence of CCSP 

was significantly delayed in the direction of the IL8 gradient (p=0.028) in same extents than 

CXCR1/2 inhibitors (figure 3b) but traveled less distance (p<0.0001) (Figure 3c). 

Direct CCSP-IL8 interaction 

Immunoprecipitation of rhCCSP and rhIL8 with anti-IL8 antibody followed by western blotting 

with IL8 and CCSP antibodies indicated that CCSP co-immunoprecipitated with IL8, suggesting 

that CCSP may interact with IL8 directly (Figure 4 (a-b)).  

IL8 concentrations were recovered even when incubated for 1h with CCSP before the assay. 
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Discussion  

Pharmacological management of COPD is probably the greatest challenge for the next ten 

years in respiratory medicine because it is entangled with complexities of management of 

cigarette smoke addiction. Reducing the exacerbation rate is a mandatory step in the 

development of new drugs while accelerated lung function decline is an inconstant feature 

currently unreachable. Paradigms changed during the last decade and COPD is mostly 

understood as a disease hallmarked by a progressive bronchiolar obstruction related to sub-

epithelial fibrosis and mucus plugging (3). The role played by airway inflammation is unclear 

at steady state but the responsibility of neutrophilic bursts associated with exacerbation 

episodes are established culprits of irreversible “step-down shape” decline (33). The role 

played by the only “bronchiolar-specific” epithelial cell type, the Club cell, is emerging as a 

potential regulator of these pathogenic features of COPD (14, 34, 35). We and others could 

establish their role at the interface between structural alterations and inflammation that could 

be affected by the smoking status. In particular, serum CCSP levels are decreased in COPD and 

restoring normal values decreased CSE induced-IL8 and LPS induced-MUC5AC (14, 27). Indeed, 

while rhCCSP appears ready to be tested in humans, major gaps in the understanding of its 

mechanism of action should be filled. Herein, we could establish – but these are more 

confirmatory findings when considering our previous works (14) and existing literature (15, 35), 

that CCSP strongly inhibited this COPD-associated exaggerated airway neutrophilia at steady 

state and moreover when stimulated by cigarette smoke extract. Different approaches were 

used to assess the role of CCSP on neutrophils in animals. In an equine model, incubating 

neutrophils with rhCCSP significantly reduced their respiratory oxidative burst and increased 

their phagocytic activity (26). Furthermore, neutrophil counts were increased in the 

bronchoalveolar lavage of  CCSP-/- mice exposed to cigarette smoke for 6 months (15). These 
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data support the hypothesis that rhCCSP could play a therapeutic role in the regulation of the 

neutrophilic pattern of inflammation. In our model, we studied airway neutrophilia by a two 

steps procedure. We first reproduced COPD airway epithelium at the air liquid interface from 

patients perfectly characterized and by sampling their airways. This model offers advantages 

of keeping important features of the disease (30). The next step consisted in assessing 

neutrophil chemotaxis in dedicated Dunn Chambers using IL8 and fMLP as controls, and ALI-

epithelium supernatants gathered from these COPD patients, smokers and controls. These 

chemotactic chambers offer important advantages in this model (e.g. compared to Boyden 

chamber) as they are unaffected by gravity. Sapey et al. firstly used this model to demonstrate 

that neutrophil chemotactic responses were different in COPD compared to healthy subjects 

(36). More innovative, we aimed to assess sites of action of CCSP. We supplemented ALI-

airway epithelia with exogenous CCSP at physiological concentration for 24hrs, concomitant 

to cigarette smoke exposure, to explore whether CCSP could act in an epithelial paracrine 

fashion. Although these experiments successfully reduced the neutrophilic chemotaxis 

induced by the epithelium, in a similar range to NF-kB or PLA2 inhibitors, we failed to definitely 

demonstrate precisely the intracellular signaling pathway involved. Western blot analysis of 

changes in NF-kB p65 subunits concentrations induced by CCSP have been impossible to 

achieve because ALI-cultures obtained from patients provided material of satisfactory 

translational relevance but in limited quantity.  NF-kB inhibition was suggested as a possible 

CCSP target by Laucho-Contreras (15) whereas Tokita (27) alternatively mentioned ERK1/2. 

CCSP is also known as a specific PLA2 inhibitor but this is highly controversial in the literature 

(15, 21). We could confirm that cPLA2 and iPLA2 were most important PLA2-superfamily 

members expressed in our ALI epithelia. The specific inhibition of these two enzymes 
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mimicked the anti-chemotactic effect provided by CCSP, but we acknowledge these are only 

parallel observations. This debate is then still open. 

The striking CCSP property identified very early is the presence of a hydrophobic pocket 

devoted to bind to airway pollutants (18, 37). We then tested whether CCSP could also act 

through a direct binding to airway pollutants or to cytokines released in the airway lumen. 

Vasanthakumar et al. already demonstrated in vitro that CCSP inhibited chemotaxis of 

neutrophils in a fMLP gradient (25). Here, we could confirm these findings as CCSP limited 

fMLP-induced neutrophil chemotaxis. We hypothesized that CCSP could also trap IL8 and we 

could establish for the first time that CCSP directly binds to IL8. Whether these new CCSP-IL8 

complexes are biologically active or not is difficult to address. Cross-reactivity ELISA assays 

revealed no interferences but sites of epitope recognitions might be independent of biological 

activities. IL8- and fMLP-induced neutrophilic chemotaxis were inhibited by CCSP but in 

different ways. While CCSP significantly reduced all subtle parameters assessing chemotaxis 

induced by fMLP, it seemed that CCSP-IL8 kept a small but residual chemotactic property. 

Dose-effect assays will possibly address this issue and it is still unclear whether this direct 

CCSP-IL8 binding is definitely biologically inhibitory. Interestingly, blocking CXCR1/2 

reproduced this inhibition. Although CCSP mechanism of action was suspectedly vehiculated 

by FPR2 and our results are not in contradiction with that, CXCR1 or 2 likely represents another 

credible target. As LTB4 is another neutrophil chemoattractant found increased in bronchial 

secretions of COPD patients (8, 9), we assessed its secretion in our ALI epithelia but no signal 

was recorded.  

Cigarette smoke components may also have been trapped by CCSP and we aimed to secure 

the fact that our recorded paracrine epithelial effect was ascertained independently of 
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cigarette smoke exposure. Two arguments supported this hypothesis: CCSP supplementation 

of smokers ALI epithelium really reduced airway neutrophilia irrespective of the presence of 

smoke, and CCSP alone unaffected neutrophilic mobility. 

This large study was long to conduct mostly because of ALI cultures. Surprisingly, the ALI 

reproduced epithelium of COPD patients involved in the study were not high IL8 producers, as 

compared to our previous experiences (14) and the literature (27). Heterogeneity of COPD 

phenotypes may explain this observation. Unfortunately, we could not address whether active 

smoking status contributes to this heterogeneity. Here we suggest that treatment by 

exogenous CCSP supplementation could reduce exaggerated neutrophilic chemotaxis. This 

therapeutic strategy might be suitable to neutrophilic COPD patients or COPD patients still 

actively smoking or during exacerbation. Blocking circulating neutrophils need to be 

monitored as a compartmentalization effect may occur. 

In conclusion, this study confirms that CCSP prevents airway neutrophilia in humans by an 

epithelial paracrine effect and a direct neutralization of IL8. A therapeutic strategy that aimed 

at limitating airway neutrophilia may address the potential infection risks. At the difference of 

CXCR1/2 blockade that could induced systemic neutropenia, rhCCSP may be more accurate 

and would lead to a tight regulation. 
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Figure Legend 

Figure 1: (a) Representative examples of healthy neutrophil migratory tracks induced by 

supernatants of ALI-reconstituted airway epithelium derived from a healthy control, a 

smoker and a patient with COPD. The large red arrow at the right side of each picture 

represents the chemoattractant signal (30 minutes of phase time-lapse recordings). (b) The 

XFMI of healthy neutrophils in gradient of fMLP and epithelial supernatants. COPD 

supernatants attracted neutrophils. 

