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Résumé 
 

La voie Hedgehog (HH) est impliquée dans le développement et le maintien de 

l’homéostasie pulmonaire. Elle est altérée dans de nombreuses pathologies respiratoires, 

comme la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO). Les éléments principaux de la 

voie HH, Gli2, Shh et Smo, sont diminués chez les patients BPCO. Son inhibition entraine un 

remodelage épithélial caractéristique de la BPCO. Etant donné que seuls les éléments 

principaux ont été étudiés dans le contexte pulmonaire, nous avons exploré des éléments 

secondaires pouvant être impliqués dans le remodelage épithélial. 

 

Deux stratégies expérimentales complémentaires ont identifié deux éléments altérés 

dans la BPCO. D’une part, l’étude des corécepteurs de la voie HH a démontré que le niveau 

d’expression du Glypican 3 (GPC3) est corrélé au déclin de la fonction respiratoire chez les 

patients BPCO. La localisation du GPC3 est diminuée chez les patients BPCO. In vitro, 

l’inhibition du GPC3 entraine une diminution de l’activation de la voie HH et un remodelage 

de l’épithélium, caractérisé par un défaut de ciliogénèse et de production de mucines. D’autre 

part, l’étude transcriptomique de l’inhibition de la voie HH au cours de la différenciation a mis 

en évidence POU5F1 comme un acteur moléculaire corrélé à la voie HH. Sa localisation est 

diminuée chez les patients BPCO, en association avec un déclin de la fonction respiratoire. 

 

Cette étude montre pour la première fois l’importance des éléments secondaires de la 

voie HH dans le contexte pulmonaire. L’identification de ces nouveaux éléments altérés dans 

la BPCO permet une meilleure compréhension des mécanismes impliquant la voie HH dans 

cette pathologie. 

 

Mots clés :  BPCO, voie Hedgehog, cellules épithéliales des voies aériennes, GPC3, POU5F1
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Abstract 
 

Hedgehog (HH) pathway is involved in the development and maintenance of pulmonary 

homeostasis. It is altered in many respiratory diseases, such as chronic obstructive pulmonary 

disease (COPD). The core elements of the HH pathway, Gli2, Shh, and Smo are decreased in 

COPD patients. HH pathway inhibition leads to epithelial remodelling, a hallmark of COPD.  

Since only the core elements were studied in the pulmonary context, we explored the secondary 

elements that may be involved in airway epithelial remodelling.  

 

Two complementary experimental strategies identified two altered elements in the 

COPD context. On the one hand, the study of HH co-receptors showed that the expression level 

of Glypican-3 (GPC3) is correlated with the decline of respiratory function in COPD patients. 

The localisation of GPC3 is decreased in COPD patients. In vitro, GPC3 inhibition induced a 

decrease of the HH pathway activation and epithelial remodelling, characterised by a defect of 

ciliogenesis and mucin production. On the other hand, a transcriptomic study of HH pathway 

inhibition during airway epithelial cell differentiation unveiled POU5F1 as a molecular actor 

intertwined with the HH pathway. Its localisation was decreased in COPD patients, and 

associated with a decrease in pulmonary function. 

 

This study demonstrates for the first time the importance of HH secondary elements in 

the pulmonary context. The identification of these novel altered elements in COPD patients 

allows deciphering additional mechanisms involving the HH pathway in this disease. 

 

Keywords:  COPD, Hedgehog pathway, airway epithelial cells, GPC3, POU5F1
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Cette thèse intitulée « Identification et caractérisation de nouveaux régulateurs de la 

voie Hedgehog dans l’homéostasie pulmonaire et la BPCO » a été effectuée à Reims, au sein 

du laboratoire INSERM UMR-S 1250 « Pathologies Pulmonaires et Plasticité Cellulaire » 

(P3Cell) sous la direction du Docteur Valérian Dormoy et de la Professeure Jeanne-Marie 

Perotin du 15 octobre 2021 au 16 octobre 2024. L’équipe s’interesse à identifier et caractériser 

les mécanismes impliqués dans la génèse des pathologies respiratoires telles que la 

mucoviscidose, la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO), l’asthme et les cancers 

du poumon en se focalisant sur la plasticité de l’épithélium des voies aériennes par des 

phénonèmes de différenciation des cellules épithéliales. 

 

L’un des axes de recherche majeurs explore le rôle de la ciliogenèse en lien avec la voie 

Hedgehog dans l’homéostasie pulmonaire et le remodelage associé à la BPCO. L’objectif 

principal de la thèse est de caractériser de nouveaux régulateurs de la voie Hedgehog dans le 

contexte pulmonaire et d’étudier leur implication dans le développement de la BPCO. 

 

Le manuscrit de thèse s’articule en six parties. L’introduction est découpée en quatre 

chapitres dont le troisième est réalisé sous la forme d’une revue publiée. La partie matériels et 

méthodes est détaillée pour l’ensemble de l’étude comprenant l’origine du matériel biologique, 

les consommables et les procédures expérimentales. Les résultats sont divisés en deux parties, 

axées chacunes sur une statégie expérimentale et faisant l’objet de deux articles soumis. La 

discussion est centralisée sur l’analyse de chacun des deux articles. Enfin, les perspectives et 

la conclusion sont intégrées pour la gobalité de l’étude et sont suivies des références 

bibliographiques parcourant l’ensemble du manuscrit.  
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Chapitre I : L’appareil respiratoire humain  
 

1. Généralités sur l’appareil respiratoire 

1.1. Organisation de l’appareil respiratoire 
 

L’appareil respiratoire humain est un ensemble d’organes contenant les voies aériennes 

et le parenchyme pulmonaire pour assurer la fonction de respiration. Les voies aériennes 

supérieures sont exclusivement extra-pulmonaires et comprennent la cavité nasale, le pharynx 

et le larynx, alors que les voies aériennes inférieures sont extra-pulmonaires et intra-

pulmonaires et comprennent la trachée et les poumons (Figure 1). L’appareil respiratoire 

comporte une zone de conduction de l’air assurée par les voies aériennes dans une phase 

ventilatoire (inspiration et expiration) et une zone alvéolo-capillaire assurée par le parenchyme 

pulmonaire dans une phase respiratoire. En effet, l’air inspiré riche en oxygène transite de la 

cavité nasale jusqu’aux bronchioles en subissant une humidification, une filtration et un 

réchauffement. Il est par la suite acheminé jusqu’au parenchyme pulmonaire, lieu des échanges 

gazeux. La paroi alvéolaire en contact avec les capillaires sanguins permet une bonne diffusion 

du dioxygène (O2) vers le sang et du dioxyde de carbone (CO2) vers les alvéoles. Le CO2 suivra 

le chemin inverse à travers l’air expiré et sera expulsé du corps. 

 

 
Figure 1 : Organisation des voies aériennes inférieures humaines 
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1.2. Caractéristiques générales du poumon 
 

Le poumon est un organe thoracique indispensable pour la respiration dont le 

développement s’effectue à partir de l’endoderme pour les tissus épithéliaux et du mésoderme 

pour les tissus non-épithéliaux. Son organisation dichotomique d’une vingtaine de générations 

permet une grande surface de conduction et d’échanges [1]. Concernant la partie conductrice, 

la trachée se divise, dès les premières semaines embryonnaires, en deux bronches souches 

entrant chacune dans un poumon au niveau d’une région appelée le hile. La bronche souche du 

poumon droit se ramifie en trois bronches lobaires correspondant aux trois lobes de ce poumon 

alors que la bronche souche du poumon gauche se dédouble en deux bronches lobaires 

correspondant aux deux lobes de ce poumon. Les bronches lobaires se divisent pour former les 

bronches segmentaires et sous-segmentaires. Enfin, à partir de la 10ème semaine embryonnaire, 

ces dernières se ramifient pour donner naissance aux bronchioles et bronchioles terminales. La 

zone alvéolaire est, quant à elle, contenue dans les lobules pulmonaires. Elle se met en place à 

partir de la 16ème semaine embryonnaire et continue son développement jusqu’à 3 ans post-

natal. Elle se constitue de bronchioles respiratoires, des conduits alvéolaires et des sacs 

alvéolaires contenant les alvéoles (Figure 1). 

 

2. Populations cellulaires pulmonaires 

2.1. Organisation histologique des voies aériennes 
 

Les voies aériennes sont constituées de trois tuniques concentriques. La muqueuse est 

composée d’un épithélium reposant sur la membrane basale et du chorion essentiellement 

constitué de fibres élastiques produites par les fibroblastes. Cette tunique est également 

vascularisée et comporte des follicules lymphoïdes. La sous-muqueuse est composée de cellules 

musculaires lisses assurant la plasticité des voies aériennes. Elle comprend des glandes séro-

muqueuses dans la partie proximale de l’arbre respiratoire. De plus, elle est composée d’ilots 

discontinus et circulaires de cartilage de type hyalin qui assurent la rigidité et le maintien de la 

structure de la trachée et des bronches. Enfin, l’adventice est un tissu conjonctif riche en 

vaisseaux sanguins et lymphatiques. Au niveau alvéolaire, il disparait pour laisser place à 

l’interstitium pulmonaire connectant les alvéoles entre elles.  

 

Les différents compartiments de l’appareil respiratoire sont tapissés de tissus épithéliaux 

et non-épithéliaux avec des compositions cellulaires différentes afin d’assurer une fonction 

spécifique (conduction de l’air et échanges gazeux) (Figure 2). 
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Figure 2 : Organisation cellulaire des tissus pulmonaires 

(modifié d’après Zepp et Morrisey, 2019) 

 

2.2. Tissus épithéliaux 
 

Les voies aériennes sont composées de trois épithéliums principaux, bronchique ou 

respiratoire, bronchiolaire et alvéolaire. L’épithélium tapissant les bronches et les larges 

bronchioles est pseudostratifié et constitué majoritairement de cellules basales, multiciliées et 

sécrétrices. L’épithélium devient unistratifié et cubique dans les bronchioles de plus petits 

diamètres et pavimenteux dans les alvéoles [2,3]. L’épithélium est séparé des tissus non-

épithéliaux par la membrane basale permettant l’adhésion des cellules et la polarité cellulaire. 

Elle est composée de la lame basale, sur laquelle reposent toutes les cellules épithéliales, et de 

la lame réticulaire sécrétée par les fibroblastes [4]. La composition cellulaire de l’épithélium 

est en constante évolution par l’identification de nouveaux types cellulaires, parfois 

intermédiaires, par séquençage en cellule unique (scRNAseq) [5,6]. 
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2.2.1. Les cellules basales 

 

Les cellules basales sont de forme pyramidale et reposent sur la lame basale sans 

atteindre la lumière des voies aériennes. Elles sont localisées de la trachée jusqu’au bronchioles, 

avec une diminution progressive de leur nombre le long de l’axe proximo-distal (30 à 6% 

respectivement), jusqu’à une disparition complète dans les alvéoles [7]. Elles sont caractérisées 

par l’expression de protéines spécifiques, telles que Trp63 (Transformation related protein 63) 

et KRT5/14 (Keratin 5/14) [8–10]. Les cellules basales sont considérées comme progénitrices 

et multipotentes. En effet, elles permettent le maintien de l’homéostasie dans un état de 

quiescence et assurent la réparation et la régénération d’un épithélium fonctionnel après une 

lésion [11]. Elles sont capables de proliférer et de se différencier en deux types cellulaires 

majoritaires, les cellules multiciliées et les cellules sécrétrices [12]. Le devenir des cellules est 

influencé par différentes voies de signalisation, notamment Notch. Une forte activation de la 

voie entraine une différenciation en faveur des cellules sécrétrices, alors qu’une faible 

activation oriente la différenciation vers les cellules multiciliées [13]. 

 

2.2.2. Les cellules multiciliées 

 

Les cellules multiciliées sont issues de la différenciation des cellules basales ou de la 

trans-différenciation des cellules sécrétrices et représentent environ 50% des cellules de 

l’épithélium bronchique et bronchiolaire. De forme cylindrique, les cellules multiciliées sont 

totalement différenciées et expriment le facteur FoxJ1 (Forkhead box J1) [14]. Elles présentent 

de nombreux cils moteurs localisés à la surface apicale (200-300 cils par cellule), mesurant 6-

7 µm. Ils sont constitués d’un axonème, d’une zone de transition et d’un corps basal (Figure 

3). La structure de l’axonème est de 9+2, deux microtubules centraux et 9 doublets de 

microtubules périphériques entourés d’une membrane continue avec la membrane plasmique 

[15]. La formation et le maintien de cette structure fait intervenir le transport intraflagellaire 

(IFT - Intraflagellar Transport), rétrograde sous le contrôle de kinésines, de la base au sommet 

du cil et antérograde sous le contrôle de dynéines, du sommet vers la base. Les ponts de nexine 

reliant les doublets de microtubules, les bras de dynéine internes et externes et l’hydrolyse 

d’ATP assurent un battement ciliaire coordonné et synchrone participant à la clairance 

mucociliaire à une fréquence de 12-15 Hz. Cette fréquence peut être altérée par des stimuli 

environnementaux, tels que la température, le taux de calcium intracellulaire, des toxines, des 

antimicrobiens ou antiviraux [16]. 
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Figure 3 : Structure du cil moteur 

 

2.2.3. Les cellules sécrétrices 

 

Les cellules sécrétrices peuvent être de trois types selon leur localisation et leur 

sécrétion : les cellules caliciformes, les cellules club et les cellules glandulaires (muqueuses et 

séreuses).  

 

Les cellules caliciformes représentent 5 à 15% des cellules de l’épithélium des voies 

aériennes. Elles possèdent un noyau en position basale et des granules de sécrétion au pôle 

apical. Ces derniers contiennent des électrolytes, comprenant des métabolites, des peptides 

antimicrobiens et des mucines [17]. Ces granules sont sécrétés par hydrolyse d’ATP pour 

former le mucus après son hydratation sous le contrôle de canaux ioniques. Le mucus est 

composé d’eau, de mucines, de sel et de protéines. La mucine majoritaire sécrétée par les 

cellules caliciformes est Muc5ac [18]. Les cellules caliciformes sont majoritairement présentes 

au niveau bronchique, laissant place aux cellules club dans l’épithélium bronchiolaire.  

 

Les cellules club, autrefois appelées cellules de Clara, représentent 10% des cellules 

épithéliales présentes dans la partie distale des voies aériennes. Elles sont de forme cubique et 

présentent de nombreux granules riches en eau au pôle apical. Le principal produit de sécrétion 

est l’utéroglobine, également appelé CC10 (Club Cell 10-kDa protein), mais elles sécrètent 

également des protéines stabilisatrices du surfactant (surfactant proteins A, B, and D) [19].  
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Les cellules club ont un rôle de protection de l’épithélium par une action anti-

inflammatoire, anti-oxydante et détoxification. Elles inhibent la synthèse de produits de 

sécrétion des leucocytes entrainant une diminution du chimiotaxisme des cellules immunitaires 

[20]. Elles possèdent également une capacité de renouvellement et de réparation tissulaire. En 

effet, elles sont considérées comme cellules intermédiaires et peuvent se différencier en cellules 

multiciliées et caliciformes ou se dédifférencier en cellules basales en cas de lésion pour 

régénérer un épithélium fonctionnel [21,22]. 

 

L’épithélium bronchique est un épithélium de revêtement qui peut pénétrer dans la 

couche sous-jacente pour former l’épithélium glandulaire dans les glandes séro-muqueuses. Il 

est composé de cellules muqueuses (60%) et de cellules séreuses (40%) [23]. Les cellules 

muqueuses sont semblables aux cellules caliciformes et sécrètent majoritairement la mucine 

Muc5b. Les cellules séreuses, quant à elles, sécrètent de nombreuses protéines, telles que des 

protéoglycanes ou des peptides antimicrobiens. Ces produits de sécrétion sont excrétés dans 

des canaux et remontés à la surface de l’épithélium par le mucus. Cet épithélium glandulaire 

est bordé par des cellules myoépithéliales aidant l’expulsion du mucus par leurs propriétés 

contractiles. Les cellules myoépithéliales semblent également impliquées dans le 

renouvellement de l’épithélium de revêtement lors d’importantes lésions par prolifération, 

migration et différenciation [24,25]. Toutefois, ce mécanisme n’est pas encore élucidé. 

 

2.2.4. Les ionocytes 

 

Identifiés récemment, les ionocytes sont des cellules présentes en faible quantité dans 

l’épithélium des voies aériennes (1-2% des cellules). Elles sont dérivées des cellules basales et 

sont riches en mitochondries, témoignant d’une forte activité métabolique. Elles présentent une 

forte expression du canal CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) et 

de FoxI1 (Forkhead box I1) [26,27]. Leur implication dans la mucoviscidose ainsi que leur rôle 

dans l’homéostasie de l’épithélium bronchique et bronchiolaire fait l’objet de nombreuses 

études. 
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2.2.5. Les cellules neuroendocrines 

 

De forme pyramidale, les cellules neuroendocrines sont présentes en très faible quantité 

le long de l’épithélium bronchique et bronchiolaire, notamment au niveau des zones de 

bifurcation de l’arbre respiratoire [28]. Elles sont retrouvées isolées ou regroupées dans des 

clusters appelés corps neuro-épithéliaux. Elles possèdent de nombreux chémorécepteurs au pôle 

apical ayant un rôle de senseur à différents stimuli tels que la pression de l’air, les taux d’O2 et 

de CO2, les ions H+ et la nicotine [29]. Elles participent à la communication avec le système 

nerveux et le système immunitaire par sécrétion de granules contenant des neurotransmetteurs 

et des neuropeptides tels que la sérotonine, la bombésine et CGRP (calcitonin gene-related 

peptide). Ces produits de sécrétion modulent la réponse immunitaire en influençant la 

production de cytokines ou le recrutement de populations cellulaires [30]. Ils agissent sur la 

bronchoconstriction et sur la régulation de la sécrétion du mucus. Les cellules neuroendocrines 

pourraient également être impliquées dans la régénération d’un épithélium fonctionnel. 

 

2.2.6. Les pneumocytes 

 

Les alvéoles sont les unités fonctionnelles du poumon, lieu des échanges gazeux. Elles 

sont composées de deux types cellulaires : les pneumocytes de type I (PnI) et les pneumocytes 

de type II (PnII) (Figure 4). 

 

 
Figure 4 : Structure de la barrière alvéolo-capillaire 
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Les PnI représentent plus de 90% de la surface alvéolaire. Ils possèdent de longues 

extensions cytoplasmiques et un noyau débordant dans la lumière alvéolaire. Accolés aux 

cellules endothéliales des capillaires sanguins, leur forme pavimenteuse permet une barrière 

alvéolo-capillaire très fine (inférieur à 1µm) facilitant les échanges gazeux entre l’air et le sang 

(Figure 4) [31]. Les échanges gazeux s’effectuent par diffusion passive en suivant un gradient 

de pression (de la plus élevée à la plus basse). Les PnI sont incapables de se diviser ou de s’auto-

renouveler, impliquant la présence des PnII. 

 

Les PnII sont larges et cubiques mais représentent une faible surface alvéolaire (4%) 

[32]. Ils présentent des microvillosités au pôle apical, de nombreuses mitochondries et des corps 

lamellaires cytoplasmiques. Ces corps lamellaires sont des granules de sécrétion contenant le 

surfactant pulmonaire [33,34]. Cette substance est composée à 90% de lipides et à 10% de 

protéines. Elle est sécrétée dans la lumière alvéolaire et assure un rôle de protection contre le 

collapsus des alvéoles en réduisant la tension de surface [35]. Elle contient également des 

peptides antimicrobiens et assure une défense contre les pathogènes pénétrant dans les alvéoles. 

Les PnII ont la capacité de s’auto-renouveler et de se trans-différencier en PnI en cas de lésions 

[36]. 