Figure 2: (a) The XFMI of healthy neutrophils in gradient of smokers ALI supernatants 

supplemented with CCSP and CSE with or without CCSP. CCSP inhibited neutrophil 

chemotaxis at baseline and when exposed to CSE. (b) The XFMI of healthy neutrophils in 

gradient of COPD ALI supernatants supplemented with CCSP and CSE with or without CCSP. 

CCSP inhibited neutrophil chemotaxis only when exposed to CSE. 

Figure 3: (a) The XFMI of healthy neutrophils in gradient of fMLP with or without CCSP and of 

IL8 with or without CCSP and CXCR1/1 inhibitors. CCSP inhibited the chemotaxis of 

neutrophils stimulated by fMLP, but no difference was observed on IL8-induced neutrophil 

chemotaxis. (b) The X endpoints of healthy neutrophils in gradient of fMLP with or without 

CCSP and of IL8 with or without CCSP and CXCR1/1 inhibitors. CCSP inhibited the movement 

of the neutrophils in the direction of the gradient induced by fMLP, as well as IL8, in same 

extents than CXCR1/2 inhibitors. (c) The distance traveled by healthy neutrophils in gradient 

of fMLP with or without CCSP and of IL8 with or without CCSP and CXCR1/1 inhibitors. CCSP 

inhibited the movement of the neutrophils induced by fMLP and IL8. 

Figure 4: (a) ELISA cross reactivity test between IL8 and CCSP. They do not seemed to 

interact. (b) Western Blot of IL8 immunoprecipitation detected with CCSP antibodies. Lane 1: 
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negative control. Lane 2: positive controls (rhIL8+rhCCSP). Lane 3:  rhIL8 immunoprecipitated 

detected with CCSP antibodies. In vitro, CCSP interacted with IL8. (c) Graph of CCSP 

immunostaining intensity of the IL8 immunoprecipitation. 
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Table 1. Subject baseline characteristics. 

 Healthy 

controls 

Smokers COPD p- value 

n 4 10 13 NA 

Age, years (mean±SEM) 48±9.9 59±4.7 61±2.0 0.405 

Gender [n(%male)] 2 (50) 7 (70) 8 (62) 0.774 

Smoking history, pack years (mean±SEM) 0.75±0.7 34±5.6 
 

46±6.6 0.005 

Smoking status [n(%weaned>1 year)] 4 (100) 5 (50) 7 (54) 0.196 

FEV1, % th (mean±SEM) 87.8±3.7 
 

109±5.3 50.8±7.2 <0.0001 

FEV1/FVC (mean±SEM) 82.3±4.3 
 

82.0±3.0 
 

53.4±5.8 
 

0.0015 

Definition of abbreviations: FEV1, forced expiratory volume in 1 s; FVC, forced vital capacity 
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Table 2. List of mRNA primers 

mRNA Forward  Reverse  

iPLA2 GCAATGCTCGGTGCAACA ACACCCCTTCTGAGAGAACTTCA 

PLA2IIA AAGGAAGCCGCACTCAGTTA TTGCACAGGTGATTCTGCTC 

cPLA2 GAAGTTTGCTCATGCCCAGACCT TTCATAGAGCGCCTTCATCACACC 

PLA2X CCATCGCCTATATGAAATATGG TAGGAACTGGGGGTAGAAGAG 

PLA2V GACCGGAAGCTCGTCTACTG TCTCAGGAACCAGGCAGAGT 
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Figure Legend 

Figure E1. (a) The XFMI of healthy neutrophils in gradient of smokers ALI supernatants 

supplemented with PDTC or AACOCF3 in presence or absence of CSE. PDTC and AACOCF3 

inhibited neutrophil chemotaxis at baseline and when exposed to CSE. (b) The XFMI of healthy 

neutrophils in gradient of COPD ALI supernatants supplemented with PDTC or AACOCF3 in 

presence or absence of CSE. PDTC and AACOCF3 inhibited neutrophil chemotaxis only when 

exposed to CSE.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Figure E1  
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7. Discussion de l’article 5 

 

Dans notre étude, nous confirmons que CCSP inhibe le chimiotactisme des 

neutrophiles induit par le fMLP. Vasanthakumar et al. avaient déjà fait cette 

démonstration in vitro. Aussi, ils avaient constaté qu’il n’y avait pas de compétition 

entre le fMLP et CCSP pour le récepteur FPR2 de fMLP présent sur les neutrophiles 

mais que CCSP semblait internaliser plutôt le fMLP, empêchant ainsi la substance 

chimioattractante de se fixer sur son récepteur au niveau des neutrophiles. D’autres 

études ont voulu établir une relation entre CCSP et le récepteur FPR2 sur le principe 

de l’inhibition du chimiotactisme des neutrophiles par la présence de CCSP (222) mais 

certains montrent au niveau des cellules dendritiques que CCSP ne semble pas agir 

sur le récepteur FPR2 (223). Cependant, Ray et al. démontrent que CCSP se lie avec 

une grande affinité au récepteur FPR2 et suggèrent que la protéine est un antagoniste 

de ce récepteur (191). Les études étant quelques peu controversées, le récepteur de 

la protéine CCSP reste inconnu. Notre étude ne nous permet pas de conclure quant à 

la liaison physique potentielle de CCSP sur le FPR2 ni CCSP à fMLP, mais nous 

reproduisons l’inhibition du chimiotactisme des neutrophiles induit par le fMLP, dans 

un système différent de ce qui a été utilisé auparavant. En effet, nous avons utilisé des 

chambres de Dunn, nous permettant de nous affranchir de la gravité. Les neutrophiles 

sont attirés par un gradient de concentration crée sur l’axe des x. Or, dans les 

chambres de Boyden, système fréquemment utilisé pour étudier le chimiotactisme, le 

gradient de concentration est dans l’axe des y. Nous avons également constaté que 

CCSP inhibait le chimiotactisme des neutrophiles induit par l’IL8. Nous pouvons 

formuler l’hypothèse que CCSP serait en compétition avec la cytokine pour la fixation 

sur les récepteurs à l’IL8 au niveau de la surface des neutrophiles, mais notre étude 

ici ne nous permet pas de conclure. De plus, CCSP inhibe de façon plus importante le 

déplacement des neutrophiles par rapport aux inhibiteurs CXCR1/2 testés. Enfin, nous 

démontrons que CCSP co-immunoprécipite avec l’IL8 nous permettant d’introduire 

l’idée que la protéine CCSP interagirait directement avec l’IL8. Il préviendrait ainsi son 

effet pro-inflammatoire en l’empêchant de se lier à ses récepteurs spécifiques au 

niveau des neutrophiles. Ceci est un argument supplémentaire pour affirmer que la 

protéine CCSP a bien un rôle anti-inflammatoire. 
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8. Conclusion de l’article 5 

 

Pour la première fois, des échantillons provenant d’épithélia de patients BPCO ont été 

le support pour l’étude du chimiotactisme de neutrophiles sains et l’effet de CCSP sur 

ces derniers ont été étudiés dans le contexte de la pathologie. Il s’avère que les 

épithélia de BPCO produisent des substances chimioattractantes. Aussi, l’effet de 

CCSP sur l’inhibition du chimiotactisme des neutrophiles a été confirmé. L’effet peut 

être médié via l’épithélium potentiellement par l’interaction avec la voie NF-κB ou la 

voie PLA2 ; ou l’action inhibitrice de CCSP peut s’effectuer directement sur le 

neutrophiles, soit par fixation sur les récepteurs des substances chimioattractantes 

présents à la surface des neutrophiles soit par interactions avec ces substances 

chimioattractantes, les empêchant ainsi de se fixer sur leur récepteur. Nous avons 

d’ailleurs démontré in vitro une liaison entre CCSP et l’IL8. 

Nous suggérons qu’une restauration des taux endogènes de la protéine CCSP chez 

les patients souffrant de BPCO pourrait aider à gérer l’inflammation neutrophilique 

exagérée retrouvée chez ces patients. 
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9. Résumé de l’article 6 

 

Finalement, dans ce dernier article, nous avons voulu déterminer à l’échelle de la 

protéine la signature épithéliale du tabac et  du traitement par CCSP vis-à-vis de notre 

modèle inflammatoire (c’est-à-dire l’épithélium bronchique stimulé par le CSE).  

Pour cela, nous avons exposé à différentes concentrations de CSE pendant 24h des 

NCI-H292, cellules épithéliales bronchiques cancéreuses. Ensuite, nous avons traité 

les cellules exposées au CSE avec la protéine CCSP. Nous avons dosé la cytokine 

pro-inflammatoire IL8 et la protéine reflet de l’hypersécrétion bronchique de mucus 

MUC5AC dans les surnageants épithéliaux par Dot Blot en utilisant des anticorps 

primaires anti-IL8 et anti-MUC5AC, puis des anticorps secondaires fluorescents. Les 

surnageants cellulaires de ces conditions réalisées en triplicata ont été analysés par 

la technique de chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse tandem 

(LC-MS/MS). Enfin, l’analyse des résultats statistiques a été effectuée par le logiciel 

Ingenuity afin d’identifier des réseaux de protéines d’intérêt en fonction des différentes 

conditions. 

 

Nous avons montré que : 

1) En présence de CSE, les cellules épithéliales sécrètent de façon dose-

dépendante de l’IL8 et du MUC5AC (Figure 1a et 1b).  

2) La signature épithéliale spécifique du CSE est composée de 2 protéines sur-

exprimées et de 32 protéines sous-exprimées (Figure 6). 

3) La signature épithéliale spécifique de CCSP est composée de 105 protéines 

sur-exprimées et de 8 protéines sous-exprimées (Figure 6). 

4) Selon l’analyse en réseaux des protéines affectées par le CSE, les protéines 

de la matrice extracellulaire ainsi que celles impliquées dans la machinerie du 

protéasome sont sous-exprimées (Figure 3). 

5) A l’inverse, dans la condition CSE traitée par la protéine CCSP, les réseaux 

indiquent que la plupart de ces mêmes protéines se retrouvent restaurées 

(Figure 4a et 4b). 
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10. Article 6 : « Proteomic signature of CCSP treatment in CSE-

induced inflammation in bronchial epithelial cells. » 

Article en cours de préparation, pour soumission Respirology
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Abstract (252 words) 

Background and objective: CCSP is an endogenous pneumoprotein with suspected paracrine 

effects potentially involved in maintaining airway homeostasis. We aimed at assessing overall 

CCSP-induced paracrine effects in a NCI-H292 model of CSE-mediated injury. 

Methods: NCI-H292 were exposed to CSE for 24hrs at different concentration with or without 

human recombinant CCSP at a concentration likely similar to the airway lumen. Proteomic 

profiles of these different conditions were acquired by Liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry (LC-MS/MS).  Protein expression profiles were compared and integrated into an 

Ingenuity Pathways Analysis to identify differentially affected networks. 

Results: NCI-H292 showed consistency for assessing CSE-mediated injury as CSE-induced 

dose-dependent releases of IL8 and MUC5AC. A concentration of CSE at 50% was selected 

for subsequent assays because of significant IL-8 induction without excess of mortality. LC 

MS/MS identified an epithelial CSE signature with 2 and 32 proteins significantly up and 

downregulated respectively. A specific CCSP signature could also be identified with up and 

downregulation of 105 and 8 proteins. The specific CSE signature was reversed by CCSP 

mostly through the restoration of decreased proteasome protein members (PSMA6, PSMB4, 

PSMB6) and compounds of the extracellular matrix (tubulin family members TUBB3, 

TUBB4A, keratins such as Krt19, Krt3, Krt7 and others and laminins LAMB3, LAMA3 and 

LAMA5) essential for cell maintenance. 

Conclusions: Unbiased exhaustive analysis of protein profile changes associated with CSE 

exposure in one hand and hypothetical CCSP-related protection of airway epithelial cells on the 

other hand identifies unexpected cellular pathways of cell susceptibility to CSE prevented by 

epithelial paracrine effects of CCSP.  

 



Introduction 

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a worldwide public health problem featured 

by high morbidity and mortality. It is promoted by environmental exposure, with smoking being 

the primary risk factor. 

Club Cell Secretory Protein (CCSP, CC10, international nomenclature SCGB1A1) is one of the 

most abundant protein secreted by the respiratory epithelium (making up to 5% of the total 

protein recovered from a bronchoalveolar lavage). It is secreted by non-ciliated epithelial club 

cells, mainly bronchiolar club cells. CCSP may play a protective role against pulmonary 

inflammatory response. Serum CCSP level has been shown to be a predictive biomarker of 

accelerated lung function decline in the ECLIPSE study but also to predict lung function and 

development of COPD across the lifespan. Noteworthy, serum CCSP levels were reduced in 

COPD patients and moreover correlated to smoking status. 

Proteomic approaches have been used to describe the proteomic profile in many chronic lung 

diseases, such as cystic fibrosis, idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), sarcoidosis, asthma, and 

others (1-4). Proteomics was recently introduced for studies in COPD; BAL, serum/plasma, 

sputum and lung tissue from COPD patients have been subjected to proteomic analysis in an 

attempt to identify disease biomarkers (5, 6). The regulation profile of the CSE-stimulated 

bronchial epithelium secretome in response to CCSP treatment may yield vital evidence to 

understand the signaling pathway of this protein. 

Methods 

Human bronchial epithelial cell culture 

NCI-H292 cells, a cell line from a human pulmonary mucoepidermoid carcinoma, were 

purchased from American Type Culture Collection. The cells were cultured in a twelve-well 



plate with 6x104 cells per well and were maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 

10% Fetal Bovine Serum (FBS) and 5% antibiotics, incubated in a humidified atmosphere 

containing 5% CO2 at 37°C. When the cells reached 60% confluence, they were washed with 

PBS and were serum-starved in presence or absence of cigarette smoke extract (CSE) and 

CCSP. After a 24h exposure, cell supernatants were collected. 

Cigarette smoke extract 

CSE was prepared as described previously (7). Briefly, smoke of 2 commercial cigarettes 

(Marlboro®) was withdrawn into a Pasteur pipette and bubbled for 6 min each cigarette into 30 

ml of RPMI 1640 containing 5% antibiotics.  CSE was standardized by adjusting pH 7.4 and 

sterilized through a 0.22µm filter. Various dilutions of this 100% stock solution of CSE were 

prepared to determine the CSE concentration to be used in the subsequent experiments. 

LC-MS/MS acquisition, relative quantification of proteins and data analysis 

20 µg of proteins from the supernatants of the NCI-H292 cells were migrated in SDS-PAGE 

and stained in Coomassie blue. All peptides were analyzed by a LTQ Velos Orbitrap (Thermo 

Fisher Scientific, San Jose, CA) equipped with an EASY-Spray nanoelectrospray ion source 

(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA) and coupled to an Easy nano-LC Proxeon 1000 

system (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA). Label-free quantification was performed on 

raw data with Progenesis-LC software 4.1 (Nonlinear Dynamics Ltd, Newcastle, U.K.). After 

chromatogram alignment, normalization of peptide abundances, and features statistical 

analyses, peptide identifications were performed with an in house Mascot search server (Matrix 

Science, Boston, MA; version 2.4.2). MS/MS data were searched against the SwissProt 

database with the taxonomy Homo sapiens. Peptides with an ion score less than 15 were rejected 

for identification and quantification. A resolution conflict for identification of peptides was 

performed manually. Quantified proteins with normalized abundance variations with an anova 

p-value under 0.05 were considered. For proteomic data analysis, a first selection was based on 



the protein score detection (present in at least 2 samples of each group). Then, we compared 

the protein expression profiles of CSE, CCSP and CSE-CCSP to CTR respectively with a 2-

fold change cut-off. The Ingenuity Pathways Analysis (IPA) system (Ingenuity Systems, 

Redwood City, CA, USA) was used to identify networks related to the proteins that were 

differentially expressed between samples. Box-and-whisker plots depicted the comparisons of 

the expression levels of candidate proteins carried out using SPSS 12.0 (SPSS, Chicago, IL, 

USA) software. 