 

3. Fonctions de protection de l’épithélium 
 

L’épithélium des voies aériennes met en place différents mécanismes pour protéger 

l’organisme des pathogènes inhalés tels qu’une barrière physique et la clairance mucociliaire.  

 

3.1. Intégrité épithéliale  
 

Les cellules épithéliales sont jointives et connectées entre elles par différentes jonctions 

assurant l’intégrité épithéliale (Figure 5). Les jonctions sont localisées des pôles apicaux aux 

pôles basolatéraux et sont reliées aux filaments du cytosquelette des cellules adjacentes. Les 

jonctions serrées sont localisées proches des pôles apicaux des cellules. Elles sont composées 

de complexes protéiques incluant des claudines, des occludines, ZO (Zonula occludens) et 

JAMs (junctional adhesion molecule). Elles assurent une régulation de la perméabilité 

paracellulaire par le contrôle du passage d’ions et de molécules [37].  

 

Les jonctions adhérentes sont localisées en dessous des jonctions serrées. Elles se 

constituent de protéines telles que E-cadhérine et des protéines de la famille des caténines.  
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Elles permettent une cohésion cellulaire en influençant également la morphologie, la 

prolifération et la différenciation des cellules avoisinantes [38]. Les desmosomes sont reliés 

aux filaments intermédiaires et maintiennent la polarité et les contacts intercellulaires [39]. 

Enfin, les jonctions communicantes sont constituées de canaux et assurent une communication 

intercellulaire par l’échange de macromolécules et de métabolites [40]. Les cellules épithéliales 

sont également en contact avec la lame basale par des hémidesmosomes.  

 

 
Figure 5 : Intégrité épithéliale assurée par différentes jonctions intercellulaires 

(modifié d’après Steed et al., 2010) 

 

Une altération de ces jonctions peut entrainer une persistance des pathogènes et une 

perméabilité non sélective engendrant une lésion pouvant aboutir à une desquamation plus ou 

moins complète des cellules épithéliales. Les populations progénitrices assurent un 

renouvellement et une différenciation pour régénérer un épithélium fonctionnel (Figure 6) [41]. 

En effet, les cellules basales bordant la zone de lésion s’étalent et migrent pour recouvrir la 

zone [42]. Ces cellules prolifèrent et forment un épithélium transitoire de type métaplasie 

malpighienne, caractérisé par l’empilement de cellules cubiques ou pavimenteuses. Enfin, les 

cellules se différencient en cellules sécrétrices et ciliées pour générer un épithélium fonctionnel. 
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Ces mécanismes de réparation tissulaire nécessitent l’intervention de cytokines, de facteurs de 

croissance et de protéines de la matrice extracellulaire (MEC). Une anomalie dans la 

régénération de l’épithélium peut aboutir à une lésion pré-cancéreuse ou à un remodelage 

épithélial (métaplasie malpighienne, hyperplasie des cellules sécrétrices ou des cellules basales) 

caractéristique de plusieurs pathologies pulmonaires. 

 

 
Figure 6 : Régénération d’un épithélium pulmonaire fonctionnel en cas de lésion et 

anomalies de différenciation 

(modifié d’après Adam et al., 2014) 

 

3.2. Clairance mucociliaire 
 

La clairance mucociliaire est un mécanisme indispensable à la protection de 

l’organisme. Elle fait intervenir deux populations cellulaires, les cellules sécrétrices produisant 

le mucus et les cellules multiciliées permettant son transport et son évacuation par les cils et le 

liquide périciliaire. Ce modèle est appelé le modèle de gel en brosse (Figure 7). 
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Figure 7 : Clairance mucociliaire selon le modèle de gel en brosse 

 

Le liquide périciliaire est une couche aqueuse, d’une faible viscosité et d’une épaisseur 

quasiment équivalente à la longueur des cils. Il permet de faciliter le battement synchrone des 

cils par des propriétés lubrifiantes. Il est composé de mucines de faibles poids moléculaires 

(Muc1, Muc4, Muc16 et Muc20), de glycoprotéines et de peptides antimicrobiens [43]. Les 

composants forment un maillage de 20 à 40nm empêchant les particules inhalées et les 

constituants du mucus de pénétrer dans le liquide périciliaire. Son épaisseur est dépendante de 

son hydratation régulée par les flux transépithéliaux d’ions sodiques et chlorures [44]. Le 

maintien du mucus dans la couche supérieure est contrôlé par des pressions osmotiques. 

L’hydratation et le maintien des pressions osmotiques sont cruciaux pour assurer une clairance 

mucociliaire efficace. En effet, une faible épaisseur du liquide périciliaire peut entrainer un 

affaissement du mucus alors qu’une épaisseur trop importante ne permet pas de contact entre 

les cils et le mucus. Le mucus est produit par les cellules sécrétrices (caliciformes, glandulaires 

et club). Il est composé de mucines de hauts poids moléculaires, telles que Muc5ac et Muc5b 

majoritaires et Muc2, Muc8 et Muc19 en petites proportions [45]. Sa composition lui permet 

de capturer les pathogènes et particules inhalées. Sous hydrolyse d’ATP, le battement 

coordonné des cils permet le déplacement du mucus et son élimination par le système digestif 

[17]. Le mouvement ciliaire comporte deux phases. La première est une phase active qui permet 

la propulsion des cils et le transport du mucus. Une phase passive de retour à l’état initial est 

par la suite réalisée dans le liquide périciliaire [46].  

 

Les différentes populations épithéliales ainsi que les mécanismes de défense de 

l’épithélium peuvent présenter des anomalies ou altérations pouvant conduire à différentes 

pathologies pulmonaires dont la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO).
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Chapitre II : La bronchopneumopathie 

chronique obstructive  
 

1. Définition et épidémiologie 
 

La BPCO est une pathologie pulmonaire, caractérisée par des symptômes persistants 

(dyspnée, toux, exacerbations, expectorations) et une limitation des débits aériens causée par 

une obstruction permanente, progressive et irréversible des voies aériennes [47]. Bien 

qu’hétérogène du point de vue clinique et morphologique, la BPCO est typiquement 

caractérisée par la présence de symptômes de bronchite chronique, souvent associés à des 

lésions d’emphysème pulmonaire. 

 

Cette pathologie affecte autant les hommes que les femmes mais l’incidence augmente 

avec l’âge, touchant principalement la population de plus de 45 ans [48]. Dans le monde, plus 

de 250 millions de personnes sont concernées. Elle se situe parmi les trois premières causes de 

mortalité, comptant 3,23 millions de décès en 2019, soit 5 à 6% des décès. En France, elle 

touche plus de 3,5 millions de personnes, soit 6 à 8% de la population adulte et représente 3% 

des décès. Les taux de mortalité et d’hospitalisation varient selon les régions françaises avec 

notamment des taux les plus élevés dans les Hauts-de-France, le Grand-Est et la Bretagne. Les 

études analysant l’épidémiologie de la BPCO ne sont pas fréquentes et les données sont 

probablement sous estimées par le sous-diagnostic de la pathologie, représentant 2/3 des 

patients ignorant en être atteints [49]. 

 

Les personnes atteintes de la BPCO ont également des risques plus accrus de développer 

d’autres pathologies, notamment cardiaques et pulmonaires. Le risque de développer un cancer 

du poumon est significativement augmenté, regroupant différents mécanismes 

physiopathologiques communs [50].  

 

2. Les facteurs de risques 
 

La BPCO est une pathologie multifactorielle (Figure 8). Les facteurs de risques peuvent 

être endogènes ou exogènes et varient géographiquement, selon les pays développés à revenu 

élevé et les pays en développement à faible et moyen revenu. 
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Figure 8 : Facteurs de risques au développement de la BPCO 

(modifié d’après Christenson et al., 2022) 

 

2.1. Expositions nocives 
2.1.1. Le tabagisme 

 

Le tabagisme est la principale cause de la BPCO dans les pays développés, représentant 

70 à 80% des patients. Dans les pays en développement, il représente 30 à 40% des patients. La 

fumée de cigarette est constituée de composés toxiques, notamment de produits irritants et 

cancérigènes affectant les voies respiratoires et générant diverses pathologies pulmonaires [51]. 

Ces composés provoquent de multiples lésions au niveau des voies aériennes par la formation 

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS - Reactive oxygen species) créant un stress oxydatif. Il 

participe à la mise en place de l’inflammation et induit également divers processus cellulaires 

tels que la prolifération anarchique et l’apoptose [52]. 

 

Au niveau épithélial, une perte d’intégrité et un remodelage sont observés lors de 

l’exposition à la fumée de cigarette. En effet, celle-ci provoque la synthèse de protéases 

impliquées dans le clivage de protéines associées aux jonctions intercellulaires [53].  
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De plus, elle provoque une diminution du nombre de cellules multiciliées, de la fréquence de 

battement ciliaire et de la longueur des cils [54,55]. Certains dommages peuvent être réversibles 

par le sevrage tabagique qui constitue la première ligne d’action pour les patients atteints de la 

BPCO.  

 

Bien que les effets du tabagisme passif et des cigarettes électroniques ne soient pas aussi 

bien élucidés que ceux des cigarettes conventionnelles, ils provoquent également des lésions 

pulmonaires pouvant être impliquées dans le développement de la BPCO chez une population 

encore plus jeune [56,57]. 

 

Le tabagisme favorise le développement de la pathologie mais il existe également une 

susceptibilité, d’ordre environnementale, ou une prédisposition génétique.  

 

2.1.2. La pollution de l’air 

 

La pollution de l’air peut provenir de trois origines : environnementale, domestique ou 

professionnelle. Elle se propage sous forme de fumées, gaz ou particules affectant les voies 

respiratoires. Elle peut contribuer au développement de la BPCO chez des personnes n’ayant 

jamais été exposées au tabagisme.  

 

La pollution environnementale est principalement composée de particules fines appelées 

PM2,5 et de résidus de dioxyde d’azote (NO2) émis par les véhicules. L’exposition à de fortes 

concentrations de ces éléments est associée au développement de bronchite chronique dans 

différentes cohortes [58,59]. Ils sont responsables d’une réponse pro-inflammatoire accrue, 

d’une baisse de viabilité cellulaire et de la production de stress oxydatif néfaste pour les voies 

respiratoires [60,61]. La pollution environnementale peut donc engendrer des lésions 

pulmonaires ou provoquer des exacerbations dans un contexte de BPCO.  

 

La pollution domestique est causée par la combustion de biomasse (charbon, bois, etc.) 

pour la cuisine et le chauffage. L’exposition à long terme aux particules émises par cette 

combustion est un facteur de risque aggravant de la BPCO, notamment dans les pays en 

développement utilisant encore majoritairement ces méthodes [62,63].  
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Enfin, la pollution d’origine professionnelle touche certains travailleurs dans les 

secteurs minier, agricole, textile, sidérurgique et du bâtiment [64,65]. Ils sont exposés 

chroniquement à des particules nocives contenues dans leurs outils de travail (peintures, 

pesticides…) provoquant des lésions des voies aériennes. La sévérité semble augmenter avec 

le temps d’exposition et le type de particules inhalées. 

 

2.2. Facteurs génétiques 

 

De nombreux facteurs génétiques sont étudiés pour déterminer une association au 

développement de la BPCO, tels que Hhip (Hedgehog Interacting Protein) et FAM13A (Family 

with Sequence Similarity 13 Member A) [66–68]. Toutefois, aucune implication 

physiopathologique de ces gènes n’a été mise en évidence dans la BPCO. 

 

Une prédisposition a été démontré biologiquement associée à la BPCO, le déficit en α-

1 antitrypsine. Le gène SERPINA1 (Serpin Family A Member 1) code une enzyme, α-1 

antitrypsine (AAT) produite par le foie et agissant comme inhibiteur de protéases au niveau 

pulmonaire notamment [69]. Elle assure la protection des alvéoles en inhibant les protéases 

produites par les neutrophiles, limitant ainsi la destruction des parois alvéolaires. Dans un cas 

de déficit en AAT, la concentration de l’enzyme étant trop faible, les parois sont peu à peu 

détruites provoquant un emphysème et un déclin de la fonction respiratoire, potentiellement 

associés à la BPCO [70].  

 

Le gène CHRNA5 (Cholinergic Receptor Nicotinic Alpha 5 Subunit) possède différents 

SNPs (single nucleotide polymorphism). Suite à la démonstration de son implication dans la 

fonction pulmonaire et la réponse inflammatoire dans des modèles de souris KI, il a été 

démontré biologiquement que le SNP rs16969968 est associé chez l’homme au remodelage 

épithélial bronchique et bronchiolaire caractéristique de la BPCO, tel qu’un défaut de 

ciliogénèse bronchique et de production de mucines bronchiolaires [71–73]. De plus, il est 

corrélé à une augmentation de sécrétion de médiateurs inflammatoires dans la BPCO. Des pistes 

de ciblage thérapeutique par des modulateurs allostériques spécifiques des récepteurs 

nicotiniques sont en cours. 
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2.3. Facteurs développementaux et socio-économiques 
 

Certains facteurs développementaux in utero ou dans l’enfance peuvent également être 

des facteurs de risques de la BPCO. En effet, une prématurité, ralentissant le développement 

pulmonaire ou encore des infections respiratoires sévères et/ou répétées (pneumonie, 

bronchiolite) peuvent entrainer des lésions propices au développement de la BPCO [74,75]. De 

plus, l’exposition prénatale à des substances nocives telles que la cigarette peut entrainer une 

prédisposition au développement de la pathologie à l’âge adulte [76]. Ces facteurs de risques 

sont aggravés avec l’âge et le déclin de la fonction pulmonaire. 

 

Concernant les facteurs socio-économiques, l’accès aux soins difficile dans certains 

pays est un paramètre limitant dans la prise en charge des symptômes se répercutant sur le 

développement et l’évolution de la maladie.  

 

3. Diagnostic et classification 
 

Le diagnostic de la BPCO repose sur la mise en évidence d’un trouble ventilatoire 

obstructif (TVO) par spirométrie, et de lésions morphologiques scanographiques compatibles 

(emphysème, anomalies bronchiques). L’absence de biomarqueurs et la progression lente des 

symptômes ralentissent le diagnostic et la prise en charge des patients. 

 

3.1. La spirométrie 
 

La spirométrie est l’examen principal pour le diagnostic de la BPCO [47]. Il est réalisé 

dans les cas de suspicion de la pathologie, lorsque le patient présente différents symptômes 

(toux chronique, dyspnée, expectorations) ou lorsqu’il présente des facteurs de risques tels que 

le tabagisme. La spirométrie est un examen d’exploration fonctionnelle respiratoire (EFR) non-

invasif permettant la mesure des volumes pulmonaires et des débits ventilatoires [77]. Les 

principales mesures sont le VEMS (Volume Expiratoire Maximal à la première Seconde), 

correspondant à la quantité d’air expirée dans la première seconde, et la CVF (Capacité Vitale 

Forcée), correspondant à la quantité maximale d’air expirée après avoir inspiré profondément 

(Figure 9). Cet examen permet de révéler la présence ou non d’un TVO non réversible, défini 

comme un rapport VEMS/CVF (indice de Tiffeneau) mesuré après inhalation de 

bronchodilatateur de courte durée d’action, inférieur à 0,70. Cette mesure est corrélée à la 

sévérité de la pathologie [78]. 
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Figure 9 : Mesures des volumes pulmonaires lors d’exploration fonctionnelle 

respiratoire 

 

3.2. Examens complémentaires 
 

La suspicion ou la confirmation du diagnostic de la BPCO s’accompagne d’examens 

complémentaires permettant de rechercher la présence de diagnostics différentiels ou associés 

tels que l’asthme ou la dilatation des bronches. Un scanner thoracique est réalisé à la recherche 

de lésions pulmonaires, notamment un emphysème ou une modification structurelle, telle que 

l’épaississement des parois bronchiques [79]. L’emphysème peut également être évalué par 

pléthysmographie en observant une augmentation de la CPT (Capacité Pulmonaire Totale), du 

VR (Volume Résiduel) et du rapport VR/CPT, témoignant d’une distension pulmonaire (Figure 

9). L’analyse de la capacité de diffusion du monoxyde de carbone (DLCO) peut, en cas 

d’altération, suggérer l’existence d’un emphysème. Cette mesure permet d’évaluer la diffusion 

alvéolo-capillaire dépendant de la surface d’échange et de l’épaisseur de la barrière [80]. La 

recherche de facteurs génétiques, tels qu’un déficit en AAT, est également important pour 

déterminer l’origine potentielle de la pathologie, et l’indication éventuelle de traitement 

substitutif. 
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3.3. Classification 
 

La classification des patients BPCO est nécessaire pour assurer une prise en charge 

thérapeutique optimale. Elle dépend notamment de paramètres phénotypiques tels que la 

sévérité de l’obstruction bronchique, de la dyspnée, la fréquence et la sévérité des exacerbations 

[47]. La sévérité de l’obstruction bronchique est évaluée par la valeur de VEMS lors de la 

spirométrie et permet de classer les patients en 4 stades (GOLD 1-2-3-4) (Figure 10). 

L’évaluation de la dyspnée et des symptômes est subjectivement réalisée par l’échelle mMRC 

(modified Medical Research Council) et les questionnaires CAT (COPD Assessment Test) ou 

CCQ (Clinical COPD Questionnaire). Enfin, l’historique des exacerbations permet de 

déterminer une classification GOLD A-B-E (Le GOLD-E combine les GOLD-C et GOLD-D 

des anciennes classifications). Les recommandations de prise en charge thérapeutique 

dépendent de cette classification. Un taux sérique élevé de polynucléaires éosinophiles pourrait 

également, dans certaines situations, avoir un impact sur la prise en charge thérapeutique.  

 

 
Figure 10 : Classification des patients BPCO selon les données de spirométrie, 

d’exacerbations et de symptômes 

(modifié d’après Agusti et al., 2023) 
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L’étiologie de la BPCO est multifactorielle avec des facteurs environnementaux, 

développementaux ou socio-économiques. Une classification, proposée  en 2023 et non utilisée 

actuellement en routine, regroupe les patients présentant les mêmes causes supposées de 

développement de la pathologie : génétique (COPD-G), anomalie développementale (COPD-

D), tabagisme (COPD-C), pollution (COPD-P), infections (COPD-I), asthme (COPD-A) et 

causes inconnues (COPD-U) [47].  

 

4. Traitements 
 

Pour la prise en charge des patients atteints de BPCO, il n’existe actuellement aucun 

traitement curatif. Toutefois, des traitements pharmacologiques ou non-pharmacologiques sont 

développés pour améliorer la qualité de vie des patients et réduire les symptômes et la mortalité. 

 

4.1. Traitements non-pharmacologiques 
 

Les traitements non-pharmacologies ont une place importante dans la prise en charge 

des patients [47]. Ils doivent être évalués avant la mise en place d’agents thérapeutiques. La 

principale mesure est l’élimination de la cause menant au développement de la pathologie, 

notamment pour le tabagisme. Le sevrage tabagique est efficace pour ralentir la progression de 

la BPCO et mène parfois à la réversion de certaines lésions [81]. La réadaptation respiratoire 

est dans certains cas utile, notamment lors de dyspnée pour les patients GOLD B-E. Elle 

consiste en un réentrainement à l’effort, une kinésithérapie aidant pour le drainage bronchique, 

un accompagnement nutritionnel et socio-psychologique, et une éducation thérapeutique. Elle 

permet d’améliorer la condition globale du patient et sa qualité de vie au quotidien [82]. 

L’oxygénothérapie peut être mise en place à domicile sur de courtes ou longues périodes en cas 

d’insuffisance respiratoire [83]. Enfin, pour réduire les risques d’aggravation de la pathologie, 

la vaccination est fortement recommandée, notamment anti-grippale, anti-pneumococcique et 

anti-COVID-19 plus récemment [84].   