Measurement of Interleukin (IL)-8 and Mucin (MUC)5AC concentrations 

Determinations of the relative values of IL-8 and MUC5AC in supernatants were assessed by 

Dot Blot assay. 10µl of cell supernatants were spotted onto nitrocellulose membranes. The 

membranes were blocked with blocking odyssey buffer (Licor, France) for 1h at room 

temperature. They were incubated with primary antibodies (1:1000 IL-8; 1:1000 MUC5AC) 

for 2h and then with secondary fluorescent antibodies for 45min. Positive signals were detected 

using odyssey imager. The intensities of the spots were measured with Dot Blot analyzer, an 

Image J software.  

RNA isolation and RTqPCR 

Total RNA was isolated using All prepDNA/RNA/protein Mini kit (Qiagen, Germany) 

according to manufacturer’s protocol. 0.4 μg of RNA was reverse transcripted with verso cDNA 

synthesis kit (Thermofischer scientific, United States) in a final volume of 20µl. cDNA were 

amplified using a Lightcycler DNA master SYBR green  (Roche applied science, United 

States). Primers are listed on Table 1 (supplementary data). The comparative Ct method for 

relative quantification of gene expression was used (2ΔCt, where ΔCt represents the difference 

in threshold cycle between the target and control gene). Data were normalized to GAPDH 

mRNA levels. 



Statistical analysis 

Data were expressed as mean ± SEM. Paired comparisons were made using One-Way ANOVA 

tests.  

Data were considered statistically significant at p-value<0.05. All graphical data and statistical 

analyses were generated with GraphPAD Prism software (Version 6.0).  

 

Results 

NCI-H292 is a reliable model of inflammation 

We showed that CSE induced IL8 in a dose dependent manner, significantly from 50% of CSE 

(p-value=0.021) (Figure 1a). The same effect is observed on MUC5AC secretion, with 

significance from 80% of CSE (p-value = 0.001) (Figure 1b).  

With IL8 and MUC5AC upregulated, a pro-inflammatory cytokine and a protein reflecting the 

bronchial hypersecretion respectively, NCI-H292 seems to be a reliable model for studying 

CSE-induced inflammation in bronchial epithelial cells. 

Proteins expression profiles of CCSP-treatement in CSE-induced inflammation in bronchial 

epithelial cells 

In order to gain insight into the molecular basis of tobacco impact on bronchial epithelial cells, 

we compared the proteome profile of CSE samples to control. The analysis of the proteome 

data revealed a characteristic CSE-molecular signature (Table 1). The expression patterns of 

the proteins that best represent this signature are illustrated in the box-plots (Figure 2). In the 

CSE samples, under-expression was observed for cell-adhesion proteins such as nidogen-2 

(NID2), fibronectin (FN1), numerous keratins (KRT19, KRT3, KRT7, KRT4, KRT8, KRT15, 



KRT6A, KRT5, KRT13, KRT71, KRT6B, KRT16, KRT17), laminins (LAMB3, LAMA3, 

LAMA5), tubbulins (TUBB3, TUBB4A) and proteasome subunits (PSMA6, PSMB4, PSMB6) 

suggesting destruction of extra-cellular matrix and deregulation in proteins involved in 

proteasome machinery after CSE injury (Figure 3). We then compared the proteome profile of 

the bronchial epithelial cells treated by CCSP (CCSP-CSE) to CSE samples. Our analysis 

revealed on over-expression of tubbulins (TUBB3, TUBB4A, TUBB4B), keratins (KRT3, 

KRT7, KRT4, KRT8, KRT6A), laminin (LAMA3) and that a highly proportion of up-regulated 

proteins were involved in the protein proteasome canonical pathway such as (PSMA6, PSMB4, 

PSMB6), suggesting a restoration by CCSP of extra-cellular matrix and proteasome machinery 

in CSE-induced inflammation in bronchial epithelial cells (Figure 4). The proteins that best 

represent CSE-molecular and CCSP treatment signature were confirmed by RT-qPCR (Figure 

5). 

Specific proteome program after CCSP treatment 

In an effort to examine which proteins were specific to CCSP treatment, we further investigated 

differences and similarities in the protein expression patterns of CSE, CCSP and CSE-CCSP 

samples compared to control. The proteins that were found to be up or down-regulated in CSE 

condition were compared to those in CCSP and CSE-CCSP using Venn diagrams (Figure 6). 

We found that 32 proteins were exclusively down-regulated in CSE condition, although only 

eight proteins were commonly down-regulated between CCSP vs control and CCSP-CSE vs 

control, indicating possible protection of bronchial epithelial cells by the CCSP treatment. On 

the other hand, we showed that 105 proteins exclusively up-regulated after CCSP treatment. 

Among them, proteins related to cytoskeleton, such as (KRT18, ACTN1…) were observed. 

Conversely, the treatment of cells by CCSP after CSE injury up-regulates exclusively only two 

proteins, suggesting that the impact of CCSP on the cytoskeleton was thwarted by the tobacco 



aggression. Only four proteins were common to both the CSE and CCSP signatures (ACTB, 

HSP90AB1, HNRNPA2B1, ACTC1) and two proteins were common to both CSE and CSE-

CCSP profiles (ALCAM, PTK7). On the other hand, CCSP and CSE-CCSP shared a set of 20 

proteins, among which, the key protein, uteroglobin (SCGB1A1) that is produced by club cells 

and Cofilin-1 (CFL1). Finally, two proteins are exclusively up-regulated in CSE (AFP and 

ALB) and in CSE-CCSP (HGFR, SRGN) respectively.  



Figure 1 

a) 

 

b) 

 

 

 

 

 



Figure 2 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 3  

 

Réseau CSE vs CTR 

 

 

 

 

 

 



Figure 4 

Réseau CCSP-CSE vs CSE 
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Figure 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Figure 6 
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Supplementary tables 

Table 1. List of mRNA primers 

mRNA Forward Reverse 

KRT8 GATCGCCACCTACAGGAAGCT ACTCATGTTCTGCATCCCAGACT 

LAMA3 AGATGAGGCACATGGAGACC TTCTTTTGCGCTTTGTGTTG 

PSMB5 ACTTCCCTTACGCAACATGG ATGGTGCCTAGCAGGTATGG 

PSMB6 CAGAACAACCACTGGGTCCT CCCGGTATCGGTAACACATC 

CFL1 AAGTCTTCAACGCCAGAGGA GCATAGCGGCAGTCCTTATC 

GAPDH CCATCTTCCAGGAGCGAG CTTGAGGCTGTTGTCATACT 

 

32 proteins Downregulated exclusively in "CSE Vs CTR": 

 

 

Nidogen-2 -NID2 Histone H1.4 -HIST1H1E 

Amyloid beta A4 protein -APP Proteasome subunit beta type-4 -PSMB4 

Amyloid-like protein 2 -APLP2 Aspartate aminotransferase, mitochondrial -GOT2 

Keratin, type II cytoskeletal 7 -KRT7 Proteasome subunit beta type-6 -PSMB6 

Lipolysis-stimulated lipoprotein receptor -LSR Tubulin beta-3 chain -TUBB3 

Retinoic acid-induced protein 3 -GPRC5A L-lactate dehydrogenase B chain -LDHB 

Malate dehydrogenase, mitochondril -MDH2 Transketolase -TKT 

Prostaglandin F2 receptor negative reagulator -PTGFRN Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 -PEBP1 

Keratin, type II cytoskeletal 8 -KRT8 Collagen alpha-1(III) chain -COL3A1 

Proteasome subunit alpha type-6 -PSMA6 Protocadherin-1 -PCDH1 

Putative tropomyosin alpha-3 chain-like protein] Serglycin -SRGN 

Annexin A3 -ANXA3 Tubulin beta-4A chain -TUBB4A 

Protein disulfide-isomerase A4 -PDIA4 Heat shock 70 kDa protein 4 -HSPA4 

Histone H1.2 -HIST1H1C Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A -PPIA 

Phosphoglycerate mutase 1 -PGAM1 Keratin, type I cytoskeletal 17 -KRT17  

Vinculin -VCL  

Plastin-3 -PLS3  

  



  

  

8 proteins Downregulated exclusively in "CCSP Vs CTR": 
Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal -KRT2 

Keratin, type I cytoskeletal 9 -KRT9 

Junction plakoglobin -JUP 

Keratin, type II cytoskeletal 1b -KRT77 

Histone H2A.Z -H2AFZ 

Keratin, type II cytoskeletal 78 -KRT78 

Keratin, type II cytoskeletal 80 -KRT80  

Keratin, type II cytoskeletal 1 -KRT1 

 

8 proteins Downregulated exclusively in "CSE-CCSP Vs CTR": 
Dystroglycan -DAG1 

Plasma alpha-L-fucosidase -FUCA2 

Cathepsin L1 -CTSL1 

Alpha-2-macroglobulin -A2M 

Insulin-like growth factor-binding protein 7 -IGFBP7 

Laminin subunit gamma-1 -LAMC1 

Plasminogen activator inhibitor 1 -SERPINE1 

Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3 -PLOD3 

 

7 common proteins Downregulated in "CSE Vs CTR", "CCSP Vs CTR" and 

"CSE-CCSP Vs CTR": 
Keratin, type I cytoskeletal 19 -KRT19 

Keratin, type II cytoskeletal 4 -KRT4 

Keratin, type I cytoskeletal 15 -KRT15 

Keratin, type II cytoskeletal 5 -KRT5 

Keratin, type I cytoskeletal 13 -KRT13 

Keratin, type II cytoskeletal 6B -KRT6B 

Keratin, type I cytoskeletal 16 -KRT16 

 

11 common proteins Downregulated in "CSE Vs CTR" and "CSE-CCSP Vs 

CTR": 
Fibronectin -FN1- [FINC] 

Complement C3 -C3 - [CO3] 

Filamin-B -FLNB - [FLNB] 

Laminin subunit beta-3 -LAMB3 - [LAMB3] 

Laminin subunit alpha-3 -LAMA3 - [LAMA3] 

Galectin-3-binding protein -LGALS3BP - [LG3BP] 

Agrin -AGRN PE=1 SV=5 - [AGRIN] 

Annexin A5 -ANXA5 - [ANXA5] 

Phosphoglycerate kinase 1 -PGK1- [PGK1] 

Annexin A2 -ANXA2 - [ANXA2] 

Cadherin-13 -CDH13 - [CAD13] 

 



 

4 common proteins Downregulated in "CSE Vs CTR" and "CCSP Vs CTR": 
Keratin, type II cytoskeletal 3 -KRT3- [K2C3] 

Keratin, type II cytoskeletal 6A -KRT6A- [K2C6A] 

Laminin subunit alpha-5 -LAMA5 PE=1 SV=8 - [LAMA5] 

Keratin, type II cytoskeletal 71 -KRT71- [K2C71] 

 

4 common elements Downregulated in "CCSP Vs CTR" and "CSE-CCSP Vs 

CTR": 
Keratin, type I cytoskeletal 27 -KRT27 - [K1C27] 

Keratin, type I cytoskeletal 10 -KRT10 PE=1 SV=6 - [K1C10] 

Keratin, type I cytoskeletal 14 -KRT14- [K1C14] 

Keratin, type I cytoskeletal 24 -KRT24 - [K1C24] 

 

2 proteins Upregulated included exclusively in "CSE Vs CTR": 
Alpha-fetoprotein -AFP - [FETA] 

Serum albumin -ALB - [ALBU] 

 

2 proteins Upregulated included exclusively in "CSE-CCSP Vs CTR": 
Hepatocyte growth factor receptor -MET- [MET] 

Serglycin -SRGN- [SRGN] 

 

4 common proteins Upregulated in "CSE Vs CTR", "CCSP Vs CTR" and 

"CSE-CCSP Vs CTR": 
Actin, cytoplasmic 1 -ACTB - [ACTB] 

Heat shock protein HSP 90-beta -HSP90AB1- [HS90B] 

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 -HNRNPA2B1 - [ROA2] 

Actin, alpha cardiac muscle 1 -ACTC1 - [ACTC] 

 

 

 

 

 

 



105 proteins Upregulated included exclusively in 

"CCSP Vs CTR": 

 

Keratin, type I cytoskeletal 18 -KRT18 - [K1C18] Keratin, type II cytoskeletal 8 -KRT8 

PE=1 SV=7 - [K2C8] 

60 kDa heat shock protein, mitochondrial -HSPD1 - 

[CH60] 

Laminin subunit beta-3 -LAMB3 - 

[LAMB3] 

Nucleoside diphosphate kinase A -NME1 - [NDKA] Transaldolase -TALDO1 - [TALDO] 

Complement component 1 Q subcomponent-binding 

protein, mitochondrial -C1QBP - [C1QBP] 

Insulin-like growth factor-binding 

protein 7 -IGFBP7 - [IBP7] 

Radixin -RDX - [RADI] 14-3-3 protein gamma -YWHAG - 

[1433G] 

Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate -

MARCKS- [MARCS] 

14-3-3 protein eta -YWHAH- [1433F] 

Protein disulfide-isomerase -P4HB- [PDIA1] Glucosidase 2 subunit beta -PRKCSH - 

[GLU2B] 

Moesin -MSN- [MOES] Protein-glutamine gamma-

glutamyltransferase 2 -TGM2 - [TGM2] 

Glutathione S-transferase P -GSTP1 - [GSTP1] Glucose-6-phosphate isomerase -GPI- 

[G6PI] 

Cofilin-2 -CFL2 - [COF2] Keratin, type I cytoskeletal 23 -KRT23 - 

[K1C23] 

Profilin-1 -PFN1 - [PROF1] Laminin subunit gamma-1 -LAMC1- 

[LAMC1] 

Plastin-3 -PLS3- [PLST] Keratin, type II cuticular Hb6 -KRT86 - 

[KRT86] 

Protein disulfide-isomerase A3 -PDIA3- [PDIA3] Proteasome subunit alpha type-5 -

PSMA5- [PSA5] 

Protein disulfide-isomerase A6 -PDIA6 - [PDIA6] Insulin-like growth factor-binding 

protein 6 -IGFBP6 - [IBP6] 

Plectin -PLEC- [PLEC] Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A -

PPIA - [PPIA] 

Alpha-enolase -ENO1 - [ENOA] Tubulin beta-4A chain -TUBB4A - 

[TBB4A] 

Endoplasmin -HSP90B1 - [ENPL] DNA damage-binding protein 1 -DDB1 - 

[DDB1] 

Calnexin -CANX - [CALX] Nuclease-sensitive element-binding 

protein 1 -YBX1- [YBOX1] 

Transgelin -TAGLN- [TAGL] Agrin -AGRN PE=1 SV=5 - [AGRIN] 

Tropomyosin alpha-1 chain -TPM1 - [TPM1] Peroxiredoxin-2 -PRDX2 PE=1 SV=5 - 

[PRDX2] 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 -

HNRNPA1 PE=1 SV=5 - [ROA1] 

Annexin A3 -ANXA3- [ANXA3] 

Filamin-A -FLNA- [FLNA] WD repeat-containing protein 1 -WDR1- 

[WDR1] 

Nucleophosmin -NPM1 - [NPM] Importin subunit beta-1 -KPNB1 - 

[IMB1] 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase -GAPDH- 

[G3P] 

Threonine--tRNA ligase, cytoplasmic -

TARS- [SYTC] 

Laminin subunit gamma-2 -LAMC2 - [LAMC2] 14-3-3 protein beta/alpha -YWHAB- 

[1433B] 



Lupus La protein -SSB - [LA] Sulfhydryl oxidase 1 -QSOX1- [QSOX1] 

Filamin-B -FLNB - [FLNB] Prelamin-A/C -LMNA - [LMNA] 

Tropomyosin alpha-3 chain -TPM3 - [TPM3] CD109 antigen -CD109 - [CD109] 

10 kDa heat shock protein, mitochondrial -HSPE1 - 

[CH10] 

14-3-3 protein zeta/delta -YWHAZ - 

[1433Z] 

Pyruvate kinase isozymes M1/M2 -PKM- [KPYM] Tubulin alpha-4A chain -TUBA4A - 

[TBA4A] 