 

4.2. Traitements pharmacologiques 
 

Les traitements pharmacologiques sont indiqués en association aux mesures non-

pharmacologiques pour réduire les symptômes des patients et ainsi améliorer leur qualité de 

vie. Le choix est réalisé en prenant en compte différents facteurs selon un algorithme de prise 

en charge personnalisé (Figure 11). 
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Figure 11 : Algorithme de prise en charge thérapeutique des patients BPCO 

(modifié d’après Ancel et al., 2022) 

 

4.2.1. Les bronchodilatateurs  

 

Les bronchodilatateurs sont utilisés en première intention pour permettre une relaxation 

des muscles lisses bronchiques. Il en existe deux classes en inhalation seul ou combinés, les β2-

agonistes et les anticholinergiques, notamment ciblant les récepteurs muscariniques [47]. Les 

bronchodilatateurs de courte durée d’action (SABA : Short-acting beta agonists et SAMA : 

Short-acting muscarinic antagonists) peuvent être utilisés en traitement de secours en cas de 

symptôme aigü. Les bronchodilatateurs de longue durée d’action (LABA : Long-acting beta 

agonists et LAMA : Long-acting muscarinic antagonists) peuvent être utilisés en traitement de 

fond, continu, seul ou en association [85]. 

 

4.2.2. Les corticostéroïdes inhalés en bithérapie ou trithérapie 

 

Les corticostéroïdes inhalés (CSI) sont utilisés en deuxième intention, pour certains 

phénotypes de BPCO, en particulier en cas d’exacerbations fréquentes.  
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Ils sont uniquement prescrits en association avec un bronchodilatateur de longue durée 

d’action car ils possèdent des effets indésirables potentiels et n’ont pas prouvé leur efficacité 

en monothérapie dans la BPCO [47]. Dans les formes les plus sévères de la BPCO, avec des 

symptômes importants mal controlés (dyspnée, exacerbations), une trithérapie inhalée 

(CSI+LABA+LAMA) peut être proposée. [86]. 

 

5. Physiopathologie 
 

La BPCO est une pathologie pulmonaire hétérogène et polymorphe. En effet, les 

patients présentent, à différents degrés, une inflammation chronique provoquant un remodelage 

des voies aériennes et dans certains cas, une destruction des parois alvéolaires appelée 

emphysème (Figure 12). L’ordre d’apparition de ces phénomènes est dépendant des patients. 

L’élucidation de ces mécanismes est primordiale pour le diagnostic et le traitement dans le 

contexte de la BPCO. 

 

 
Figure 12 : Caractéristiques physiopathologiques principales de la BPCO 
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5.1. L’inflammation chronique et l’emphysème 
 

Dans un contexte physiologique, les cellules épithéliales produisent des molécules de 

défense ainsi que des protéases et des anti-protéases permettant un équilibre protecteur pour 

l’épithélium. Dans le contexte de la BPCO, l’inhalation de substances nocives ainsi que 

certaines lésions pulmonaires bouleversent cet équilibre et provoquent une inflammation 

chronique par le système immunitaire inné et adaptatif. En effet, les particules toxiques 

agressent l’épithélium bronchique et alvéolaire provoquant l’apoptose des cellules épithéliales 

ainsi que l’activation des macrophages [87]. Ces mécanismes entrainent la libération de 

médiateurs inflammatoires tels que les cytokines et chimiokines (IL-1β – Interleukine 1 β, TNF-

α - Tumour Necrosis Factor α, ...) permettant le recrutement d’autres cellules immunitaires, 

notamment les polynucléaires neutrophiles. Ces derniers produisent des protéases telles que les 

MMPs (Matrix metalloproteinase) et l’élastase neutrophilique [88]. Le rétro-contrôle étant 

altéré chez les patients atteints de la BPCO, ces protéines entrainent une inflammation accrue 

et un emphysème par la dégradation des fibres d’élastine présentes dans les parois alvéolaires. 

La fumée de cigarette diminue la capacité de phagocytose des macrophages alvéolaires 

provoquant une inflammation secondaire par l’accumulation des pathogènes et des débris dans 

les voies aériennes [89]. L’immunité adaptative mise en place par les cellules dendritiques et 

les lymphocytes contribuent également fortement au maintien de l’inflammation. En cas 

d’exacerbation, les mastocytes et les éosinophiles peuvent également participer à 

l’inflammation chronique.  

 

5.2. Le stress oxydatif 
 

Le stress oxydatif est causé par le déséquilibre de la balance entre les agents oxydants 

et antioxydants. Les molécules oxydantes, les ROS, proviennent de sources exogènes telles que 

le tabagisme et les particules fines, ou de sources endogènes telles que les macrophages ou les 

neutrophiles [90,91]. L’accumulation de ces molécules est à l’origine de diverses lésions 

cellulaires dans la BPCO. Les ROS entrainent une altération de la perméabilité membranaire 

ainsi qu’un dysfonctionnement de certaines protéines par oxydation, clivage ou agrégation 

[92,93]. De plus, ils conduisent à une instabilité génomique par l’altération de la réparation de 

l’ADN en cas de mutations ponctuelles [94]. Au niveau tissulaire, des lésions apparaissent par 

l’inflammation chronique maintenue par les ROS et l’apoptose accrue des cellules entrainant 

l’évolution de l’emphysème et le déclin de la fonction respiratoire [95]. 
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5.3. Le remodelage des voies aériennes 
 

L’inflammation chronique et le stress oxydatif participent et/ou maintiennent 

l’altération de la capacité réparatrice des cellules menant à un remodelage des voies aériennes 

affectant différentes populations cellulaires. 

 

5.3.1. Altération des tissus sous-épithéliaux 

 

Le tissu conjonctif, composé notamment des fibroblastes et des cellules endothéliales, 

assure une fonction de soutien, de réparation tissulaire et de vascularisation à proximité de 

l’épithélium pulmonaire. Ces fonctions sont altérées dans la BPCO par le remodelage des 

différentes populations cellulaires. En effet, une fibrose sous-épithéliale est mise en place par 

l’activation des fibroblastes ou par le processus de transition épithélio-mésenchymateuse [96]. 

Les fibroblastes activés par le TGF-β (Transforming growth factor beta) produisent des 

composants de la MEC en excès, tels que le collagène I ou III, réduisant la fonction respiratoire 

[97]. La zone vasculaire à proximité de l’épithélium est plus vaste avec une augmentation de la 

densité de vaisseaux sanguins pouvant participer à l’inflammation chronique [98]. La MEC 

localisée à proximité des cellules endothéliales est épaissie par la surproduction de fibronectine 

[99]. 

 

Le tissu musculaire est également altéré par l’hypertrophie des cellules musculaires 

lisses, causant un épaississement de la couche musculaire et une capacité anormale de 

contraction et de tonus musculaire bronchique [100].  

 

5.3.2. Altération de la fonction protectrice de l’épithélium 

 

L’épithélium bronchique exerce une fonction protectrice en formant une barrière 

perméable aux protéines, ions, et autres particules. La perméabilité est sélective, assurée par les 

jonctions cellulaires et dépendante de la taille et/ou de la charge de la molécule. Dans la BPCO, 

la fumée de cigarette peut altérer les jonctions cellulaires, notamment les jonctions serrées et 

adhérentes, par la diminution de l’expression des gènes essentiels ou à l’altération de la 

localisation des protéines [101,102]. L’augmentation de la perméabilité non-sélective peut être 

causée par le médiateur inflammatoire TNF-α ou encore par les pathogènes inhalés tels que les 

rhinovirus, causant une prédisposition aux infections ou aux exacerbations [103,104]. La 

barrière physique est également altérée par l’épaississement et la fragmentation de la lame 

basale réduisant l’adhérence des cellules [105]. 
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5.3.3. Altération de la composition cellulaire de l’épithélium 

 

La capacité de réparation de l’épithélium bronchique est assurée par les cellules 

progénitrices telles que les cellules basales. Elles se différencient en cellules sécrétrices ou en 

cellules multiciliées qui assurent la fonction de clairance mucociliaire [12]. La proportion de 

ces populations cellulaires est importante pour l’efficacité des différentes fonctions. Dans la 

BPCO, les proportions sont modifiées par les lésions causées et répétées lors d’inhalations de 

substances nocives ou de pathogènes. En effet, les cellules basales possèdent des capacités 

prolifératives et régénératives altérées, ayant pour conséquences une métaplasie malpighienne 

et une hyperplasie des cellules basales par prolifération anarchique [106]. De plus, sous 

l’influence de plusieurs voies de signalisation, le programme de différenciation de ces cellules 

progénitrices est déséquilibré en faveur des cellules sécrétrices entrainant également une 

hyperplasie des cellules sécrétrices [107]. Elles participent à la mise en place de l’obstruction 

des voies aériennes par une hypersécrétion de mucus enrichi en mucine majoritaire telle que 

Muc5ac [108,109]. Le mucus est également déshydraté par le dysfonctionnement du canal 

CFTR altérant davantage la clairance mucociliaire [110]. Celle-ci étant la première ligne de 

défense de l’épithélium bronchique, les modifications du mucus entrainent une accumulation 

de pathogènes exacerbant l’inflammation chronique et les lésions cellulaires. Le remodelage 

caractéristique de la BPCO affecte également la ciliogénèse. En effet, de nombreuses altérations 

ciliaires structurelles ou fonctionnelles sont mises en évidence par des études bioinformatiques, 

in vitro, ou ex vivo.
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Chapitre III : Altérations ciliaires dans la 

BPCO 
 

Airway ciliated cells in adult lung homeostasis and COPD 

Petit et al., European Respiratory Review, 2023 

 

Le cil est un organite présent dans l’ensemble du système respiratoire pour en assurer 

ses fonctions essentielles. Il en existe deux types, le cil primaire unique et ubiquitaire présent 

sur les cellules non différenciées, et les cils moteurs, présents en exemplaires multiples afin 

d’assurer la clairance mucociliaire. Le cil primaire régule de nombreux processus des cellules 

épithéliales et stromales tels que le cycle cellulaire, ou la réception de signaux [111]. Il régule 

le devenir cellulaire et apparaît essentiel à la différenciation des cellules épithéliales. En effet, 

l’inhibition de la ciliogénèse primaire entraine une diminution du nombre de cellules 

multiciliées, témoignant de la relation entre les deux ciliogénèses [112]. Des altérations du cil 

ont été démontrées dans de nombreuses pathologies appelées ciliopathies affectant le cil 

primaire et/ou les cils moteurs. Dans la BPCO, des dérégulations affectant le cil primaire et les 

cils moteurs sont observées. Le nombre de cellules présentant un cil primaire est augmenté alors 

que le nombre de cellules multiciliées est diminué [113,114]. De plus, une dérégulation des 

gènes associés aux cils a été démontrée chez les patients BPCO [115]. Enfin, le cil primaire 

agissant comme une antenne de signalisation, il régule de nombreuses voies de signalisation, 

notamment la voie Hedgehog (HH) [116]. 

 

Ce chapitre a fait l’objet d’une publication présentée ci-après organisée selon le plan suivant : 

1. Ciliogénèse dans le poumon adulte 

1.1. Ciliogénèse primaire 

1.2. Cellules multiciliées 

1.3. Des cellules possédant un cil primaire aux cellules multiciliées 

2. Rôles des cils dans l’homéostasie 
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2.1. Le cil primaire dans l’épithélium des voies aériennes 

2.2. Le cil primaire dans le stroma 

2.3. La clairance mucociliaire 

3. Les cils dans la BPCO 

3.1. Altérations du cil primaire 

3.1.1. Dans l’épithélium des voies aériennes 

3.1.2. Dans le parenchyme 

3.2. Altérations des cils moteurs 

4. Perspectives 

5. Conclusions 
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Chapitre IV : La voie Hedgehog 
 

1. Découverte de la voie Hedgehog 
 

Le gène hedgehog (Hh) a été décrit pour la première fois par E. Wieschaus et C. 

Nüsslein-Volhard en 1980 lors d’études menées sur le développement de la drosophile 

(Drosophila Melanogaster) [117]. Une mutation sur le locus du gène a été observée chez des 

mutants de drosophiles, présentant un phénotype ressemblant à un hérisson, donnant ainsi le 

nom du gène. 

 

Les composants et le mécanisme de signalisation ont été initialement élucidés chez la 

drosophile (Figure 13). Le gène Hh code une protéine éponyme qui agit en ligand, en amont 

de la signalisation. Il se fixe sur le récepteur patched (Ptc) levant l’inhibition exercée sur Smo 

(smoothened) et entrainant l’activation de la voie [118]. Le facteur de transcription Ci (cubitus 

interruptus) est alors transloqué dans le noyau et active la transcription des gènes cibles [119]. 

 

 
Figure 13 : Schéma de la voie de signalisation Hedgehog chez la drosophile 

Ci : cubitus interruptus /  Cos2 : costal 2 / Fu : fused  

Hh : hedgehog / Ptc : patched / Smo : smoothened 

 

2. Acteurs principaux de la voie Hedgehog chez les vertébrés 
 

L’activation de la voie de signalisation Hedgehog (HH) chez les vertébrés peut 

s’effectuer par la voie non-canonique (dépendante ou indépendante du ligand), non localisée 

dans le cil primaire ou par la voie canonique dont le mécanisme sera décrit.  
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2.1. Les ligands : de la synthèse à la sécrétion 

2.1.1. Généralités sur les trois ligands 

 

Des éléments orthologues de la voie HH ont été identifiés chez les vertébrés. En effet, 

la voie de signalisation comporte trois ligands dont deux portent le nom d’une espèce 

d’hérisson, Desert hedgehog (Dhh) impliqué dans le développement des gonades et le maintien 

des gaines nerveuses [120–122] et Indian hedgehog (Ihh) impliqué dans le développement 

osseux et cartilagineux [123,124]. Le dernier, nommé d’après un personnage de jeux vidéo, 

Sonic hedgehog (Shh), est ubiquitaire et participe au développement des organes, ainsi qu’au 

maintien de l’homéostasie dans un contexte physiologique et à leur régénération lors de lésions. 

Ces trois ligands peuvent activer la voie HH à des niveaux d’intensité différents. L’activation 

induite par Shh est plus importante que celle de Ihh, elle-même plus importante que celle induite 

par Dhh [125]. 

 

2.1.2. Synthèse et modification de Sonic hedgehog 

 

 Shh est produit sous la forme d’un précurseur (45kDa) puis subit une auto-protéolyse 

entre les acides aminés Gly257 and Cys258 entrainant la libération de deux peptides (Figure 

14) [126]. La partie C-terminale de 25 kDa va être dirigée vers le protéasome pour digestion et 

la partie N-terminale de 20 kDa va être modifiée par l’ajout d’une molécule de cholestérol de 

manière covalente sur le groupement carboxy-terminal [127].  

 

 
Figure 14 : Modifications post-transcriptionnelles de Sonic hedgehog 

(modifié d’après Pereira et al., 2014)  

Shh : Sonic hedgehog / SRR : Sterol-recognition region / SS : Séquence Signal  
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Ce peptide est par la suite dirigé vers le réticulum endoplasmique pour permettre l’ajout 

d’un acide palmitique en N-terminal sur un groupement amine par une palmitoyl-

acyltransférase Hhat (hedgehog acyltransferase) localisée dans la membrane du réticulum 

endoplasmique [128]. Cette palmitoylation est effectuée de manière indépendante du clivage et 

de l’ajout du cholestérol mais ces modifications, induisant une dualité lipidique, sont 

nécessaires et importantes pour constituer la forme mature de Shh et permettre sa sécrétion 

optimale [129,130].  

 

2.1.3. Sécrétion et distribution de la forme mature de Sonic hedgehog 

 

La forme mature de Shh (Shh-Np : processed Shh amino-terminal) est ancrée à la 

membrane plasmique par l’insertion du cholestérol dans la bicouche lipidique puis elle est 

sécrétée dans le milieu extracellulaire pour permettre une action autocrine et paracrine [131]. 

La protéine transmembranaire Dispatched-1 (Disp1) joue un rôle clé dans la sécrétion de Shh-

Np, notamment pour l’effet paracrine, car elle interagit avec le cholestérol lié à Shh-Np par une 

liaison transitoire et permet sa libération sous différentes formes (Figure 15) [132,133]. Des 

analyses de poids moléculaires de Shh-Np ont identifié un poids élevé lors de la sécrétion 

indiquant la formation de multimères, et notamment d’héxamères [134–136]. Le ligand 

s’associe également à d’autres protéines, notamment des lipoprotéines ou des protéoglycanes à 

héparanes sulfate [137,138]. Sa distribution aux cellules avoisinantes peut être effectuée par 

transport le long du cytonème ou par vésicules extracellulaires [139,140].  

 

 
Figure 15 : Sécrétion et distribution de Sonic Hedgehog 

Disp1 : Dispatched-1 / Scube2 : Signal peptide, CUB and EGF-like domain-containing 

protein 2 / Shh : Sonic hedgehog 
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Néanmoins, la forme majoritaire de distribution de Shh-Np semble associée aux 

protéines chaperonnes de la famille SCUBE, notamment Scube2 (Signal peptide, CUB and 

EGF-like domain-containing protein 2). Cette dernière est une protéine présente uniquement 

chez les vertébrés possédant trois domaines CRD (cysteine-rich domain) et un domaine CUB 

nécessaires pour la libération de Shh-Np. Scube2 interagit avec un motif du cholestérol lié à 

Shh-Np permettant son transfert de Disp1 sur celle-ci à l’aide du gradient Na+ et entrainant ainsi 

sa sécrétion dans le milieu extracellulaire pour une distribution et action paracrine [133,141–

143]. 

 

2.2. Les récepteurs de la voie Hedgehog  

2.2.1. Patched 

 

La protéine Patched-1 (Ptch1) est un récepteur de 161 kDa. Ses extrémités carboxy-

terminale et amino-terminale sont localisées en intracellulaire. Il possède 12 domaines 

transmembranaires (TM), 2 boucles extracellulaires (entre TM1-TM2 et entre TM7-TM8) et 

une boucle intracellulaire (entre TM6-TM7). Le ligand Shh-Np se loge entre les deux boucles 

extracellulaires pour activer la voie de signalisation, ce qui souligne leur importance dans la 

structure du récepteur [144,145].  

 

Ptch1 possède un récepteur homologue moins étudié, Ptch2 (Patched-2) [146]. Il peut 

également lier Shh mais son rôle dans la signalisation n’est pas totalement élucidé. Il semble 

néanmoins minoritaire et non-essentiel à l’activation de la voie HH [147–149]. 

 

2.2.2. Smoothened 

 

Smo est un récepteur de 86 kDa de la famille des récepteurs couplés aux protéines G. Il 

est composé de 7 TM et 4 régions extracellulaires riches en cystéines impliquées dans son 

changement de conformation lors de son activation. Il peut lier plusieurs ligands permettant une 

régulation de son activité tels que des stérols (cholestérol et 20(S)-hydroxycholestérol) ou des 

molécules ressemblant à des stérols (cyclopamine et 22-azacholestérol) [150–153]. 
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2.3. Les facteurs de transcription Glis 
 

Le facteur de transcription Ci chez la drosophile possède trois orthologues de la famille 

Glis (Glioma-associated oncogen) chez les vertébrés, Gli1, Gli2, Gli3. Ce sont des facteurs de 

transcription possédant tous 5 domaines de type doigt de zinc et un domaine transactivateur 

(Figure 16).  

 

 
Figure 16 : Domaines et motifs des facteurs de transcription Glis 

Glis : Glioma-associated oncogen 

 

Cependant, Gli1 est décrit comme activateur de la voie uniquement alors que Gli2 et 

Gli3 possèdent également un domaine répresseur en N-terminal pouvant être clivé et transloqué 

dans le noyau pour inhiber la voie HH [154,155]. Ils sont décrits comme forme complète (FL), 

forme répressive (R) et forme activatrice (A). Généralement, Gli2 et Gli1 sont les facteurs 

activateurs, respectivement principal et secondaire, alors que Gli3 est le facteur répresseur 

[156]. 

 

3. Réception et transduction du signal de la voie Hedgehog 

3.1. Signalisation en absence du ligand 

3.1.1. Inhibition de Ptch1 sur Smo 

 

En absence du ligand, Ptch1, localisé dans le cil primaire, exerce une inhibition sur Smo 

et empêche son accumulation dans le cil [157]. Deux hypothèses ont été formulées pour 

expliquer les mécanismes d’action. La première suggérait une inhibition par contact direct entre 

les deux récepteurs mais elle a été réfutée car une mole de Ptch1 peut inhiber 50 moles de Smo 

[158].  
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La seconde suggère que Ptch1 inhibe Smo en modifiant la distribution et/ou la 

concentration de petites molécules affectant le transport et l’activation de Smo, telles que des 

stérols [159,160]. En effet, Ptch1 pourrait empêcher la fixation de molécules de cholestérol sur 

le domaine CRD de Smo en modifiant sa localisation (du feuillet externe au feuillet interne) 

(Figure 17A). Il pourrait également extraire la molécule de ce domaine à l’aide du gradient K+ 

et ainsi inhiber l’activation de Smo (Figure 17B) [143,161].  

 

 
Figure 17 : Hypothèse d’inhibition de Patched-1 sur Smoothened 

(modifié d’après Petrov et al. 2020) 

CRD : cysteine-rich domain / Ptch1 : Patched-1 / Smo : Smoothened 

 

3.1.2. Modifications et translocation de Gli3 

 

L’inhibition de Smo exercée par Ptch1 permet le recrutement du récepteur GPR161 (G-

protein coupled receptor 161) à la membrane du cil primaire (Figure 18). Il intervient dans la 

régulation de l’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) et entraine son augmentation 

intracellulaire [162]. Smo est ubiquitinylé et endocyté pour être dégradé par le protéasome ou 

pour être recyclé à la membrane plasmique. Le facteur de transcription Gli3FL se fixe sur les 

protéines Kif7 (Kinesin-like protein 7) phosphorylé et SuFu (Suppresor of Fused protein) qui 

le stabilisent et le séquestrent à la base du cil primaire [163]. Il est alors phosphorylé par des 

kinases activées par l’augmentation de l’AMPc, PKA (Protein Kinase A), GSK3β (Glycogen 

Synthase Kinase 3β) et CK1 (Casein Kinase I) [164,165]. Cette phosphorylation augmente son 

affinité pour une ubiquitine ligase, entrainant la dégradation partielle de Gli3FL en Gli3R 

[166,167]. Pour finir, la forme répressive Gli3R est transloquée dans le noyau pour inhiber la 

voie HH. 
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Figure 18 : Signalisation de la voie Hedgehog en absence du ligand 

CK1 : Casein Kinase I / Gas8 : Growth arrest-specific protein 8 / Glis : Glioma-

associated oncogen / GPR161 : G-protein coupled receptor 161 / GSK3β : Glycogen 

Synthase Kinase 3β / Kif7 : Kinesin-like protein 7 / PKA : Protein Kinase A / Ptch : 

Patched / Smo : Smoothened / SuFu : Suppresor of Fused protein 

 

3.2. Signalisation en présence du ligand 

3.2.1. Fixation du ligand sur les récepteurs et corécepteurs 

 

Après sécrétion de Shh-Np lié à Scube2, la fixation sur Ptch1 nécessite plusieurs étapes 

préliminaires car Scube2 interfère dans l’interaction et entraine une diminution de l’affinité du 

ligand pour le récepteur (Figure 19). Le complexe Scube2/Shh-Np se fixe d’abord sur les 

corécepteurs Cdo (Cell adhesion molecule-related/down-regulated by oncogenes) ou Boc 

(Brother of Cdo) formant un complexe tripartite. Shh-Np se fixe sur le motif Fn3 (fibronectine) 

du corécepteur et Scube2 sur les motifs Fn1 et Fn2 provoquant une accumulation localisée du 

ligand. Shh-Np est transféré seul sur un autre corécepteur Gas1 (Growth arrest-specific protein 

1) puis finalement sur Ptch1. Gas1 semble indispensable pour l’activation alors que Cdo/Boc 

semblent requis pour une activation optimale [168–170]. Le ligand peut également se fixer sur 

GPC3 (Glypican-3) ou GPC6 (Glypican-6), facilitant l’interaction de Shh avec Ptch1 [171].  
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Figure 19 : Fixation du Shh-Np sur Ptch1 par l’intermédiaire de corécepteurs 

(modifié d’après Wierbowski et al. 2020) 

Boc : Brother of Cdo / Cdo : Cell adhesion molecule-related/down-regulated by oncogenes / 

Gas1 : Growth arrest-specific protein 1 / Ptch1 : Patched-1 / Scube2 : Signal peptide, CUB 

and EGF-like domain-containing protein 2 / Shh : Sonic hedgehog 

 

La fixation du ligand sur Ptch1 permet la levée de l’inhibition sur Smo et induit un 

déplacement de Ptch1 hors du cil [144,157]. Des ubiquitines ligases de la famille des Smurfs 

(Smad ubiquitination regulatory factor) induisent l’ubiquitinylation de Ptch1 sur des motifs 

PPXY (Proline-Proline-X-Tyrosine) entrainant son endocytose et celle de Shh par des radeaux 

lipidiques de type cavéoline-1 et médiée par des endosomes tardifs puis des lysosomes [172]. 

 

3.2.2. Transport et activation de Smo 

 

La levée de l’inhibition de Smo induit son transport et son accumulation dans le cil 

primaire régulés par plusieurs protéines. Le recrutement de kinases, CK1 et GRK2 (G-protein-

coupled receptor kinase 2), initie la phosphorylation du récepteur, son changement de 

conformation et son accumulation [173,174]. Smo est également sumoylé, indépendamment de 

la phosphorylation, participant à son activation mais également à son transport [175]. La bonne 

localisation du récepteur dans le cil est dépendante du complexe Smo/Kif3A (Kinesin-like 

protein 3A)/β-arrestine et de la protéine Gas8 (Growth arrest-specific protein 8) [176,177].  

 

3.2.3. Modifications et translocation de Gli2 

 

La β-arrestine, recrutée lors du transport de Smo, se fixe sur la protéine GPR161 au 

niveau de son extrémité C-terminale et induit son endocytose [178]. L’AMPc intracellulaire se 

trouve diminué localement car il est dégradé par la phosphodiestérase 4 (PDE4) (Figure 20). 

Gli2FL forme un complexe avec SuFu et est transporté à l’extrémité du cil par Kif7 

déphosphorylé [163].  
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Les protéines EVC (Ellis-van Creveld syndrome protein) et EVC2 se fixent sur Smo 

phosphorylé et assure la transduction du signal en régulant la balance entre GliR et GliA [179]. 

Ils entrainent une dissociation du complexe à l’extrémité du cil, une instabilité de Gli2FL et une 

libération de SuFu dans le cytoplasme qui est ubiquitinylé puis dégradé par le protéasome 

[164,165,180]. Gli2FL est transloqué dans le noyau puis phosphorylé pour être sous la forme 

Gli2A. Sa fixation à l’ADN provoque la transcription des gènes cibles impliqués dans la 

prolifération cellulaire (cycline-D/E, N-myc), l’apoptose (Bcl2), ou encore des éléments de la 

voie HH, tels que Ptch1/2, Gli1 et Hhip [181–183]. 

 

 
Figure 20 : Signalisation de la voie Hedgehog en présence du ligand 

CK1 : Casein Kinase I / EVC : Ellis-van Creveld syndrome protein / Gas8 : Growth 

arrest-specific protein 8 / Glis : Glioma-associated oncogen / GPR161 : G-protein 

coupled receptor 161 / GSK3β : Glycogen Synthase Kinase 3β / Hhip : Hedgehog 

interacting protein / Kif7 : Kinesin-like protein 7 / PDE4 : phosphodiesterase 4 / PKA 

: Protein Kinase A / Ptch : Patched / Scube2 : Signal peptide, CUB and EGF-like 

domain-containing protein 2 / Shh : Sonic hedgehog / Smo : Smoothened / Smurf : 

Smad ubiquitination regulatory factor / SuFu : Suppresor of Fused protein 
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3.3. Rétro-contrôle en présence du ligand 
 

Le ligand Shh-Np peut également être impliqué dans le rétro-contrôle de la voie HH et 

entrainer son inhibition. En effet, le corécepteur Hhip a été longtemps considéré comme 

transmembranaire ou lié à une ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol). Récemment, il a été 

décrit comme un antagoniste sécrété ou lié aux protéoglycanes à héparanes sulfate [184]. La 

fixation de Shh-Np sur Hhip prévient l’interaction avec Ptch1, il agit donc par séquestration du 

ligand. De plus, la fixation du ligand sur GPC3 peut entrainer une inhibition de la voie par 

compétition avec Ptch1 [185]. 

 

4. Implications physiologiques de l’activation de la voie Hedgehog 
 

La voie HH est impliquée dans de nombreux processus cellulaires durant 

l’embryogenèse, tels que la différenciation et la prolifération cellulaire. Shh agit comme un 

morphogène pour le développement de différents organes, tels que les membres, le système 

nerveux central et les poumons. 

  

4.1. Dans le développement pulmonaire 

 

Le développement pulmonaire humain se déroule en 5 étapes, embryonnaire (0-7 

semaines in utero), pseudoglandulaire (7-17 semaines in utero), caniculaire (17-27 semaines in 

utero), sacculaire (28-36 semaines in utero) et alvéolaire (36 semaines in utero - 2 ans). Les 

gènes principaux de la voie HH, Shh, Ptch1, Smo, Glis, sont exprimés de façon différentielle 

chez l’embryon humain en fonction des stades avec, pour certains, une diminution au cours du 

développement [186,187]. Cependant, l’expression de l’acteur régulateur Hhip augmente au 

cours du développement pulmonaire.  

 

L’activation et la régulation de la voie HH est nécessaire et indispensable au 

développement pulmonaire. Le développement des bronches s’effectue par ramification induite 

par le facteur FGF-10 (Fibroblast Growth Factor-10) et notamment régulée par la voie HH. En 

effet, l’expression du ligand Shh entraine une perte spatiale de FGF-10. Il est alors exprimé au 

niveau du bourgeon épithélial terminal, provoquant la ramification dichotomique des bronches 

[187,188]. 
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 L’inhibition de la voie HH au cours du développement provoque une anomalie dans 

cette ramification. La diminution du pourcentage de ramifications est causée par l’augmentation 

de la prolifération des cellules épithéliales et de la mort des cellules mésenchymateuses 

entrainant un défaut dans la balance des cellules progénitrices [187]. De plus, des 

malformations pulmonaires telles qu’une perte d’asymétrie, un défaut de ramification ou une 

taille et forme de lobe anormales sont retrouvées chez des souris mutantes respectivement pour 

Shh, Ptch1, Gli2, Gli3, avec pour certaines, une létalité précoce [189–191]. 

 

4.2. Dans l’homéostasie pulmonaire chez l’adulte 
 

 Chez l’adulte, la voie HH peut être impliquée dans le maintien de l’homéostasie ou la 

réparation tissulaire lors de lésions. Le ligand Shh semble exprimé dans l’épithélium 

pulmonaire (cellules club et multiciliées) et les pneumocytes de type II, alors que les Glis 

semblent exprimés dans les cellules épithéliales ou les cellules mésenchymateuses avoisinantes. 

L’activation de la voie est plus importante dans les cellules mésenchymateuses proximales que 

dans les cellules mésenchymateuses distales [192].  

 

Récemment, la voie HH a été mise en évidence dans le maintien de l’état de quiescence 

des cellules mésenchymateuses en atténuant le cycle cellulaire et celui des cellules épithéliales 

par rétro-contrôle [193]. En effet, la déplétion de Shh dans les cellules épithéliales induit une 

prolifération accrue des cellules mésenchymateuses. Après une lésion, l’activation de la voie 

HH est diminuée ou inhibée entrainant la perte de la quiescence des cellules mésenchymateuses 

et la prolifération des cellules épithéliales pour réparer la lésion. L’expression de la voie HH 

redevient normale après plusieurs mois, lorsque l’état d’homéostasie est rétabli.  

 

5. Implications pathologiques de la voie Hedgehog 
 

L’activation exacerbée ou l’inhibition partielle/complète de la voie peuvent entrainer de 

nombreuses complications souvent pathologiques. La première implication d’une altération 

d’un élément de la voie HH a été mise en évidence dans la cancérogénèse puis dans diverses 

pathologies notamment respiratoires.  
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5.1. Cancérogenèse 
 

La mise en cause d’un élément de la voie HH dans l’apparition d’une tumeur a été 

découverte en 1996. Une mutation inactivant Ptch1, entrainant une hyperactivation de la voie, 

a été mise en évidence chez des patients atteints du syndrome de Gorlin [194,195]. Il s’agit 

d’une maladie héréditaire avec une prédisposition à différents cancers notamment les 

carcinomes basocellulaires. Ces derniers sont majoritairement causés par une mutation de Ptch1 

(85%) ou de Smo (10%). Ces cancers sont dits « de type I » car l’altération de la voie HH, 

causée par une mutation des récepteurs, est indépendante du ligand (Figure 21). Dans certains 

cancers tels que les médulloblastomes, la mutation peut être localisée dans le gène codant SuFu 

[196]. 

 
 

 
Figure 21 : Mécanismes d’action de la voie Hedgehog dans la cancérogenèse 

(modifié d’après Hui et al. 2013) 

Glis : Glioma-associated oncogen / Ptch : Patched / Shh : Sonic hedgehog / Smo : 

Smoothened 
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Dans les cancers dit « de type II » et « de type III », l’altération de la voie HH est 

dépendante du ligand et l’action est autocrine ou paracrine respectivement (Figure 21). Ces 

cancers touchent de nombreux organes, notamment le sein, le pancréas ou les poumons. Une 

surexpression du ligand Shh a été observée chez des patients atteints de cancer bronchique non 

à petites cellules et cancer bronchique à petites cellules [197,198]. De plus, la surproduction de 

Shh dans des modèles murins de cancer bronchique à petites cellules entraine une augmentation 

de la taille de la tumeur alors que son inhibition entraine une réduction de la croissance tumorale 

[199]. 

 

5.2. Pathologies respiratoires chroniques 

5.2.1. Implication dans l’asthme 

 

L’asthme est une pathologie respiratoire chronique causée par une inflammation des 

voies aériennes. Une surexpression de la voie HH, notamment Shh, a été mise en évidence dans 

les tissus de patients asthmatiques ou des modèles murins avec un asthme induit [200]. Cette 

altération de la voie peut être en partie à l’origine du remodelage observé, notamment une 

hyperplasie des cellules caliciformes, ou de l’inflammation par une réponse accrue des 

lymphocytes Th-2 et une augmentation de la sécrétion de IL-4 [200–202].  

 

 L’asthme est également caractérisé par un épaississement des parois bronchiques. 

L’augmentation du dépôt de MEC est causée par la surexpression de COL1A1 (Collagen type 

1α1) et MMP2 induite par TGFβ1. Il a été démontré que la voie HH, notamment l’axe Smo/Gli, 

peut jouer un rôle dans la régulation de l'expression du collagène sous-épithélial dans le 

contexte asthmatique [203]. En effet, l’inhibition de Ptch1 dans des cellules traitées avec du 

TGFβ1 entraine une diminution de l’expression induite de COL1A1 et MMP2. A l’inverse, une 

surexpression de Ptch1 entraine davantage la surexpression des gènes induite par la stimulation 

de TGFβ1. Le même constat est retrouvé in vivo dans un contexte d’asthme sur des modèles 

murins Ptch1+/-. 

 

5.2.2. Implication dans la bronchopneumopathie chronique obstructive 

 

Les causes de la BPCO ne sont pas totalement élucidées. Néanmoins, la susceptibilité 

du développement de cette pathologie peut être partiellement associée à la modification mineure 

d’un seul nucléotide dans le génome, les SNPs.  
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La région chromosomique 4q31 est très souvent mise en évidence dans les analyses 

GWAS (genome-wide association studies) liées à cette pathologie et un déclin de la fonction 

pulmonaire [66,204,205]. Cette région est localisée proche du locus du gène Hhip, régulateur 

de la voie HH, et présente différents SNPs qui peuvent être associés à la fréquence 

d’exacerbation et le développement d’emphysème dans la BPCO (Figure 22) [67,206]. 

 

 
Figure 22 : Implications d’un SNP proche de Hhip dans la BPCO 

Hhip : Hedgehog interacting protein 

 

Les acteurs principaux de la voie HH semblent impliqués dans le contexte pathologique 

de la BPCO. En effet, l’expression des acteurs principaux Gli2, Smo et Shh est diminuée chez 

les patients BPCO [207]. La concentration du ligand Shh est également plus faible dans le 

liquide broncho-alvéolaire (LBA) de patients BPCO [208]. De plus, l’inhibition de la voie HH 

par un anticorps fixant le ligand, AB5E1, entraine un remodelage caractéristique de la BPCO, 

tel qu’une hyperplasie des cellules basales, une diminution de cellules multiciliées et un rapport 

des mucines Muc5ac/Muc5b altéré [207]. Ces résultats témoignent de l’implication de la voie 

HH dans la différenciation des cellules épithéliales, d’une diminution de l’activation de la voie 

dans cette pathologie participant au remodelage et son potentiel ciblage thérapeutique.  

 

6. Modulations pharmacologiques de la voie Hedgehog en clinique 
 

Les différents acteurs de la voie HH peuvent être ciblés par un agent thérapeutique dans 

des contextes pathologiques. Néanmoins, la majorité des agents en développement ciblent le 

récepteur Smo car il est membranaire, ce qui facilite la fixation de l’antagoniste sur le récepteur.  
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Le premier antagoniste de la voie HH est la cyclopamine, composé dérivant d’une plante 

[209,210]. Il empêche l’activation de la voie en se fixant sur le récepteur Smo. Malgré des 

résultats prometteurs dans la cancérogenèse, il n’est pas utilisé comme agent thérapeutique en 

raison de sa faible solubilité et de sa toxicité provoquant de nombreux effets indésirables. Des 

dérivés de ce composé sont donc en développement, notamment le IPI-926, aussi appelé 

Saridegib [211,212]. Il est étudié dans le cas d’essais cliniques de phase 2 ou 3 dans le contexte 

du syndrome de Gorlin, de carcinomes basocellulaires ou de cancers pancréatiques.  

 

D’autres inhibiteurs sont en cours de développement, tel que l’Itraconazole, anti-

fongique inhibant l’accumulation de Smo dans le cil primaire [213]. Des essais cliniques de 

phase 2 sont en cours pour étudier son efficacité dans les carcinomes basocellulaires ou les 

cancers pulmonaires non à petites cellules (Tableau 1). Le Taladegib, quant à lui, est utilisé en 

phase 1 et 2 d’essais cliniques, seul ou en combinaison avec des traitements plus conventionnels 

ou d’autres agents thérapeutiques [214,215]. Les essais portent sur différents types de cancers, 

notamment pulmonaires ou encore des pathologies respiratoires comme la fibrose pulmonaire 

idiopathique. 