L-lactate dehydrogenase B chain -LDHB - [LDHB] Tubulin alpha-1C chain -TUBA1C - 

[TBA1C] 

Transketolase -TKT- [TKT] 14-3-3 protein theta -YWHAQ - [1433T] 

Fibulin-1 -FBLN1- [FBLN1] Protein S100-A6 -S100A6 - [S10A6] 

Adenosylhomocysteinase -AHCY- [SAHH] Triosephosphate isomerase -TPI1- 

[TPIS] 

Protein disulfide-isomerase A4 -PDIA4 - [PDIA4] Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 

A/B -HNRNPAB - [ROAA] 

14-3-3 protein sigma -SFN - [1433S] Phosphoglycerate mutase 1 -PGAM1 - 

[PGAM1] 

Phosphoglycerate kinase 1 -PGK1- [PGK1] Lipolysis-stimulated lipoprotein receptor 

-LSR- [LSR] 

Alpha-actinin-1 -ACTN1 - [ACTN1] Thrombospondin-1 -THBS1 - [TSP1] 

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K -HNRNPK - 

[HNRPK] 

Protocadherin-1 -PCDH1 - [PCDH1] 

Aspartate aminotransferase, cytoplasmic -GOT1- 

[AATC] 

Rab GDP dissociation inhibitor beta -

GDI2 - [GDIB] 

Fructose-bisphosphate aldolase A -ALDOA - [ALDOA] 14-3-3 protein epsilon -YWHAE - 

[1433E] 

Malate dehydrogenase, mitochondrial -MDH2- 

[MDHM] 

Peroxiredoxin-1 -PRDX1 - [PRDX1] 

Puromycin-sensitive aminopeptidase -NPEPPS - [PSA] Macrophage migration inhibitory factor -

MIF- [MIF] 

Elongation factor 1-alpha 1 -EEF1A1 - [EF1A1] Tubulin beta-3 chain -TUBB3 - [TBB3] 

Serine/arginine-rich splicing factor 2 -SRSF2- [SRSF2] Proteasome subunit alpha type-3 -

PSMA3 - [PSA3] 

Eukaryotic initiation factor 4A-I -EIF4A1 - [IF4A1] Keratin, type I cytoskeletal 17 -KRT17 - 

[K1C17] 

Brain acid soluble protein 1 -BASP1 - [BASP1] Keratin, type II cytoskeletal 7 -KRT7 

PE=1 SV=5 - [K2C7] 

Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 -PEBP1- 

[PEBP1] 

Proteasome subunit beta type-6 -

PSMB6- [PSB6] 

Calmodulin -CALM1 - [CALM] Annexin A2 -ANXA2 - [ANXA2] 

Nidogen-2 -NID2- [NID2] Tyrosine-protein kinase receptor UFO -

AXL- [UFO] 

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B -PPIB - [PPIB] Calsyntenin-1 -CLSTN1 - [CSTN1] 

Ribonuclease inhibitor -RNH1 - [RINI] Transitional endoplasmic reticulum 

ATPase -VCP- [TERA] 

 Follistatin-related protein 1 -FSTL1 - 

[FSTL1] 
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11. Discussion de l’article 6 

 

Dans un premier temps, nous nous sommes assurés d’obtenir un modèle 

inflammatoire d’épithélium bronchique. Nous avons ainsi mis en évidence une 

augmentation dose-dépendante de la sécrétion d’IL8 et de MUC5AC en réponse à la 

stimulation par du CSE. Ces protéines étant respectivement représentatives de 

l’inflammation et de l’hypersécrétion bronchique de mucus, nous avons considéré 

notre modèle d’inflammation induite par le tabac fiable.  

L’approche protéomique est une méthode non biaisée par une hypothèse de départ, 

dénuée d’a priori sur les résultats engendrés. Nous avons ainsi pu déterminer la 

signature spécifique des cellules épithéliales agressées par le tabac ou autrement dit 

leur sécrétome. Dans les épithélia stimulés par le tabac, les protéines de la matrice 

extracellulaire (protéines de la famille des kératines, laminines, tubulines etc…) sont 

sous-exprimées tout comme les protéines de la machinerie du protéasome. La 

supplémentation en CCSP exogène de ces mêmes épithélia (agressés par le tabac) 

entraîne une hyperproduction de ces protéines suggérant ainsi un contre-effet 

« réparateur » de CCSP tendant à restaurer ad integrum le sécrétome de l’épithélium 

bronchique. Les protéines régulées ici, de façon significative selon les conditions, sont 

des protéines de structure cellulaire ou encore étant normalement présentes dans le 

cytosol cellulaire (en ce qui concerne les protéines de la machinerie du protéasome). 

Nous pouvons formuler l’hypothèse que l’agression provoquée par le tabac est telle 

que les cellules perdent toute cohésion et structure, soit par une toxicité directe, soit 

par régulation de l’expression protéique. La supplémentation en CCSP tend à 

restaurer ces anomalies. Le modèle NCI-H292 est un modèle cellulaire difficile à 

maîtriser, non pas du point de vue technique, car les cellules prolifèrent facilement et 

rapidement, mais du point de vue de sa propension à fournir des résultats 

extrapolables à la physiologie humaine. Déterminer la signification exacte des 

signatures protéomiques mises en évidence ici nécessite des expériences 

complémentaires.  
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12. Conclusion de l’article 6 

 

Notre travail nous permet de déterminer la signature protéomique des cellules 

épithéliales bronchiques agressées par le tabac et met également en évidence la 

signature du traitement par la protéine CCSP de mêmes épithélia. De façon 

intéressante, il s’agit principalement de protéines de la matrice extracellulaire et de la 

machinerie du protéasome.  
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Ce travail était décliné en 3 objectifs : 

-le premier était de comprendre la régulation endogène du gène CCSP, 

-le second était de caractériser les cellules Club dans notre modèle ex vivo 

d’épithélium bronchique, 

-et le dernier était d’étudier les effets de la supplémentation exogène en protéine CCSP 

sur l’épithélium bronchique. 

 

Dans la BPCO, la cellule Club et sa protéine spécifique CCSP ont fait l’objet de 

quelques études physiopathologiques importantes. Un déficit en cellules Club a été 

plusieurs fois observé dans la BPCO. Ce déficit serait à l’origine de concentrations 

moindres en protéine CCSP dans les voies aériennes et dans le sang.  

Dans la première partie de notre travail, nous avons focalisé notre attention sur le 

polymorphisme G38A, affectant le promoteur du gène codant pour la protéine CCSP. 

Son implication maintenant bien documentée semble indiscutable dans de 

nombreuses pathologies respiratoires chroniques (asthme, syndrome de bronchiolite 

oblitérante…). Cependant peu d’analyse GWAS ont identifié ce gène du chromosome 

11 comme responsable d’une susceptibilité accrue à développer la BPCO. Les 

résultats que nous avons obtenus indiquent clairement que ce polymorphisme est 

impliqué dans la régulation des taux de protéine CCSP sérique, où elle est mille fois 

moins abondante que dans les voies aériennes. Nous avons ainsi démontré la 

présence d’une interaction gène-environnement dans la BPCO, ce qui est intéressant 

en terme  diagnostique : déterminer le génotype de CCSP des individus fumeurs 

pourrait permettre d’identifier une population à risque de développer la maladie. 

Il a été démontré que les souris invalidées pour le gène CCSP sont plus susceptibles 

de développer une pathologie pulmonaire lorsqu’elles sont agressées par la fumée de 

cigarette, semblable d’un point de vue histopathologique à la BPCO décrite chez 

l’homme. La restauration de taux sériques normaux de cette protéine chez ces souris 

déficientes semble conférer une « protection » vis-à-vis de la fumée de cigarette.  