 

Tableau 1 : Essais cliniques des inhibiteurs de Smo dans le contexte pulmonaire 

Inhibiteurs Pathologies pulmonaires Statut de l’essai clinique Référence 

Itraconazole 
Cancer pulmonaire non à 

petites cellules 
Complété NCT02357836 

Taladegib 

Cancer pulmonaire à petites 

cellules 
Terminé NCT01722292 

Fibrose pulmonaire 

idiopathique 
Complété 

NCT05817240 

NCT04968574 

Sonidegib 
Cancer pulmonaire à petites 

cellules 
Complété NCT01579929 

Vismodegib 
Cancer pulmonaire à petites 

cellules 
Complété NCT00887159 
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Quelques inhibiteurs ont obtenu des autorisations de mise sur le marché et sont 

désormais utilisés comme traitement ciblant Smo dans la voie HH. En 2013, le Vismodegib 

(Erivedge®) a été approuvé pour le traitement de carcinome basocellulaire de stade avancé ou 

métastatique [216,217]. En 2015, le Sonidegib (Erismodegib, Odomzo®) est le deuxième 

inhibiteur autorisé dans le même contexte [218]. Ces deux traitements sont également utilisés 

dans des essais cliniques sur les cancers pulmonaires à petites cellules (Tableau 1). Plus 

récemment, en 2020, le Glasdegib (Daurismo®) a été approuvé pour l’utilisation en 

combinaison avec un autre agent thérapeutique dans la leucémie myéloïde aigüe [219].  

 

L’émergence de résistances à ces différents traitements engendre la nécessité de 

développer des nouvelles générations ou de cibler un autre acteur de la voie HH (Figure 23).  

 

 
Figure 23 : Modulateurs pharmacologiques et cibles de la voie Hedgehog 

Glis : Glioma-associated oncogen / PKA : Protein Kinase A /  Ptch1 : Patched-1 

/ Shh : Sonic hedgehog/ Smo : Smoothened / SuFu : Suppresor of Fused protein 

 

L’inhibition des facteurs de transcription Glis est étudiée et a permis de mettre en 

évidence des composés tels que GANT58, GANT61 et Glabrescione B. Ils interfèrent avec la 

liaison des Glis à l’ADN et empêchent donc l’activation de la voie et la transcription des gènes 

cibles [220]. A ce jour, aucun essai clinique utilisant ces inhibiteurs n’a été réalisé.  

in 
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L’inhibiteur ATO (trioxide d’arsenic, Trisenox®) a été approuvé dans le contexte de 

leucémie myéloïde aigüe. L’utilisation de ce composé en association avec l’Itraconazole semble 

montrer une efficacité accrue lors de résistance aux antagonistes de Smo [221]. Ce composé est 

également utilisé dans divers essais cliniques dans les cancers pulmonaires. La séquestration 

du Shh pourrait également permettre l’inactivation de la voie HH en empêchant la fixation du 

ligand sur le récepteur Ptch1. Deux composés sont étudiés in vitro ou dans des modèles 

précliniques, AB5E1 et Robotnikinin [222,223]. 
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Objectifs de la thèse 
 

La BPCO devient la troisième cause de mortalité par maladie. Le tabagisme est de loin 

le principal facteur de risque mais la BPCO est également observée en absence de celui-ci, 

suggérant une susceptibilité individuelle non encore élucidée. Des études ont démontré que la 

voie de signalisation HH est intrinsèquement liée au cil primaire et que des éléments principaux 

de la voie sont dérégulés au cours de la différenciation des cellules épithéliales des voies 

aériennes et dans la BPCO. En effet, il a été démontré, au sein du laboratoire, que la voie HH 

est activée lors de la différenciation des cellules épithéliales des voies aériennes et son inhibition 

entraine un remodelage épithélial bronchique, caractéristique de la BPCO [207]. De plus, il 

existe une altération des éléments principaux de la voie HH dans la BPCO. La mécanistique et 

les conséquences de cette altération dans la physiopathologie restent à élucider. 

 

Le projet de thèse s’articule selon deux axes afin de caractériser de nouveaux régulateurs 

de la voie HH dans le contexte pulmonaire en lien avec le remodelage épithélial.  

 

L’objectif du premier axe est l’identification de corécepteurs de la voie HH essentiels 

dans le contexte pulmonaire et régulant la différenciation des cellules épithéliales des voies 

aériennes.  

 

 L’analyse des corécepteurs a été effectuée par l’exploitation d’une base de données de 

séquençage de cellule unique (scRNAseq) sur l’interface cellxgene au niveau de différentes 

populations cellulaires pulmonaires afin de déterminer le corécepteur le plus pertinent à 

caractériser in vitro et ex vivo. Le profil transcriptomique du corécepteur GPC3 a été investigué 

à partir de bases de données et à partir d’ARNm extraits de cellules issues de brossages 

bronchiques de patients BPCO et non-BPCO mises en culture en interface air-liquide (IAL) 

pour une cinétique de différenciation. La localisation du corécepteur GPC3 et son expression 

ont été déterminées par immunomarquages fluorescents à partir de coupes en paraffine de tissus 

pulmonaires de patients non-BPCO et BPCO. Enfin, une modulation de la signalisation du 

corécepteur a été réalisée afin de déterminer son impact sur la voie HH et sur le remodelage 

épithélial au cours de la différenciation des cellules épithéliales des voies aériennes. 
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L’objectif du deuxième axe est l’identification des cibles de Shh régulant la 

différenciation des cellules épithéliales des voies aériennes.  

 

 A partir d’échantillons issus de fibroscopies de patients ne présentant pas de pathologie 

respiratoire, les cellules épithéliales bronchiques ont été mises en culture en IAL en présence 

ou non d’un anticorps de la voie HH (AB5E1), captant le ligand et entrainant une inhibition de 

la signalisation. Un séquençage a été réalisé à partir des ARNm extraits de cellules non 

différenciées après 7 jours de culture afin d’obtenir un profil transcriptomique comparatif. La 

sélection et la validation des cibles moléculaires ont été réalisées à l’échelle protéique par 

marquages immunofluorescents et à l’échelle transcriptomique par RT-qPCR. Ces expériences 

ont été réalisées à partir de tissus pulmonaires FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) de 

patients BPCO et non-BPCO et d’ARNm extraits de cellules issues de brossages bronchiques 

de patients BPCO et non-BPCO mises en culture pour une cinétique de différenciation. 

 
 

 
Figure 24 : Plan expérimental de l’étude des éléments secondaires de la voie HH 

GPC3 : Glypican 3 
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1. Recrutement des patients 
 

Les prélèvements respiratoires utilisés proviennent de collaborations avec les équipes 

cliniques des services de pneumologie de différents centres hospitaliers et des membres du 

laboratoire afin d’établir différentes collections biologiques pour mener ces études. 

 

1.1. Fibroscopies 
 

Le recrutement de patients a eu lieu dans le service de Pneumologie du Centre 

Hospitalo-Universitaire (CHU) de Reims dans le cadre de la cohorte Recherche et Innovation 

en Pathologie Respiratoire Inflammatoire (RINNOPARI, NCT02924818), avec obtention des 

autorisations règlementaires du CPP et de l’ANSM. Le consentement des patients à leur 

participation était obtenu. 

 

Les patients non-BPCO (n=11) ont été définis par une absence de trouble ventilatoire 

aux EFR et l’absence d’argument clinique pour une autre pathologie broncho-pulmonaire. Il 

s’agissait de patients bénéficiant d’un bilan respiratoire approfondi pour divers symptômes 

(hémoptysie, toux chronique, dyspnée, nodule(s) pulmonaire(s)) et qui ont été invités à 

participer à l’étude en l’absence de pathologie respiratoire chronique ou aigüe au cours de ce 

bilan. Les patients BPCO (n=11) ont été définis classiquement sur la base de données cliniques 

et spirométriques dont un rapport VEMS/CVF < 0.7 après bronchodilatation (Tableau 2). 

 

La sévérité de la BPCO a été déterminée selon la classification spirométrique (GOLD 1 

: VEMS≥ 80%, GOLD 2 : VEMS≤50%, GOLD 3 : VEMS≤ 30%, GOLD 4 : VEMS<30%). Ne 

sont pas inclus tout patient ayant présenté un épisode aigü, dont une exacerbation respiratoire, 

dans les 4 semaines précédant l’inclusion. Les critères d’exclusions comportaient : asthme, 

tuberculose ou autre pathologie respiratoire chronique, notamment bronchique (dilatation des 

bronches). Aucun patient n’était traité par immunosuppresseur. Les anciens fumeurs ont été 

considérés comme tel après une période d’au moins 6 mois sans cigarette. 

 

A la date d’inclusion, chaque sujet bénéficiait d’une biologie sanguine, Gaz du sang 

(GDS), EFR (spirométrie, pléthysmographie et mesure du DLCO), éventuel test de réversibilité 

bronchique en cas de TVO, un entretien et examen clinique avec un investigateur, un Examen 

Cytobactériologique des Crachats (ECBC). 
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Tableau 2 : Paramètres cliniques des patients inclus pour les cultures en interface air-

liquide et les cytospins 

Paramètres Patients non-BPCO Patients BPCO 

Nombre de patients 11 11 

Sexe, F/M 4/7 2/9 

Age, années 55,7±14,6 67,6±7,2 

Tabagisme   

Non-fumeur 0 0 

Ex-fumeur 5 6 

Fumeur 6 5 

Paquet-année 37±26,5 58,1±32,3 

Fonction pulmonaire   

VEMS, % de la valeur 

théorique 
88,5±10,6 58,5±21,3 

VEMS/CVF 0,82±0,69 0,57±0,11 

 

Un auto-questionnaire a été également complété le jour de l’inclusion comportant des 

échelles et scores classiques de symptômes respiratoires et de qualité de vie. A l’aide d’un 

registre préétabli, des données standardisées ont été recueillies, telles que les informations 

démographiques, le tabagisme, le nombre de Paquet-Année (PA = nombre de paquet moyen 

par jour x le nombre d’année de tabagisme effectif), les éventuelles expositions 

professionnelles, les traitements par voie orale, parentérale et/ou inhalée, ainsi que le rythme 

des exacerbations et/ou hospitalisations sur les 12 derniers mois et leurs modalités de prise en 

charge. Chaque patient avait remis un consentement éclairé et écrit, après lecture d’une note 

d’information et d’explication par l’investigateur. Lorsqu’une fibroscopie bronchique était 

indiquée dans le cadre de la prise en charge clinique du patient, selon les recommandations 

internationales, une partie des prélèvements de brossage bronchique, de biopsies bronchiques 

et de LBA était utilisée pour la recherche. Le recueil, l’analyse et l’anonymisation des données 

ont été réalisés conformément à la Loi de Santé publique N°2004-806 du 9 août 2004 ; des 

Directives Européennes 2001/20/CE et loi n°2004-801 du 6 août 2004, relative à la protection 

des personnes physiques à l'égard des traitements de données à caractère personnel selon les 

recommandations de la CNIL. Les prélèvements biologiques non utilisés à des fins 

diagnostiques, étaient transmis à l’unité Inserm UMR-S 1250 pour la réalisation des protocoles 

expérimentaux. 
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1.2. Polypes nasaux 
 

Les cellules utilisées pour la culture primaire sont également issues de polypes nasaux 

de patients (n=5) après recueil de leur consentement éclairé, selon la règlementation en vigueur 

(Article L.1245-2 du code de la santé publique). Les tissus sont recueillis par les différents oto-

rhinolaryngologistes collaborateurs du CHU de Reims ou de la Clinique Mutualiste de la 

Sagesse de Rennes et transférés au laboratoire dans du RPMI 1640 contenant 1% 

Pénicilline/Streptomycine pour intégrer la collection du laboratoire (DC-2012–1583). Des 

questionnaires portant sur la consommation tabagique ont été complétés au cours des 

consultations avec le chirurgien. Les données recueillies concernent le statut tabagique (non-

fumeur, ex-fumeur ou fumeur actuel), la consommation en paquets-années et la date d’arrêt de 

la consommation le cas échéant. Les prélèvements sont collectés après remise d’un 

consentement de la part des patients. 

 

1.3. Résections pulmonaires 
 

Les résections pulmonaires sont issues de patients non-BPCO (n=10) ou BPCO (n=19) 

caractérisés cliniquement par le service de pneumologie du CHU de Reims (IRB CHU-REIMS 

20110612) (Tableau 3). 

 

Tableau 3 : Paramètres cliniques des patients inclus pour les marquages sur les tissus 

FFPE 

Paramètres Patients non-BPCO Patients BPCO 

Nombre de patients 10 19 

Sexe, F/M 3/7 6/13 

Age, années 67,2±6,8 64,2±10,8 

Tabagisme   

Non-fumeur 1 0 

Ex-fumeur 6 11 

Fumeur 3 8 

Paquet-année 39,7±21,3 46,1±13,7 

Fonction pulmonaire   

VEMS, % de la valeur 

théorique 
105,2±12,3 76,5±13,1 

VEMS/CVF 0,78±0,28 0,62±0,05 
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Des fragments de bronches sont prélevés afin d’être inclus en paraffine (Formalin-Fixed 

Paraffin-Embedded, FFPE). Les blocs de tissus FFPE sont issus de la collection du CRB 

(Centre de Ressources Biologiques) de Reims et sont conservés à 4°C. Les blocs FFPE sont 

coupés grâce au microtome Thermo ScientificTM HM 340E. Les coupes sont réalisées à une 

épaisseur de 3µm et déposées sur une goutte d’eau sur des lames adhésives Thermo 

ScientificTM SuperFrost Plus. Ces dernières sont conservées à 4°C avant utilisation. 

 

2. Culture cellulaire primaire 

2.1. Isolement des cellules épithéliales à partir des fibroscopies 
 

Les cellules présentent sur les brosses bronchiques, réceptionnées après fibroscopie 

endobronchique, sont remises en suspension mécaniquement (frottement des brosses avec une 

pince stérile dans une boite de pétri) dans du RPMI 1640 GlutaMAX contenant 1% 

Pénicilline/Streptomycine complémenté avec du sérum de veau fœtal (SVF) suivi d’une 

centrifugation (2x 12 500 rpm, 5 min). Le culot est repris durant 1 min dans 1 mL de Trypsine 

Versène® avant centrifugation (12 500 rpm, 5 min). Les cellules sont ensuite reprises dans du 

milieu de prolifération et comptées à l’aide d’un compteur de cellules automatique ADAM 

(NanoEnTek). 150 000 cellules sont ensemencées dans des plaques 12 puits contenant des 

inserts d’une porosité de 0,4µm (Corning, Fisher Scientific) recouverts de collagène IV (0,2 

mg/mL) (Sigma-Aldrich). 

 

Les cellules sont également utilisées pour la réalisation de cytospins afin d’effectuer des 

marquages immunofluorescents. 25 000 cellules sont centrifugées (800 rpm, 10 min) sur une 

lame Superfrost plus (Thermo Scientific) avec l’appareil Cytospin4 (Microm Microtech). Les 

cellules sont par la suite fixées au méthanol froid pendant 10 minutes et les lames sont 

conservées à -20°C. 

 

2.2. Isolement des cellules épithéliales à partir des polypes nasaux 
 

Après lavage et dissociation mécanique succincte, les polypes sont digérés 

enzymatiquement pendant une nuit à 4°C, dans du milieu RPMI 1640 GlutaMAX supplémenté 

de 0,05% (p/v) de protéase de type XIV de Streptomyces griseus. Les cellules sont ensuite 

centrifugées pour obtenir un culot cellulaire (1250 rpm, 5 min), remises en suspension dans du 

milieu CnT17 (CellnTec). Les cellules sont comptées à l’aide d’un compteur de cellules 

automatique ADAM (NanoEnTek) selon les instructions du fournisseur.  
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Un million de cellules a été ensemencé dans une boîte de Petri de 10 cm jusqu’à la 

confluence cellulaire. Après un passage, 50 000 cellules ont été ensemencées dans des plaques 

12 puits contenant des inserts d’une porosité de 0,4µm (Corning, Fisher Scientific) recouverts 

de collagène IV (0,2 mg/mL) (Sigma-Aldrich). 

 

2.3. Différenciation de l’épithélium 
 

Les cellules sont conservées dans un incubateur à 37°C sous atmosphère humide à 5% 

de CO2. Les cellules sont cultivées dans du milieu CnT17 jusqu’à confluence totale. Le milieu 

de la chambre inférieure est alors remplacé par du milieu Pneumacult-ALI (PnC-ALI, 

STEMCELL Technologies) et la chambre supérieure est laissée à l’air pour permettre la 

différenciation (culture à l’interface air-liquide, IAL). Les milieux sont changés tous les deux 

jours. Les membranes sont récupérées à IAL7 et IAL35 pour les polypes et pour les 

fibroscopies. Les membranes contenant les cellules sont récupérées et divisées en deux parties, 

une moitié de membrane est congelée directement à -20°C pour les études transcriptomiques et 

une autre moitié est fixée au méthanol froid pour réaliser des marquages immunofluorescents. 

L’ensemble des inserts fixés est conservé à -20°C avant utilisation. 

 

2.4. Modulation de la voie de signalisation médiée par Shh ou GPC3 
 

L’inhibition de la signalisation de Shh est établie en ajoutant au milieu basal l’anticorps 

AB5E1 (AB_2188307, Interchim, 1 µg/mL) dilué dans de l’eau stérile [207]. L’anticorps est 

ajouté au milieu de culture à chaque changement de milieu, soit tous les deux jours, pendant 

une période de différenciation de 7 jours. 

 

L’inhibition de la signalisation de GPC3 est établie en ajoutant au milieu basal 

l’anticorps Codrituzumab (HY-P99013, Interchim, dilué, 1µg/mL) dilué dans du PBS stérile 

[224]. L’anticorps est ajouté au milieu de culture à chaque changement de milieu, soit tous les 

deux jours, suivant une cinétique de différenciation. 
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3. Analyses transcriptomiques 

3.1. Extraction d’acides nucléiques issus de fibroscopies pour 

séquençage 
 

Les ARNs des cultures de cellules des voies aériennes en IAL traitées ou non avec 

AB5E1 sont extraits avec le kit High Pure RNA isolation (Roche Diagnostics). Les librairies 

d’ARNs ont été préparées avec le kit NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep pour le 

protocole Illumina, conformément aux recommandations du fournisseur. En résumé, la 

purification des ARNm contenant des queues PolyA a été effectuée avec des oligo poly-T 

attachées à des billes magnétiques à partir d’ARNs totaux de 1μg (avec le kit Magnetic mRNA 

Isolation Kit de NEB). Une fragmentation utilisant des cations divalents à température élevée 

a été réalisée pour obtenir des fragments double brins d’ADNc environ 300 pb. Enfin, la ligation 

des adaptateurs Illumina et l’amplification de la librairie d’ADNc ont été réalisées par PCR 

pour le séquençage.  

 

Le séquençage a été effectué sur les reads paired-end 100b d’Illumina NovaSeq. 

L’analyse a été effectuée à l’aide d’Illumina Real Time Analysis (3.4.4) avec des paramètres 

par défaut. Le contrôle de la qualité des données brutes de séquences a été effectué à l’aide de 

FastQC (version 0.11.5). Les bases de données ont été découpées pour les séquences 

d’adaptateurs, et les séquences de faible complexité ou de faible qualité ont été supprimées avec 

Trimmomatic (version 0.39). Les séquences restantes ont été mappées à l’assemblage de 

référence du génome d’Homo sapiens hg38 (hg38.fa) en utilisant tophat2 (version 2.1.1) avec 

des paramètres stricts générant le format bam. La qualité de l’alignement a été vérifiée à l’aide 

des métriques fournies par qualimap (version 2.2.1) et les alignements de faible qualité ont été 

supprimés. Les numérations brutes ont été obtenues à l’aide de htseq-count (version 0.6.1) et 

normalisées au moyen d’un facteur d’appel basé sur l’expression génique médiane dans les 

échantillons et filtrées pour exclure les gènes ayant moins de 5 numérations dans les 

échantillons.  

 

Le jeu de données comprenant les 10 échantillons biologiques est déposé dans GEO 

avec le numéro d’accès GSE262404. 
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3.2. Extraction d’acides nucléiques issues de fibroscopies pour RT-

qPCR 
 

Les ARNs des cultures de fibroscopies sont extraits avec le kit GenEluteTM 

RNA/DNA/Protein Plus Purification (#RDP300, Sigma) selon les recommandations du 

fabricant. En résumé, après fixation de l’ADN dans la colonne de purification adéquate, les 

ARNs présents dans la solution sont récupérés, lavés à l’alcool et transférés sur une colonne de 

purification d’ARN permettant la capture de ces derniers dans la résine (6000 rpm, 1 min). 

Après un lavage (14 000 rpm, 1 min), les colonnes sont incubées pendant 15 min avec une 

solution de DNase à 25°C. Les ARNs retenus sur la colonne sont ensuite lavés 2 fois (14 000 

rpm, 2x1 min), la colonne est asséchée (14 000 rpm, 2 min) puis éluée dans un volume final de 

50μL d’eau stérile par centrifugation (2 000 rpm, 2 min puis 14 000 rpm, 1 min). La 

concentration des ARNs élués est déterminée à l’aide d’un spectrophotomètre UV-visible 

(NanoDrop-1000, Thermo Scientific). Les échantillons sont considérés comme fiables si le 

rapport 260/280 nm est compris entre 2 et 2,2 et si le rapport 260/230 nm est proche de 2. Les 

éluats contenant les ARNs sont conservés à -80°C. 

 

3.3. Transcription inverse 
 

Une transcription inverse synthétisant des ADNc à partir d’ARNs est réalisée avec le kit 

Thermo Scientific (MAN0016392). La réaction comprend 4µL de Master Mix (Maxima H 

Minus cDNA Synthesis Master Mix), 250 ng d’ARNm et de l’eau stérile. Les tubes sont incubés 

pendant 10 minutes à 25°C, 15 minutes à 50°C et 5 minutes à 85°C. Les ADNc sont conservés 

à -20°C. 

 

3.4. PCR 
 

Une PCR quantitative est réalisée selon la méthode Taqman (Kit ThermoFisher, 

K0954). Pour chaque réaction, 10µL de Master Mix (Luminaris Probe qPCR Master Mix) sont 

ajoutés à 1µL de Taqman Gene Expression Assay contenant les amorces, la sonde spécifique et 

le tampon et 7µL d’eau stérile. Dans une plaque 96 puits (ThermoFisher, N8010560), 2µL 

d’ADNc (6,25 ng/µL) en dupliquat, puis 18µL d’un Mix préalablement préparé sont déposés 

dans chaque puits. Les sondes utilisées sont référencées dans le tableau 4. La plaque est scellée, 

centrifugée pendant 1 minute à 1000 rpm puis insérée dans l’appareil QuantStudio3 de 

Thermofisher.  
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Le programme de PCR comprend les étapes de prétraitement à l’uracil-DNA- 

glycosylase (50°C pendant 2 minutes), dénaturation initiale (95°C pendant 10 minutes), 

dénaturation (95°C pendant 15 secondes), et d’amplification (60°C pendant 1 minute). Les deux 

dernières étapes sont répétées 45 fois. Afin de comparer les résultats obtenus, un seuil de 

détermination de l’inflexion de la pente (calcul du CT, cycle threshold) a été déterminé pour 

chacune des cibles. 

 

Tableau 4 : Sondes utilisées pour les qPCR 

Gènes Référence 

GAPDH Hs02758991_g1 

GPC3 Hs01018936_m1 

POU5F1 Hs00999632_g1 

 

3.5. Analyses des données de qPCR 
 

Les résultats sont normalisés à l’expression du gène de ménage GAPDH 

(glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase). Pour réaliser des analyses, les données 

suivantes ont été extraites : 

- Moyenne des CT des dupliquats de réactions de PCR 

- ΔCT : CTgène cible – CTgène de ménage 

 

4. Immunomarquages et analyses 

4.1. Immunomarquages des coupes en paraffine 
 

Les tissus pulmonaires FFPE sont coupés au microtome en sections de 3µm. Les lames 

blanches sont incubées à 37°C pendant une nuit. Après déparaffinage par des bains de xylène 

pendant 10 et 5 minutes, elles sont réhydratées par des bains d’éthanol de concentrations 

décroissantes (100%, 70%, 50%, 0%) pendant 3 minutes chacun. Les sites antigéniques sont 

par la suite démasqués par autoclave avec le « Vector antigen unmasking solution » (Tampon 

citrate, VectorLab H3300, pH6, dilué 1/100) pendant 20 minutes à 120°C. Les lames sont lavées 

avec du PBS (Phosphate-Buffered Saline, Sigma-Aldrich, P3813-10PAK) puis les coupes sont 

entourées avec un marqueur hydrophobe permettant de contenir les liquides dans la zone 

délimitée. Une perméabilisation est réalisée en fonction de la localisation des antigènes. Elle 

s’effectue par ajout de PBST (PBS avec 0,1% Triton 100X) pendant 2 fois 5 minutes puis par 

lavage au PBS.  
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Les sites non spécifiques sont bloqués par ajout de PBS-BSA 10% (Bovine Serum 

Albumine, BSA 30% Sigma-Aldrich, A3299) pendant 30 minutes à température ambiante. Les 

lames sont incubées avec l’anticorps primaire dilué dans du PBS-BSA 3% pendant une nuit à 

4°C en chambre humide. Les anticorps utilisés sont référencés dans le tableau 5. L’anticorps 

primaire est récupéré et les lames sont lavées avec du PBS pendant 6 fois 3 minutes. Le 

deuxième anticorps primaire est ajouté pendant 1h à température ambiante en chambre humide 

afin de réaliser un co-marquage. Les lames sont lavées avec du PBS pendant 6 fois 3 minutes 

puis incubées avec les anticorps secondaires correspondants (dilués 1/500 dans PBS-BSA 3%) 

couplés à un fluorochrome (Alexa 594 ou Alexa 488) et le DAPI (dilué 1/1000 dans PBS-BSA 

3%) pendant 30 minutes à température ambiante et à l’abri de la lumière. Les lames sont lavées 

avec du PBS avant d’être montées à l’aide de milieu de montage polymérisant (Aquapolymount, 

Polyscience, 18606-20) recouvert d’une lamelle. Les lames sont conservées à 4°C, à l’abri de 

la lumière. 

 

Tableau 5 : Liste des anticorps utilisés 

Anticorps Espèce Référence Fournisseurs Concentrations 

Arl13b Lapin 17711-1-AP ProteinTech IF – 1:200 

β-caténine Souris 610153 BD Biosciences WMIF – 1:500 

CC10 Lapin 10490-1-AP ProteinTech WMIF – 1:100 

Gli2 

(amplifié) 
Lapin HPA074275 Sigma-Aldrich WMIF – 1:100 

GPC3 Souris MAB2119 R&D systems IF/WMIF – 1:200 

Ki67 Souris M7240 Agilent Dako WMIF – 1:50 

KP Souris NBP2-29463 Novus Biological IF – 1:250 

KP Lapin NB600-579 Novus Biological IF – 1:250 

Muc5ac Souris MAB2011 Millipore WMIF – 1:100 

Muc5b Lapin E-AB-15988 Elabscience WMIF – 1:100 

P63 Chèvre AF1916 R&D systems WMIF – 1:100 

POU5F1 Chèvre AF1759 R&D systems IF – 1 :50 

Tubuline 

acétylée 
Souris T6793 Sigma-Aldrich WMIF – 1:1000 
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4.2. Immunomarquages des membranes d’inserts 
 

Les cellules primaires cultivées en IAL sur des membranes perméables sont prélevées à 

différents temps (7 à 35 jours après mise en IAL), découpées en 12ème et fixées au méthanol 

froid pendant 10 min à -20°C. Les fragments sont conservés dans des tubes Eppendorf à -20°C 

avant utilisation. Afin d’effectuer les marquages, une réhydratation par trois bains successifs de 

5 min avec des concentrations décroissantes de méthanol (75%, 50 % et 25%) dilué dans du 

PBT (PBS + 1% DMSO + 0,1% Triton 100X) est nécessaire. Elle est suivie par trois lavages 

au PBT de 10 min et un rinçage à l’eau pure avant une seconde perméabilisation à l’acétone 

froid (-20°C) de 7 min. Un nouveau rinçage à l’eau ultra pure est effectué suivi de trois bains 

au PBT de 10 min. Un blocage au PBT-BSA 10% de 2h est réalisé à température ambiante. Les 

membranes sont ensuite incubées une nuit à 4°C en présence du premier anticorps primaire 

dilué dans du PBT-BSA 3%. Après récupération de l’anticorps primaire, 6 lavages au PBT de 

10 min se succèdent. Un second anticorps primaire dilué dans du PBT-BSA 3% est ajouté pour 

la nuit à 4°C. Après récupération de ce dernier, les membranes sont de nouveau rincées 6 fois 

10 min au PBT. Les anticorps secondaires correspondants sont incubés pendant 2h à 

température ambiante et à l’abri de la lumière. La liste des anticorps utilisés pour les 

immunomarquages (WMIF - Whole mount immunofluorescence) est détaillée dans le tableau 

5. Les fragments sont également marqués au DAPI pendant 15 min. Les membranes sont lavées 

6 fois au PBT, toujours à l’abri de la lumière avant d’être clarifiées par un mélange de 

glycérol/PBT dans 3 bains de 20 min chacun en concentrations croissantes (75% PBT / 25% 

Glycérol ; 50% PBT / 50% Glycérol et 25% PBT / 75% Glycérol). Pour finir, les membranes 

sont montées entre lames et lamelles dans du liquide de montage Aquapolymount et mis sous 

poids durant une nuit. Elles sont conservées à 4°C. 

 

4.3. Immunomarquages des cytospins 
 

Les lames sont lavées avec du PBS puis les coupes sont entourées avec un marqueur 

hydrophobe permettant de contenir les liquides dans la zone délimitée. Les sites non spécifiques 

sont bloqués par ajout de PBS-BSA 10% pendant 45 minutes à température ambiante. Les lames 

sont incubées avec l’anticorps primaire dilué dans du PBS-BSA 3% pendant une nuit à 4°C en 

chambre humide. La liste des anticorps utilisés est détaillée dans le tableau 5.  L’anticorps 

primaire est récupéré et les lames sont lavées avec du PBS pendant 6 fois 3 minutes.  
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Le deuxième anticorps primaire est ajouté pendant 1h à température ambiante en 

chambre humide afin de réaliser un co-marquage. Les lames sont lavées avec du PBS pendant 

6 fois 3 minutes puis incubées avec les anticorps secondaires correspondants (dilués 1/500 dans 

PBS-BSA 3%) couplés à un fluorochrome (Alexa 594 ou Alexa 488) pendant 30 minutes à 

température ambiante et à l’abri de la lumière. Les noyaux sont marqués à l’aide du DAPI 

pendant une incubation de 15 min. Les lames sont lavées avec du PBS avant d’être montées à 

l’aide de milieu de montage polymérisant, Aquapolymount, recouvert d’une lamelle. Les lames 

sont conservées à 4°C, à l’abri de la lumière. 

 

4.4. Analyses par microscopie 
4.4.1. Analyse des coupes FFPE et cytospins 

 

Les images sont acquises à l’aide d’un microscope à épifluorescence Axioimageur Zeiss 

piloté par le logiciel d’acquisition Zen blue 2.0 avec un objectif x20 Apochromatique (NA 0.75) 

et une caméra Coolsnap FX. Les images des immunomarquages en fluorescence acquises par 

microscope sont traitées en utilisant les logiciels ZEN (8.1, 2012) et ImageJ. Trois zones 

représentatives de chacune des lames sont acquises et les taux de GPC3 et POU5F1 sont 

quantifiés en utilisant les niveaux de gris moyen sur le canal d’acquisition de fluorescence 

d’intérêt après avoir retiré le bruit de fond. 

 

4.4.2. Analyse des membranes d’inserts 

 

Les images sont acquises à l’aide d’un microscope à épifluorescence Axioimageur Zeiss 

piloté par le logiciel d’acquisition Zen blue 2.0 avec un objectif x40 et une caméra Coolsnap 

FX. Cinq zones représentatives de chacune des lames sont acquises. Afin d’étudier l’effet du 

GPC3 sur la différenciation de l’épithélium respiratoire, la quantité de cellules basales (p63), 

multiciliées (Arl13b), mucosécrétrices (Muc5ac ou Muc5b), et intermédiaires (CC10) est 

quantifiée en utilisant les niveaux de gris moyen sur le canal d’acquisition de fluorescence 

d’intérêt après avoir retiré le bruit de fond avec le logiciel ImageJ. L’impact de la modulation 

de GPC3 est également évalué sur la voie HH par la quantification de Gli2. 
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5. Analyses de données publiques 

5.1. Single cell 
 

Le séquençage en cellule unique est disponible sur l’interface Cellxgene avec la base de donnée 

« Sikkema et al. » [5]. Seuls les échantillons pulmonaires (« lung » et « lung parenchyma ») de 

patients de plus de 18 ans, sans maladie respiratoire (n=181) sont considérés.  

 

 
Figure 25 : Populations cellulaires pulmonaires établies par le HLCA 

UMAP montrant les différentes populations cellulaires définies par le HLCA et 

générée par l’interface cellxgene. 

 

Quatre catégories sont définies regroupant les populations cellulaires établies par le 

consortium HLCA (Human Lung Cell Atlas) : 

- Les cellules épithéliales trachéobronchiques regroupant 40 822 cellules : les cellules 

multiciliées (n=25 114) ; les cellules club (n=1 816) et les cellules basales (n=13 892). 

- Les pneumocytes regroupant 123 456 cellules : les pneumocytes de type I (n=19 418) 

et les pneumocytes de type II (n=104 038). 

- Les cellules stromales regroupant 120 988 cellules : les fibroblastes alvéolaires de type 

I (n=21 389) et de type II (n=16 752) ; les fibroblastes bronchiques (n=921) ; les cellules 

endothéliales des capillaires (n=37 538), des vaisseaux lymphatiques (n=8 675), des 

artères pulmonaires (n=10 173) et des veines (n=14 113) ; les péricytes (n=5 157), les 

myofibroblates (n=1 048) et les cellules musculaires lisses (n=5 222). 
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- Les cellules immunitaires regroupant 408 371 cellules : les cellules B (n=6 723), CD1c-

positives (n=10 628), CD4-positives (n=35 984), CD8-positives (n=43 839) ; les 

macrophages alvéolaires (n=174 329) ; les macrophages activés (n=39 642) ; les 

macrophages pulmonaires (n=6 331) ; les monocytes classiques (n=33 862) ; les 

monocytes non-classiques (n= 14 566) ; les mastocytes (n=11 712) et les cellules natural 

killer (n=30 755).  

 

5.2. STRING 
 

Le réseau d’interaction protéine-protéine pour Shh (humain) a été généré par String 

(https://string-db.org/). Seules les interactions à haute fiabilité (0,7), déterminées 

expérimentalement ou issues de bases de données sont présentées. Les protéines ont été classées 

avec un code de couleur : rouge pour Shh, violet pour les corécepteurs du Shh et bleu pour 

GPC3. L’analyse des termes GO (Gene ontology) a été effectuée par String sur 371 gènes 

exprimés différemment (log2FC=-0,5 < DEG < log2FC=0,5) avec trois catégories : processus 

biologiques (en vert), composants cellulaires (en rouge) et mots clés (en bleu). Tous les termes 

statistiquement significatifs ont été représentés sur l’histogramme. 

 

5.3. Données publiques GSE 
 

Les niveaux d’expression de GPC3 et POU5F1 ont été recueillis à partir de données de 

RNAseq accessibles en ligne sur l’interface GEO (GSE57148 et GSE137557). L’analyse a été 

effectuée sur tous les gènes et les différences entre les deux groupes ont été déterminées à l’aide 

du test t de Student et de la correction FDR de Benjamini-Hochberg. 

 

6. Statistiques 
 

Les comparaisons relatives aux données continues ont été analysées selon le test de 

Student relatif aux petits échantillons après vérification des hypothèses de normalité et d’égalité 

de variance, ou selon le test de Student à un échantillon à la valeur hypothétique de 1 

représentant le groupe Contrôle. Les tests non paramétriques ont été traités selon le test de 

Mann-Whitney. Les corrélations sont établies avec le test de Pearson. Tous les tests ont été 

considérés en bilatéral et la significativité statistique est acceptée pour un risque d’erreur alpha 

de premier ordre inférieur à 5%. Elle est représentée par * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01 ; ***p<0,001. 

Les données sont ensuite représentées sur le logiciel GraphPad Prism ou Rstudio.
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1. Analyse des corécepteurs de la voie HH 
 

Glypican-3 is a key tuner of the Hedgehog pathway in COPD 

Petit et al., soumis 

 

Résumé 

 

La voie Hedgehog (HH) est impliquée dans le développement pulmonaire et le maintien 

de l’homéostasie. Elle orchestre la différenciation des cellules épithéliales des voies aériennes 

et contribue au développement de pathologies respiratoires. En effet, les éléments principaux 

de la voie HH, Gli2, Smo et Shh, sont diminués dans l’épithélium bronchique de patients BPCO. 

Dans cette étude, nous avons étudié les corécepteurs de la voie HH (BOC, CDON, GAS1, 

GPC1, GPC3, GPC5, GPC6, HHIP et PTCH2) pour déchiffrer le mécanisme complexe de 

l’activation de la voie HH dans les voies aériennes et dans la BPCO. Les éléments principaux 

et les corécepteurs de la voie HH ont été étudiés dans les populations cellulaires pulmonaires 

par l’analyse de données issues de séquençage en cellule unique. Les niveaux de transcription 

du corécepteur GPC3 ont été étudiés à partir de données de RNAseq public et par RT-qPCR. 

La localisation du GPC3 a été évaluée par immunomarquages fluorescents sur des cellules 

épithéliales bronchiques isolées et des tissus pulmonaires de patients non-BPCO et BPCO. La 

modulation pharmacologique du GPC3 a été réalisée avec le Codrituzumab lors de la 

différenciation des cellules épithéliales des voies aériennes. Nous avons démontré que les 

éléments principaux n’étaient pas abondants dans les populations cellulaires pulmonaires. En 

se concentrant sur les corécepteurs, GPC3 était le transcrit le plus exprimé dans les cellules 

épithéliales trachéobronchiques. La diminution des niveaux de transcription du GPC3 était 

corrélée à une réduction de la fonction pulmonaire chez les patients BPCO. Enfin, l’interférence 

avec la signalisation GPC3 lors de la différenciation des cellules épithéliales des voies aériennes 

induit une altération de la voie HH attestée par une diminution du Gli2 conduisant à une 

ciliogénèse réduite et à une production altérée de mucines. Le GPC3 apparaît comme un 

corécepteur crucial pour la voie HH dans le contexte respiratoire. La modulation de GPC3 

pourrait représenter une nouvelle stratégie expérimentale pour ajuster la signalisation de la voie 

HH dans les perspectives thérapeutiques. 