Beaucoup d’observations ayant déjà été faites chez l’animal, nous avons porté notre 

intérêt sur l’étude des cellules Club et de la protéine CCSP chez l’homme. L’étude que 

nous avons menée dans une deuxième partie vise à une meilleure compréhension du 
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rôle des cellules Club de l’épithélium bronchique humain. Nous avons reproduit un 

modèle d’étude de cellules épithéliales bronchiques de sujets sains et de patients 

BPCO, au plus proche des conditions physiologiques. Au cours de ces cultures en ALI, 

les cellules exprimant CCSP semblent relativement plus fréquentes qu’in vivo, ce 

d’autant que ces cultures sont issues de cellules épithéliales prélevées à un niveau 

proximal de l’arbre aérien au cours d’une endoscopie. Ces cellules ne sont pas 

présentes de manière significative au cours de la phase de prolifération mais sont de 

plus en plus représentées au cours de la phase de différenciation qui débute à partir 

de la mise en ALI. Les cellules exprimant CCSP semblent dans ce modèle issues de 

cellules épithéliales bronchiques, capables de proliférer puis de se différencier.  

Par la suite, il serait intéressant de caractériser les cellules CCSP+ en enrichissant ces 

populations grâce à des marqueurs de surface complémentaires spécifiques de 

certaines fonctions. A ce stade, les phénotypes opposés (cytoplasmique vs sécrété) 

décrits ne sont pas associés à des fonctions différentielles. Nous pourrions modifier le 

phénotype épithélial naturellement obtenu au cours d’une différenciation en ALI par le 

biais d’anticorps neutralisant la voie de signalisation Notch ou une autre cible (à l’image 

du ciblage spécifique de Cyp2f2 par le naphtalène chez la souris). Associé à l’utilisation 

d’imagerie confocale, d’immunoTEM ou de FACS trieur, nous pourrions avancer dans 

cette caractérisation. Enfin, l’analyse transcriptomique de ces cellules CCSP+ pourrait 

permettre d’identifier leur hétérogénéité. 

Après avoir saisi tout l’intérêt de ces cellules en contexte physiologique et 

pathologique, nous nous sommes ensuite intéressés au rôle de la protéine CCSP. 

Plusieurs études rapportent de manière relativement consistante un rôle immuno-

modulateur fin, plutôt anti-inflammatoire, en ciblant la PLA2 ou encore comme NF-kB. 

Dans la littérature, il est décrit un effet paracrine au sein des voies aériennes mais, mis 

à part des arguments indirects pour une signalisation médiée par le FPR, il n’est pas 

connu de récepteur à cette molécule. Dans la dernière partie de notre étude, nous 

avons prouvé que la supplémentation en CCSP exogène des épithélia en ALI à partir 

de patients BCPO, préalablement stimulés par le CSE, permet une diminution 

significative de la production d’IL8 au niveau apical. Nous avons émis l’hypothèse que 

CCSP puisse interférer avec l’histoire naturelle de la maladie. Ensuite, nous avons 

essayé de comprendre les mécanismes mis en jeu par la supplémentation en CCSP 

des épithélia bronchiques. L’effet de CCSP sur l’inhibition du chimiotactisme des 
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neutrophiles peut être médié via l’épithélium, potentiellement par l’interaction avec la 

voie NF-κB ou la voie PLA2. Nous proposons également que l’action inhibitrice de 

CCSP puisse s’effectuer directement sur le neutrophiles, soit par fixation sur les 

récepteurs des substances chimioattractantes présents à la surface des neutrophiles 

(CXCR1/2 ou FRP2 par exemple) soit par interactions directes avec ces substances 

chimioattractantes (IL8 ou fMLP respectivement), les empêchant ainsi de se fixer sur 

leur récepteur. Nous suggérons qu’une restauration des taux endogènes de la protéine 

CCSP chez les patients souffrant de BPCO pourrait aider à réguler l’inflammation 

neutrophilique exagérée retrouvée chez ces patients. 

In vivo, deux essais thérapeutiques en cours sont potentiellement intéressants. L’un 

teste l’efficacité de CCSP chez des prématurés ayant développé un syndrome de 

détresse respiratoire. L’autre sera mené par notre équipe, grâce à une collaboration 

avec Therabron et le Dr Aprile Pilon aux USA. Nous cherchons à déterminer cette fois-

ci l’influence d’une supplémentation in vivo avec différents isoformes de CCSP sur des 

modèles épithéliaux, ainsi que sur des neutrophiles issus de patients BPCO et sujets 

témoins. L’optique d’une utilisation thérapeutique de CCSP est donc tout à fait 

plausible. 

Au total, il existe des arguments cliniques, biologiques, animaux, cellulaires, 

biochimiques, suffisamment pertinents pour émettre l’hypothèse que la protéine CCSP 

est une molécule anti-inflammatoire endogène naturelle dont le déficit clinique et/ou 

fonctionnel, déterminé ou acquis soit potentiellement préjudiciable pour l’avenir 

respiratoire de patients à l’exposome défavorable. 

 

Editorial : « Club cells and CC16: another “smoking gun”? (With 

potential bullets against COPD) » 
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Greater susceptibility of knockout CC16 mice to cigarette smoking gives insight regarding a
potential player in COPD http://ow.ly/KhCMa

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) remains a challenge for clinicians and scientists, as no
currently available treatment can significantly change the natural history of the disease. Accelerated lung
function decline and recurrent episodes of exacerbations are thought to play critical roles in precipitating
patients towards comorbid conditions, long-term oxygen supplementation dependency, and finally death.
Currently, the underlying paradigm counterbalances alveolar wall destruction with peribronchiolar fibrosis,
the latter being hypothesised to precede the former [1]. Although small airways are now largely recognised
as the critical zone of disease initiation and progression [2], very few histological and biological properties
specific to this compartment in humans have been highlighted to explain this phenomenon.

Club cells, identified during the 19th century, are one of these targets and thorough efforts have aimed at
identifying them as another “smoking gun” candidate [3]. CC16, a 15.8-kDa protein, is secreted by these
nonciliated bronchiolar cells and is supposed to have anti-inflammatory properties. Confusing roles in
airway homeostasis maintenance have been attributed both to the protein and to the cell [4], since these
cells are commonly identified by the protein. CC16 could act through the direct binding of inhaled
toxicants within its hydrophobic pocket for example, while the club cell may detoxify inhaled noxious
agents through the expression of naphthalene-targeted CYP2F2 cytochrome [5] and play a role of
accessory resident stem cell [6].

Serum CC16 level has been shown as a potential biomarker of accelerated lung function decline in a very
large cohort [7]. CC16 polymorphism and local deficiency on the one hand, and a decreased number of
club cells on the other hand, were reported as features of COPD [8, 9], as confirmed by
LAUCHO-CONTRERAS et al. [10] in the current issue of the European Respiratory Journal. In previous studies,
exogenous CC16 showed pharmacological properties that could decrease excess airway inflammation and
mucus production in ex vivo models [11–13]. However, CC16 has not demonstrated physiological
properties, as shown in a prior report on CC16-deficient mice, which were not more susceptible to
changes induced by cigarette smoke [14].

The paper by LAUCHO-CONTRERAS et al. [10] has reported novel and important observations of knockout
CC16 mice exposed to 6 months of smoking. They not only observed an increased susceptibility of the
knockout animals to emphysema and peribronchiolar fibrosis, but also unravelled potential mechanisms of
action of CC16 involved in COPD development. These knockout mice exposed to cigarette smoke
exhibited exaggerated airway inflammation, increased alveolar septal and bronchial cell apoptosis and
goblet cell metaplasia. Conversely, increased nuclear factor-κB levels of activation were recorded. These
findings support the hypothesis of MCDONOUGH et al. [1], which states that bronchiolar obstruction may
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precede emphysema. Importantly, these animals could be rescued from the harmfulness of cigarette
exposure by overexpressing CC16 through inhaled transfected adenovirus, and this represents a therapeutic
perspective.

These promising observations deserve important comments. First, the exact mechanism of action of CC16
is in fact not firmly established here, since ex vivo air–liquid interface cultures of the airway epithelium of
knockout mice did not behave differently from the wildtype-derived cells, and demonstrated no
exaggerated apoptosis. CC16 may act through a direct intercellular paracrine action [15] or direct inhaled
toxicant neutralisation [5], but unfortunately, this was not investigated in the present study. Phospholipase
A2 had been considered a possible target for CC16 but this was not confirmed. The identification of a
receptor for CC16 would represent the next step to better understand this hypothesis. Since CYP2F2
disappeared with CC16 knockout in the present study, this raised the question of whether interfering with
the protein also interfered with the cell, and subsequently, the question of whether protein or cell was the
most important player in the field [16].