 

Mots clés : BPCO, cellules épithéliales des voies aériennes, voie Hedgehog, GPC3 
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Abstract 29 

Background: Hedgehog (HH) pathway is involved in pulmonary development and lung 30 

homeostasis. It orchestrates airway epithelial cell (AEC) differentiation and contributes to 31 

respiratory pathogenesis. The core elements Gli2, Smo, and Shh were found altered in the 32 

bronchial epithelium of patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD). Here, we 33 

investigated the co-receptors to fully decipher the complex machinery of airway HH pathway 34 

activation in health and COPD. 35 

Methods: The core elements and co-receptors of HH signalling were investigated in lung cell 36 

populations using single-cell RNAseq analysis. The transcript levels of the principal co-37 

receptor GPC3 were investigated on public RNAseq datasets and by RT-qPCR. The localisation 38 

of GPC3 was evaluated through immunofluorescent stainings on isolated bronchial AEC and 39 

tissues from non-COPD and COPD patients. GPC3 pharmacological modulation was achieved 40 

with Codrituzumab during AEC differentiation. 41 

Findings: We demonstrated that the core elements were not abundant in pulmonary cell 42 

populations. Focusing on co-receptors, GPC3 was the most expressed transcript in 43 

tracheobronchial epithelial cells. The decrease in GPC3 transcript levels correlated with the 44 

severity of airway obstrution in COPD patients. Finally, interfering with GPC3 signalling 45 

during AEC differentiation induced downregulation of the HH pathway attested by a decrease 46 

of Gli2 leading to reduced ciliogenesis and altered mucin production. 47 

Interpretation: GPC3 appears as a crucial co-receptor for the HH pathway in the respiratory 48 

context. The modulation of GPC3 may represent a novel experimental strategy to tune HH 49 

signalling in therapeutic perspectives. 50 

Funding: The University of Reims Champagne-Ardenne (URCA) and the French National 51 

Institute of Health and Medical Research (Inserm) funded this research. 52 

 53 

Keywords: COPD, Airway epithelial cells, Hedgehog, GPC3  54 



Résultats 

 

98 

 

Research in context 55 

Evidence before this study 56 

Hedgehog signalling is essential during the development and maintenance of homeostasis. We 57 

recently demonstrated that the main core elements including the ligand Shh and the 58 

transcription factor Gli2 orchestrated human lung branching morphogenesis and airway 59 

epithelial cell differentiation. In addition, the alteration of the HH pathway was observed in 60 

COPD patients. However, the complex molecular interaction network responsible for the 61 

activation of the signalling cascade remains elusive. 62 

Added value of this study 63 

This is the first study to analyse the secondary components of the HH pathway in the context 64 

of respiratory pathology. We described the abundance of HH co-receptor transcript levels at a 65 

single-cell resolution in the airways and highlighted GPC3. We characterized GPC3 expression 66 

and localisation in the non-COPD and COPD bronchi. We provided the first experimental clues 67 

linking GPC3 modulation, HH pathway activation, and airway epithelial cell remodelling in the 68 

context of COPD pathogenesis.  69 

Implications of all the available evidence 70 

The complete molecular and cellular characterisation of all the HH pathway effectors including 71 

the co-receptors unveils key elements to understand respiratory system homeostasis and 72 

pathophysiology. Our findings suggest GPC3 analysis and targeting in the context of COPD to 73 

limit or prevent epithelial remodelling. Future investigations are required to fully decipher the 74 

role of GPC3 and other co-receptors in the HH pathway activation and their involvement during 75 

respiratory dysfunctions. 76 

 77 

  78 
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1. Introduction 79 

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is becoming the third leading cause of death in 80 

the world. Despite recent advances in patient phenotyping and understanding of the molecular 81 

and cellular components, clinical management is focused on symptoms and there are no 82 

available curative treatments. The epithelial remodelling of the airways is the main hallmark of 83 

the physiopathology, particularly characterised by basal cell hyperplasia, ciliary defects, and an 84 

imbalance of mucin secretion [1-5]. The origins of these alterations are not fully understood. 85 

To identify novel biomarkers and innovative therapies, it is necessary to decipher the 86 

mechanisms involved in the development of epithelial remodelling. 87 

Hedgehog (HH) pathway is crucial for lung development, tissue repair, and regeneration [6-9]. 88 

The canonical HH pathway is initiated by the interaction of the ligand (Shh, Dhh, Ihh) with its 89 

receptor Ptch1 (Patched-1) resulting in Smoothened (Smo) activation. Finally, the transcription 90 

factors (Gli) are translocated into the nucleus, which triggers the transcription of target genes 91 

[10]. HH signalling defined by these core elements was found dysregulated in respiratory 92 

diseases [8,11,12]. Gli2, Smo, and Shh were reduced in airway epithelial cells from COPD 93 

patients. In addition, interfering with Shh signalling caused epithelial remodelling, such as 94 

ciliogenesis defects, impaired mucin abundance, and high proliferation of basal cells [13,14]. 95 

To date, mainly the core elements have been studied in the context of COPD. The molecular 96 

mechanisms regulating ligand release and signal reception have not been fully deciphered 97 

mainly because they involve a large panel of secondary elements (including BOC, CDON, 98 

DISP1, DISP2, GAS1, GAS8, GPC1, GPC3, GPC5, GPC6, GPR161, HHAT, HHIP, KIF7, 99 

PTCH2, SCUBE2, and SUFU) [10]. Interestingly, several single nucleotide polymorphisms 100 

(SNPs) of Hedgehog Interacting Protein (HHIP) were associated with COPD susceptibility and 101 

emphysema suggesting the importance of the secondary elements to relay a correct HH 102 

signalisation [15,16].  103 

Here, we aimed to characterise the potential involvement of the HH pathway co-receptors in 104 

the development of COPD features in tissues and isolated airway epithelial cells. We focused 105 

on Cell adhesion molecule-related/down-regulated by oncogenes (CDON), Brother of CDON 106 

(BOC), Growth arrest-specific protein 1 (GAS1), Glypicans (GPC1, GPC3, GPC6), HHIP, and 107 

PTCH2. 108 
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2. Materials and methods 110 

Human subjects 111 

Patients scheduled for lung resection for cancer (University Hospital of Reims, France) (n=23, 112 

Table 1) or for fiberoptic bronchoscopy with bronchial brushings (n=22, Table 1) were 113 

prospectively recruited following standards established and approved by the institutional 114 

review board of the University Hospital of Reims, France (IRB Reims-CHU 20110612), and 115 

included in the cohort for research and innovation in chronic inflammatory respiratory disease 116 

(RINNOPARI, NCT02924818). The study included patients with or without COPD who gave 117 

their consent. Patients with other respiratory diseases (asthma, cystic fibrosis, bronchiectasis or 118 

pulmonary fibrosis) were excluded. At inclusion, age, sex, smoking history, and pulmonary 119 

function test results were recorded. COPD was defined by post-bronchodilator FEV1 (forced 120 

expiratory volume in 1s) / FVC (forced vital capacity) < 0.7. Former smokers were considered 121 

for a smoking cessation longer than 6 months. 122 

Human primary airway epithelial cell cultures 123 

Isolated airway epithelial cells (AEC) were obtained from bronchial brushings of non-COPD 124 

(n=7) and COPD patients (n=7) to establish air-liquid interface (ALI) cultures as previously 125 

described [17]. The cells were recovered by scraping the brushes and dissociation using trypsin-126 

versene (MS019B200D, Biowest). They were counted with ADAM (NanoEnTek) according to 127 

NanoEnTek instructions. 150,000 cells were seeded on 12-well plates containing 0.4 µm 128 

Transwells (Corning, Fisher Scientific) coated with 0.2 mg/mL collagen type IV from the 129 

human placenta (Sigma-Aldrich).  130 

Human primary AEC were also obtained from nasal polyps resected from non-COPD patients 131 

(n=5) at the University Hospital of Reims and the Clinic La Sagesse of Rennes to establish air-132 

liquid interface (ALI) cultures as previously described [18]. Cells were dissociated by overnight 133 

pronase incubation (0.5 mg/mL, Sigma-Aldrich) and counted with ADAM (NanoEnTek) 134 

according to NanoEnTek instructions. One million cells were seeded on a 10cm petri dish until 135 

cell confluency. After a passage, 50,000 cells were seeded on 12-well plates containing 0.4 µm 136 

Transwells (Corning, Fisher Scientific) coated with 0.2 mg/mL collagen type IV from the 137 

human placenta (Sigma-Aldrich). Inhibition of GPC3 was achieved with Codrituzumab (HY-138 

P99013, Interchim, diluted in sterile PBS, 1µg/mL as described in vitro test) addition to the 139 

culture medium as indicated in the following figures [19].  140 
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CnT-17 media (CellnTec) was used for initial proliferation in apical and basal chambers. Upon 141 

reaching cell confluency, the apical medium was removed and PneumaCult-ALI (PnC-ALI, 142 

StemCell) medium was used in the basal chamber. The culture medium was changed every 2 143 

days and cells were kept for 35 days in incubators at 37 °C, 5% CO2.  144 

Cytospin 145 

Fresh AEC were obtained from bronchial brushings of COPD (n=7) and non-COPD patients 146 

(n=7). Cells were recovered by scraping the brushes and dissociation using trypsin-versene 147 

(MS019B200D, Biowest). They were counted with ADAM (NanoEnTek) according to 148 

NanoEnTek instructions. 25,000 cells were centrifuged (800rpm, 10min) with Cytospin4 149 

(Microm Microtech) on a Superfrost® plus slide (Thermo Scientific) and fixed with ice-cold 150 

methanol for 10 minutes. Slides were stored at -20°C until immunofluorescence analysis. 151 

RT-qPCR analyses 152 

Total RNA from AEC (ALI cultures from bronchial brushings) was isolated by GenElute RNA 153 

Plus purification Kit (RDP300, Sigma-Aldrich) and 250 ng were reverse-transcribed into cDNA 154 

by Maxima H Minus cDNA Synthetis Master Kit (MAN0016392, Thermo Scientific). 155 

Quantitative PCR reactions were performed with Luminaris Probe qPCR Master Kit (K0954, 156 

ThermoFisher) and Taqman Gene Expression Assay in a QuantStudio3 instrument (QS3, 157 

Thermo Scientific) as recommended by the manufacturer. The primers for GPC3 were 158 

purchased from ThermoFischer Scientific (Hs01018936_m1). The results for GPC3 transcript 159 

expressions were normalized to the expression of the housekeeping gene GAPDH 160 

(Hs02758991_g1) and expressed as ∆CT.  161 

Immunofluorescent staining and analyses 162 

Immunofluorescent stainings were performed on formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) 163 

lung tissues distant from the tumour. Three µm sections were processed for these 164 

immunostainings. FFPE lung tissue section slides were deparaffinised and blocked with 10% 165 

BSA in PBS for 30 min at room temperature. The tissue sections were then incubated with the 166 

primary antibody (listed in Supplemental materials: Table S1) for one night at 4 °C in 3% 167 

BSA in PBS. After washing with PBS, a second primary antibody was used for 1h at room 168 

temperature. The sections were washed with PBS and incubated with the appropriate secondary 169 

antibodies in 3% BSA in PBS for 30 min at room temperature. The DNA was stained with 170 
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DAPI during incubation with the secondary antibodies. Micrographs were acquired by 171 

AxioImageur Zeiss (20x Ph) with ZEN software (8.1, 2012) and processed with ImageJ 172 

(National Institutes of Health) for analysis. For each patient, three random fields per section 173 

containing bronchi were taken to evaluate the localization of GPC3 on epithelial cells. For each 174 

field, a threshold was established by subtracting the background, and setting the minimum at 0. 175 

GPC3 expression was determined by the pixel mean grey values (PMGV) in the region of 176 

interest defined by the epithelium in the two groups.  177 

Whole-mount immunofluorescent immunostaining 178 

Methanol-fixed AEC from ALI cultures were rehydrated by decreasing methanol concentration 179 

(75%, 50% and 25%) before a post-fixation with acetone. The cells were blocked with 10% 180 

BSA in PBT (PBS + 1% DMSO + 0.1% Triton) for 2 h at room temperature. The cells were 181 

then incubated with the primary antibody (listed in Supplemental materials: Table S1) for 182 

one night at 4 °C in 3% BSA-PBT. After washing with PBT, the cells were incubated with the 183 

appropriate secondary antibodies in PBT for 2 h at room temperature. DNA was stained with 184 

DAPI during incubation for 15min. Clarification of cells was achieved by a glycerol gradient 185 

(25%, 50%, 75%) before mounting the slides. Micrographs were acquired by AxioImageur 186 

Zeiss (40x Ph) with ZEN software (8.1, 2012) and processed with ImageJ (National Institutes 187 

of Health) for analysis. The pixel mean grey values (PMGV) for each detected antibody were 188 

quantified and compared between two groups for each staining. 189 

Cytospin immunofluorescent immunostaining 190 

The cells were washed with PBS, blocked with 3% BSA in PBS for 45 minutes, and then 191 

incubated with the primary antibody (listed in Supplemental materials: Table S1) for one 192 

night at 4 °C in 3% BSA in PBS. After washing with PBS, a second primary antibody was used 193 

for 1h at room temperature. The cells were washed with PBS and incubated with the appropriate 194 

secondary antibodies in 3% BSA in PBS for 30 min at room temperature. DNA was stained 195 

with DAPI during incubation for 15min. The micrographs were acquired by AxioImageur Zeiss 196 

(20x Ph) with ZEN software (8.1, 2012) and processed with ImageJ (National Institutes of 197 

Health) for analysis. Three random fields per slide were taken. For each field, a threshold was 198 

established by subtracting the background and setting the minimum at 0. GPC3 expression was 199 

determined by the pixel mean grey values (PMGV) of the detected antibody for 24 randomly 200 

selected cells in the two groups. 201 
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Network of protein-protein interaction by String 202 

The protein-protein interaction network for SHH (human) was generated by String 203 

(https://string-db.org/). Only the interactions with high confidence (0.7), experimentally 204 

determined or from curated databases are shown. No more than 10 interactors in the 1st shell 205 

and the 2nd shell are represented. The proteins were classified with a colour code: red for Shh, 206 

purple for Shh co-receptors and blue for GPC3. 207 

RNAseq analyses 208 

Gene expressions of Hedgehog pathway elements were collected from datasets publically 209 

available online (GEO database: GSE57148 and GSE137557). COPD and non-COPD patients 210 

were included with the clinical features listed in Supplemental Materials: Table S2. The 211 

analysis was performed on all genes and the differences between the two groups were 212 

determined using the Student’s t-test and Benjamini-Hochberg FDR correction. 213 

Single-cell sequencing dataset 214 

The published single-cell sequencing (scRNAseq) can be found on the Cellxgene interface with 215 

“Sikkema et al.” dataset [20]. Only lung samples (lung and lung parenchyma) from subjects 216 

over 18 years without respiratory disease (n=181) were considered. Four categories were 217 

defined regrouping cell populations as established by the HLCA (Human Lung Cell Atlas) 218 

consortium. The categories were identified as: (1) tracheobronchial epithelial cells (40,822 219 

cells): ciliated columnar cell of tracheobronchial tree (25,114 cells), club cell (1,816 cells) and 220 

respiratory basal cell (13,892 cells); (2) pneumocytes (123,456 cells): type I pneumocyte 221 

(19,418 cells) and type II pneumocyte (104,038 cells) ; (3) stromal cells (120,988 cells): 222 

alveolar type 1 fibroblast cell (21,389 cells), alveolar type 2 fibroblast cell (16,752 cells), 223 

bronchus fibroblast of lung (921 cells), capillary endothelial cell (37,538 cells), endothelial cell 224 

of lymphatic vessel (8,675 cells), lung pericyte (5,157 cells), myofibroblast cell (1,048 cells), 225 

pulmonary artery endothelial cell (10,173 cells), tracheobronchial smooth muscle cell (5,222 226 

cells) and vein endothelial cell (14,113 cells); (4) immune cells (408,371 cells): B cell (6,723 227 

cells), CD1c-positive myeloid dendritic cell (10,628 cells), CD4-positive alpha-beta T cell 228 

(35,984 cells), CD8-positive alpha-beta T cell (43,839 cells), alveolar macrophage (174,329 229 

cells), classical monocyte (33,862 cells), elicited macrophage (39,642 cells), lung macrophage 230 

(6,331 cells), mast cell (11,712 cells), natural killer cell (30,755 cells) and non-classical 231 

monocyte (14,566). The median expression levels and the proportion of expressing cells for 232 
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Hedgehog pathway markers are shown in a bubble plot generated by Rstudio with the ggplot2 233 

package. The UMAP was generated with the CellxGene interface. 234 

Statistics 235 

Data are expressed as mean values ± Standard deviation (SD) and percentages. Normality was 236 

assessed for each group using the Shapiro-Wilk test. Differences between the two groups were 237 

determined using the Student’s t-test (two-tailed) for parametric data, Mann-Whitney for non-238 

parametric data or the one-sample t-test compared with the hypothetical value of 1. The 239 

correlations were established with the Pearson test. A p-value < 0.05 was considered significant; 240 

*, p < 0.05; **, p < 0.01. 241 
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3. Results 243 

ScRNAseq highlights GPC3 as an essential co-receptor for the Hedgehog pathway in the 244 

airways 245 

Considering the essential role of HH signalling in the respiratory system, we initially assessed 246 

the transcriptomic profile of HH core elements (DHH, IHH, SHH, GLI1, GLI2, GLI3, PTCH1, 247 

and SMO) and secondary co-receptors (BOC, CDON, GAS1, GPC1, GPC3, GPC5, GPC6, 248 

HHIP, PTCH2) at a cellular level. The selection of a large panel of immune cell populations 249 

indicated a low proportion of cells expressing HH pathway elements (0.6±0.8% [0.01-3.56]) 250 

(Figure 1A). In the diverse category of stromal cells, HH pathway elements were present in 251 

4±4.5% [0.03-17.69] of cells. Focusing on epithelial cells, the HH pathway elements were 252 

detected in 6.4±11.5% [0.03-47.03] of pneumocytes and 4.5±5.4% [0.05-20.21] of 253 

tracheobronchial epithelial cells. GPC5 and HHIP transcripts were the most abundant in 254 

pneumocytes (17.94% and 47.03% respectively). GPC5 was also the gene with the highest 255 

median of expression in this population (1.90). GPC3 was the most expressed gene in stromal 256 

cells (17.69%) and tracheobronchial epithelial cells (20.21%). Since the HH pathway is 257 

essential for airway epithelial cell differentiation, and GPC3 is the co-receptor showing the 258 

highest abundance in tracheobronchial epithelial cells, we next analysed its expression in the 259 

subsets of airway cell populations (Figure 1B). Interestingly, GPC3 was mainly found in three 260 

populations: it was highly expressed in fibroblasts (51%), multiciliated cells (26.83%), and 261 

basal cells (10.79%). This bioinformatics analysis prompted us to evaluate GPC3 as a key 262 

regulator of HH pathway signalling in COPD. 263 

GPC3 transcript levels are associated with pulmonary function in COPD patients 264 

To determine the impact of GPC3 in COPD pathology, we analysed GPC3 transcript 265 

expressions in non-COPD and COPD patients. First, we investigated publically available 266 

RNAseq data of mild, and moderate COPD patients (GSE57148) and very severe COPD 267 

patients (GSE137557). There was a decrease of 14.5% in the expression of GPC3 in the whole 268 

lung of COPD patients (67.99±34.21 FPKM vs 79.54±35.05 FPKM, COPD vs non-COPD, 269 

p<0.05) (Figure 2A). Considering cultured airway epithelial cells obtained from bronchial 270 

brushings of very severe COPD patients, GPC3 transcript expressions did not differ in 271 

proliferative basal cells (2.47±0.75 FPKM vs 2.46±0.36 FPKM, COPD vs non-COPD, p>0.05) 272 

before the experimental switch in the air-liquid interface (Figure 2B). However, there was a 273 
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61.6% decrease of GPC3 transcripts at the end of cell differentiation (0.49±0.22 FPKM vs 274 