Secondly, exposure to cigarette smoke required high levels to reach these findings, in contrast with a
previous attempt using the same animals [14]. Indeed, this does not at all predict the extent to which
CC16 is important in regard to COPD susceptibility. Furthermore, knowledge about human and rodent
airway epithelia is not perfectly corroborating, since cells expressing CC16 are predominant throughout
the rodent airway tree [17].

Recently, CC16-expressing cells from the bone marrow were shown to participate in airway epithelial
regeneration [16]. With regard to the human therapeutic perspective, it is of great importance to identify
the optimal timing of initiation and especially whether it should occur before or after smoking cessation.
This debate reaches beyond biology but the answer is a prerequisite for best ethical decision making when
considering cigarette smoking as an addiction.

Last but not least, this study does not really improve understanding of why CC16 polymorphisms would
be important in increasing COPD susceptibility as identified by large genome-wide association study
initiatives. It provides an important insight regarding a potential key player in the injury/repair imbalance
elicited at the epithelial surface. However, the dynamic regulation of CC16 expression and release is not
allowed by such a model, for example during an exacerbation, and this is potentially important in the
futuristic therapeutic perspective of exogenous supplementation in humans.
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Titre : « Rôle des cellules Club et de CCSP dans la BPCO » 

Mots clés : Cellules Club, CCSP (CC10, SCGB1A1), BPCO 

 

La protéine CCSP (« Club Cell Secretory Protein »), produite par les cellules Club au niveau de l’épithélium respiratoire, se 
retrouve déficiente chez les patients atteints de Bronchopneumopathie Chronique Obstructive (BPCO). Le but de ce travail était 
de comprendre la régulation et les différents rôles de la protéine CCSP afin d’en évaluer son potentiel intérêt thérapeutique.  
 
Nous avons dans un premier temps observé les effets du polymorphisme connu de CCSP au niveau de sa région promotrice, la 
mutation G38A, sur la transcription même du gène. Nous avons constaté in vivo dans une étude clinique prospective sur 1 an 
comprenant 66 patients souffrant de BPCO, et confirmé in vitro dans un modèle de cellules BEAS-2B transfectées, que la fumée 
de cigarette était un répresseur de la transcription de CCSP et que ce phénomène était amplifié par la présence de la mutation 
G38A. De plus, in vitro, certains facteurs de transcription tels que p53 et Nkx2.1, ainsi que les lipopolysaccharides, affectaient 
l'efficacité du promoteur de CCSP. 

Ensuite, nous avons caractérisé les cellules qui sécrètent cette protéine dans un modèle ex vivo de culture en interface air-liquide 
de cellules primaires épithéliales bronchiques. Nous avons observé par microscopie électronique à balayage des cellules en 
dôme, forme caractéristique des cellules Club, et par microscopie électronique à transmission des cellules contenant des granules 
de sécrétion contenant la protéine CCSP. Nous avons constaté par immunofluorescence que les cellules marquées CCSP+ 
étaient également MUC5AC+ (marqueur de cellules à mucus), P63+ (marqueur de cellules basales) ou encore KI-67+ (marqueur 
de prolifération). Nous suggérons donc que les cellules Club sont des cellules progénitrices, permettant ainsi la régénération de 
l’épithélium bronchique.  

Par ailleurs, nous avons évalué l’implication de la protéine CCSP dans le recrutement des neutrophiles, cellules inflammatoires 
prépondérantes dans la BPCO. Une étude pharmacologique a d’abord permis d’évaluer les effets de CCSP sur des neutrophiles 
de sujets témoins. Le déplacement des neutrophiles, stimulé par l’IL8 ou le fMLP (tous deux puissants agents chemoattractants), 
était inhibé par CCSP. Puis, par une étude in vitro, nous avons déterminé la modulation du sécrétome de l’épithélium bronchique 
par CCSP. Lorsque les sécrétions d’épithélia reconstitués ex vivo à partir de biopsies de fumeur et de BPCO étaient mis en 
présence de neutrophiles, un chimiotactisme exagéré des neutrophiles étaient constaté. Lorsque les épithélia étaient traités avec 
la protéine CCSP, à l’état de base ou stimulés par de la fumée de cigarette, ce chimiotactisme exagéré était alors diminué. 

Enfin, dans une dernière partie, nous nous sommes intéressés à la régulation de la protéine, dans un modèle de culture cellulaire 
NCI-H292, lignée de cellules bronchiques cultivées en monocouche. Nous avons supplémenté ces cellules en CCSP exogène 
afin d’analyser les variations du profil protéomique des secrétions engendrées (méthode LC-MS/MS). De façon générale, il 
s’avérait que la supplémentation en CCSP permettrait une restauration de la « machinerie » du protéasome avec une 
augmentation des protéines de la famille des tubulines. 

Ce travail de thèse a démontré que la protéine CCSP était un acteur potentiel de la physiopathologie de la BPCO. L’étude de sa 
régulation a montré que la synthèse de CCSP était effectivement diminuée dans la BPCO. Ainsi, une supplémentation en CCSP 
pourrait être une piste thérapeutique. 

 

Title: « Club cells and CCSP in COPD » 

Keywords: Club cells, CCSP (CC10, SCGB1A1), COPD 

 

A defective in Club Cell Secretory Protein (CCSP) produced by nonciliated Club cells was observed in COPD (Chronic Obstructive 
Pulmonary Disease) airways. Our aim was to understand CCSP biological mechanisms of action and its dysregulation in COPD 
and whether it might be a therapeutic axis in COPD. 

First, the influence of the CCSP G38A polymorphism on CCSP transcription levels and its regulatory mechanisms were analyzed. 
Our in vivo study conducted in a 1 year prospective cohort consisting of 66 COPD patients confirmed that circulating CCSP levels 
were associated with smoking. Moreover, the CCSP G38A polymorphism and the smoking status significantly repressed CCSP 
serum levels. Our in vitro study conducted in BEAS-2B transfected cells supported those findings as CSE repressed the CCSP 
transcription of the A carrying transfected cells more intensely than the wild type cells. Noteworthy, LPS, Nkx2.1 and p53 
transcription factors also modulated the CCSP promoter efficiency in vitro.  

Furthermore, CCSP producing cells were characterized in an air-liquid interface (ALI) culture model of bronchial epithelial cells. 
Transmission electron microscopy, scanning electron microscopy and confocal microscopy confirmed the pseudostratified 
organization of the reconstituted epithelium. Evidences of full differentiation were identified and labeled with MUC5AC (goblet 
cells), tubulinIV (ciliated cells), P63 (basal cells) and CCSP (club cells). Moreover, the ex vivo reconstituted COPD epithelium 
released higher levels of IL8 and MUC5AC. Ki-67 and collocating antibodies with CCSP argued for an accessory stem cell and a 
transitory differentiating roles for CCSP+ cells. 

Then, we aimed to investigate whether exaggerated airway neutrophilia was driven by the CCSP-defective COPD airway 
epithelium. CCSP action on healthy neutrophil chemotaxis was evaluated in a pharmacological study demonstrating that CCSP 
directly inhibited neutrophil chemotaxis induced by fMLP and IL8. Then, in an in vitro study, ALI-reconstituted COPD airway 
epithelium in a clean environment promoted an exaggerated neutrophilic chemotaxis compared to smokers and controls at steady 
state. Treating the airway epithelium with exogenous CCSP prevented baseline and CSE-induced neutrophil chemotaxis. 

Finally, CCSP regulation was studied in NCI-H292 cells, a human pulmonary cell line. The cells were supplemented with CCSP. 
Proteomic profile (LC-MS/MS method) of the bronchial epithelium in response to CCSP treatment demonstrated that the 
proteasome machinery and the tubulin family members were upregulated. 

This work supported the potential implication of CCSP in the pathophysiology of COPD. CCSP was confirmatively defective in 
COPD patients, therefore, restoring physiological concentrations of CCSP by exogenous supplementation may be a therapeutic 
perspective. 