1.26±0.27 FPKM, COPD vs non-COPD, p<0.01). 275 

Since GPC3 is not solely expressed by airway epithelial cells (Figures 1A and 2A), and very 276 

severe COPD patients are highly heterogeneous (Figure 2B), we secondly analysed GPC3 277 

transcripts in cultured airway epithelial cells collected during bronchial brushing in mild to 278 

severe COPD patients (Figure 3). During the early steps of epithelial cell differentiation 279 

(ALI7), there was no difference in GPC3 transcript expressions between non-COPD and COPD 280 

samples (9.29±1.32ΔCt vs 9.10±1.08ΔCt, COPD vs non-COPD, p>0.05) (Figure 3A). There 281 

was no correlation between GPC3 transcript levels and FEV1 in COPD patients (r²=0.4349, 282 

p>0.05) (Figure 3B). Interestingly, low GPC3 transcript expressions in COPD patients were 283 

correlated with low pulmonary functional parameters defined by FEV1/FVC (r²= 0.8419, 284 

p<0.01) (Figure 3C). In fully differentiated epithelia (ALI35), GPC3 transcript expressions did 285 

not differ between COPD and non-COPD patients (8.26±1.48ΔCt vs 8.33±1ΔCt, COPD vs non-286 

COPD, p>0.05) (Figure 3D). Importantly, there was an association between GPC3 transcript 287 

levels and lung function in COPD: the patients with low FEV1 and FEV1/FVC harboured low 288 

GPC3 transcript levels (r²=0.7013, p<0.05 and r²=0.9486, p<0.001, respectively) (Figure 3E, 289 

F). Altogether, these findings suggest a decrease in GPC3 transcript levels in association with 290 

the severity of lung function impairment in COPD patients.  291 

The localisation of GPC3 is altered in COPD patients 292 

We first investigated GPC3 protein levels and localisations in airway multiciliated cells from 293 

bronchial brushings of non-COPD and COPD patients. GPC3 was mainly localised in the sub-294 

ciliary compartment (Figure 4A). We did not observe a significant modification of GPC3 295 

localisation between COPD and non-COPD patients (901.8±253.2 PMGV vs 1110±400.4 296 

PMGV, COPD vs non-COPD, p>0.05) (Figure 4B). There was no association between FEV1 297 

or FEV1/FVC of COPD patients and GPC3 abundance in multiciliated cells (r²=0.1864, p>0.05 298 

and r²=0.1608, p>0.05, respectively) (Figure 4C, D). 299 

We then analysed GPC3 protein levels and localisations in the bronchial epithelia of FFPE lung 300 

tissues. We confirmed the presence of GPC3 preferentially in differentiated cells, localised in 301 

cilia and cytoplasm (Figure 5A). There was a 30.3% decrease in GPC3 localisation in COPD 302 

patients (2664±872.4PMGV vs 3820±983.5PMGV, COPD vs non-COPD, p<0.05) (Figure 303 

5B). Nonetheless, there was no correlation between FEV1 or FEV1/FVC in COPD patients and 304 
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GPC3 epithelial abundance (Figure 5C, D). Taken together, GPC3 protein levels are decreased 305 

in the epithelial cells of COPD patients. 306 

Interfering with GPC3 signalling induced epithelial remodelling 307 

Considering the HH pathway is involved in airway epithelial remodelling and the co-receptor 308 

GPC3 is altered in COPD patients, we evaluated the impact of GPC3 modulation in vitro. We 309 

selected a monoclonal antibody directed against GPC3 (Codrituzumab, also known as GC33) 310 

to interfere with GPC3 transduction signals [19,21]. We verified the effects of the 311 

pharmacological modulation on the GPC3 protein: Codrituzumab did not influence the GPC3 312 

protein levels between the two conditions at the end of the differentiation (Fold Change 313 

1.13±0.24, Codrituzumab vs control, p>0.05) (Figure S1).  314 

Firstly, we built a protein-protein interaction network for SHH and GPC3 (Figure 6A) showing 315 

the links between the HH ligands, the receptors, the co-receptors, and the potential other 316 

interactors. Because we identified an association with the Wnt pathway, we examined β-catenin 317 

staining as a readout. There was no difference in β-catenin localisation between cells treated 318 

with Codrituzumab and untreated (Figure S2). The proportion of basal cells (p63 positive cells) 319 

or their proliferative status (Ki67 positive cells) during differentiation (ALI7) was also not 320 

affected by GPC3 modulation (Fold Change 1.16±0.38 and 1.12±0.45, Codrituzumab vs 321 

control, p>0.05, respectively) (Figure S3, S4).  322 

We next assessed the molecular effects of GPC3 inhibition on the HH pathway signalling. Gli2 323 

protein levels were reduced in Codrituzumab-treated cells at an early stage of differentiation 324 

(Fold Change 0.59±0.25, Codrituzumab vs control, p<0.05) but not at a late stage (Fold Change 325 

0.89±0.25, Codrituzumab vs control, p>0.05) (Figure 6B, C).  326 

Finally, we investigated the epithelial remodelling induced by GPC3 modulation. Interestingly, 327 

Codrituzumab treatment induced a reduction of multiciliated cells at ALI7 (Fold Change 328 

0.69±0.24, Codrituzumab vs control, p<0.05) that did not persist at ALI35 (Fold Change 329 

0.98±0.39, Codrituzumab vs control, p>0.05) (Figure 6D, E). Focusing on the secreting cell 330 

populations, we did not observe a modification of CC10 protein levels (Fold Change 1.20±0.46, 331 

Codrituzumab vs control, p>0.05) (Figure 6F, G). However, Muc5b protein levels were 332 

significantly reduced in Codrituzumab-treated cells (Fold Change 0.48±0.25, Codrituzumab vs 333 

control, p<0.01), while Muc5ac protein levels did not differ (Fold Change 0.99±0.40, 334 

Codrituzumab vs control, p>0.05) (Figure 6H, I). In addition, the ratios Muc5ac/Muc5b were 335 



Résultats 

 

108 

 

increased when GPC3 signalling was altered (2.24±0.86 vs 1.11±0.65, Codrituzumab vs 336 

control, p<0.05) (Figure 6J). In summary, interfering with GPC3 signalling during AEC 337 

differentiation impaired HH pathway activation and induced epithelial remodelling. 338 

  339 
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4. Discussion 340 

We identified GPC3 as a crucial regulator of HH signalling in the respiratory context with 341 

transcriptional and localisation alterations in COPD patients. We also highlighted the 342 

involvement of GPC3 in epithelial remodelling and HH signalling in the lung.  343 

The exploration of the scRNAseq from the HLCA has been recently very successful in 344 

identifying transcripts of interest and establishing a molecular print of cells in the respiratory 345 

system [20]. This dataset includes the major scRNAseq analyses of respiratory samples already 346 

published to represent the large diversity of lung cell populations. Interestingly, the transcript 347 

levels of the core elements of the HH pathway were not abundant, whereas the co-receptors 348 

reached up to 47.03% of expressing cells in pneumocytes. This is consistent with the recent and 349 

only partial elucidation of the plethora of HH pathway molecular effectors: if the core elements 350 

are necessary for the activation, the secondary elements including, in particular, the co-351 

receptors are essential for the fine-tuning of the signal transduction [10,22-24]. GPC3 appeared 352 

as a novel candidate in the complex machinery involving the HH pathway to control respiratory 353 

homeostasis. Therefore, we dissected its molecular signature in the context of COPD where we 354 

previously demonstrated the involvement of the HH pathway in the associated epithelial 355 

remodelling [13].  356 

There was a decrease of GPC3 transcripts in the whole lung of mild and moderate COPD 357 

patients, as well as in fully differentiated AEC from severe COPD patients in ALI culture. 358 

Interestingly, GPC3 transcript levels correlated exclusively with the respiratory function in 359 

COPD patients suggesting that COPD patient heterogeneity also emerged through the lens of 360 

HH pathway co-receptors. Consequently, GPC3 protein levels were found significantly reduced 361 

in the epithelium of the bronchi of COPD patients. Even if the localization appeared mainly on 362 

multiciliated cells in the tissues, there was no statistically significant reduction of GPC3 on 363 

isolated multiciliated cells from COPD patients. A complex subcellular microscopic analysis 364 

may help decipher the molecular signal transduction and its alteration in COPD since 365 

intracellular regional localisation and concentration gradients are often described for HH 366 

components [6,8,25].  367 

Our experimental design showed for the first time that the blockage of GPC3 signalling using 368 

Codrituzumab altered the HH pathway activation in the respiratory context without impacting 369 

the Wnt pathway during the initiation of AEC differentiation. In addition, we demonstrated that 370 

preventing GPC3 signalling induced an alteration of ciliogenesis and mucin production 371 
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mimicking the epithelial remodelling described in COPD bronchi [4,5]. For instance, Muc5b is 372 

a major element of the epithelial defence in the lung as illustrated by the Muc5b-/- mice lacking 373 

a proper mucociliary clearance and therefore more sensitive to infections [26]. These findings 374 

complete our previous investigations focusing on the HH core elements where the alteration of 375 

the HH pathway was highlighted in COPD patients [13,14]. The decrease in Gli2 and Shh that 376 

we originally described may be partly due to a dysfunction of GPC3 signalling in these patients 377 

preventing the binding of the ligand to the co-receptor for optimal activation and therefore 378 

downregulating the HH pathway. 379 

GPC3 is a heparan sulfate proteoglycan bound to the cell membrane by glycosyl-phosphatidyl-380 

inositol (GPI) anchor that can undergo cleavage by Furin-like protein forming a pocket for 381 

binding various substrates [27]. Consequently, GPC3 is an ideal co-receptor that occupies a 382 

restricted space at the cell membrane, binds specifically to Shh, and can release the ligand for 383 

the extracellular compartment or to a nearby receptor. GPC3 regulates cell proliferation, 384 

apoptosis, and epithelial-mesenchymal transition in various cancers, such as hepatocellular 385 

carcinoma, breast cancer or lung cancer [28-30]. The involvement of GPC3 in HH signalling 386 

seems to be context-dependent and has not been explored in the respiratory system so far. 387 

Investigations on developmental models such as the GPC3-/- mouse reported that Shh can bind 388 

to GPC3 inducing ligand endocytosis and inhibition of the HH pathway by competition with 389 

Ptch1 [31,32]. Our results are in accordance with a recent study that demonstrated the necessity 390 

of Shh bound on heparin sulfate chains of GPC3 for HH pathway activation as illustrated by a 391 

decrease of Gli1 and Gli2 in primary cilia of mouse embryonic GPC3-/- fibroblasts [33].  392 

Despite the novelty and the multi-level cellular and molecular characterization of GPC3 that 393 

we report, our study presents some limitations. We focused on the bronchial epithelium of 394 

COPD patients. Nonetheless, COPD is also a small airway disease characterized by an 395 

important inflammation [3,34]. Expanding the experimental approaches on the bronchiolar and 396 

alveolar compartments, as well as mimicking the inflammation will provide important clues to 397 

improve the understanding of the HH pathway activation in respiratory research. We selected 398 

GPC3 but the synergy with other glypicans such as GPC5 abundant in pneumocytes, or other 399 

co-receptors like CDON may also unveil additional modulators of the HH pathway. GPC3 was 400 

found highly expressed in fibroblasts but we did not explore this aspect while the literature 401 

indicated an upregulation of GPC3 in cancer-associated fibroblasts, and an activation of 402 

fibroblasts by the HH pathway in the context of idiopathic lung fibrosis [35,36]. Interestingly, 403 
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with the advent of RNA therapeutics and cellular targeting, it could be possible to restore GPC3 404 

signalling to prevent COPD-associated epithelial remodelling as microRNAs controlling GPC3 405 

expression such as miR129-1-3P, miR1303, and miR1291 have already been identified [37,38].  406 

In conclusion, we reported the first analysis of the transcript levels of HH co-receptors in the 407 

lung. Ex vivo and in vitro analysis highlighted the involvement of GPC3 in airway epithelial 408 

remodelling and its alteration in COPD patients. Understanding the mechanisms of GPC3 409 

regulation in HH signalling is crucial to consider GPC3 as a potential biomarker or therapeutic 410 

strategy in the context of COPD. 411 

  412 
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Figures 563 

 564 

Figure 1: Expression of GPC3 at a single-cell resolution in the human airways. (A) Bubble plot 565 

representing cell populations in y-axis and genes (regrouped in two categories: HH pathway 566 

core elements (DHH, GLI1, GLI2, GLI3, IHH, PTCH1, SHH, and SMO) and co-receptors 567 

(BOC, CDON, GAS1, GPC1, GPC3, GPC5, GPC6, HHIP, and PTCH2)) in x-axis. The size of 568 

the dots represents the proportion of expressing cells and the colour intensity represents the 569 

median of expression levels. Four categories of respiratory cell populations were selected: 570 

immune cells (n= 408371 cells), stromal cells (n=120988 cells), pneumocytes (n=123456 cells) 571 

and tracheobronchial epithelial cells (n= 40822 cells). (B) Left panel, UMAP of the HLCA 572 

pulmonary cell clusters. Right panel, UMAP of the GPC3 transcript levels for each cell 573 

population. The colour intensity represents the median of GPC3 transcript levels. The dashed 574 

lines highlight the population of fibroblasts, multiciliated cells, and basal cells. 575 
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 576 

Figure 2: GPC3 transcript levels are decreased in COPD patients. (A)  Dot plot with mean±SD 577 

showing GPC3 expression analysis from RNAseq data (GSE57148). The whole-lung tissues 578 

were obtained from COPD (n=98, red) and non-COPD (n=91, black) patients. *p<0.05; non-579 

COPD vs COPD. (B) Dot plot with mean±SD showing GPC3 expression analysis from 580 

RNAseq data (GSE137557). The airway epithelial cells were obtained from tracheobronchial 581 

segments of non-COPD and COPD patients and cultured in air-liquid interface conditions. The 582 

proliferative basal cells (n=8) were collected for analysis before the air switch and the fully 583 

differentiated cells (n=6) were collected for analysis after 28 days of differentiation. **p<0.01; 584 

non-COPD vs COPD. FPKM: Fragments per kilobase million. 585 
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 587 

Figure 3: GPC3 transcript levels are associated with lung function in COPD patients. ALI 588 

cultures were performed from isolated AEC obtained from COPD patients (n=7, red) and non-589 

COPD (n=7, black), and collected for transcript analysis after 7 days (basal cells) or 35 days 590 

(differentiated cells). (A) Dot plot with mean±SD showing ΔCT GPC3 expression analysis on 591 

basal cells. ns: non-significant; non-COPD vs COPD. (B) Linear regression representing a 592 

correlation between GPC3 transcript levels and FEV1 (forced expiratory volume in 1s) in ALI7 593 

cultures of COPD patients (n=7). (C) Linear regression representing a correlation between 594 

GPC3 transcript levels and FEV1/FVC (forced vital capacity) in ALI7 cultures of COPD 595 

patients. (D) Dot plot with mean±SD showing GPC3 expression analysis on differentiated cells. 596 

ns: non-significant; non-COPD vs COPD. (E) Linear regression representing a correlation 597 

between GPC3 transcript levels and FEV1 in ALI35 cultures of COPD patients (n=7). (F) Linear 598 

regression representing a correlation between GPC3 transcript levels and FEV1/FVC in ALI35 599 

cultures of COPD patients. 600 

  601 



Résultats 

 

120 

 

 602 

Figure 4: Localisation of GPC3 in isolated AEC of non-COPD and COPD patients. (A) 603 

Representative micrographs taken from cytospun AEC of non-COPD and COPD patients 604 

showing cilia (Arl13b, green) and GPC3 (red). Nuclei are stained in blue (DAPI). Magnification 605 

corresponding to the selected area is shown. (B) Dot plot with mean±SD representing GPC3 606 

pixel mean grey values of non-COPD (n=7, black) and COPD (n=7, red) patients. ns: non-607 

significant; non-COPD vs COPD. (C) Linear regression representing a correlation between 608 

GPC3 pixel levels and FEV1 in cytospins of COPD patients (n=7). (D) Linear regression 609 

representing a correlation between GPC3 pixel levels and FEV1/FVC in cytospins of COPD 610 

patients (n=7).  611 

  612 
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 613 

Figure 5: Localisation of GPC3 on FFPE lung tissues of non-COPD and COPD patients. (A) 614 

Representative micrographs showing bronchial epithelia of non-COPD and COPD patients 615 

stained for GPC3 (red), basal cells (KP, green) and cell nuclei (DAPI, blue). Magnification 616 

corresponding to the selected area is shown. (B) Dot plot with mean±SD representing GPC3 617 

pixel mean grey values of non-COPD (n=7, black) and COPD (n=16, red) patients. *p<0.05; 618 

non-COPD vs COPD. (C) Linear regression representing a correlation between GPC3 pixel 619 

levels and FEV1 in bronchial epithelia of COPD patients (n=16). (D) Linear regression 620 

representing a correlation between GPC3 pixel levels and FEV1/FVC in bronchial epithelia of 621 

COPD patients (n=14). 622 
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Figure 6: GPC3 inhibition by Codrituzumab alters AEC differentiation. (A) Network of protein-625 

protein interaction generated on the Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins 626 

(STRING). (B) Representative micrographs taken from AEC cultures codrituzumab-treated or 627 

untreated at ALI7 and ALI35 stained for Gli2 (red) and cell nuclei (blue). (C) Dot plot with 628 

mean±SD showing relative pixel mean grey values of Gli2 at ALI7 and ALI35. *p<0.05; 629 

Control vs Codrituzumab. (D) Representative micrographs of AEC cultures codrituzumab-630 

treated or untreated at ALI7 and ALI35 showing cilia (Acetylated tubulin, red) and cell nuclei 631 

(blue). (E) Dot plot with mean±SD showing relative pixel mean grey values of acetylated 632 

tubulin at ALI7 and ALI35. *p<0.05; Control vs Codrituzumab. (F) Representative 633 

micrographs of AEC cultures codrituzumab-treated or untreated at ALI35 stained for CC10 634 

(red) and cell nuclei (blue). (G) Dot plot with mean±SD showing relative pixel mean grey 635 

values of CC10 at ALI35 in Codrituzumab-treated conditions compared to untreated cultures. 636 

(H) Representative micrographs taken from AEC cultures codrituzumab-treated or untreated at 637 

ALI35 stained for mucins (Muc5ac or Muc5b, red) and cell nuclei (blue). (I) Dot plot with 638 

mean±SD showing relative pixel mean grey values of Muc5ac or Muc5b at ALI35. **p<0.01; 639 

Control vs Codrituzumab. (J) Dot plots with mean±SD representing the relative pixel mean 640 

grey value ratios of Muc5ac/Muc5b in untreated (black) and Codrituzumab-treated cells (red). 641 

*p<0.05; Control vs Codrituzumab. 642 
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Table 1: Clinical characteristics of patients. 644 

Data are expressed as mean±SD, number or percentage. FEV1: Forced Expiratory Volume in 645 

1s; FVC: Forced Capacity Capacity. Ns: non-significant; *p<0.05; ***p<0.001. 646 

  647 

Bronchial brushing 

 Non-COPD COPD  

Number of subjects 11 11  

Gender F/M 4/7 2/9 ns 

Age, years 55.5±14.6 67.6±7.2 * 

    

Smoking history       

Never 0 0 ns 

Former 5 6 ns 

Current 6 5 ns 

Pack-years 37±26.5 58.1±32.3 ns 

    

Pulmonary function test       

FEV1 % pred 88.5±10.6 58.5±21.3 *** 

FEV1/FVC 0.82±0.07 0.57±0.11 *** 

    

COPD       

GOLD 0/1/2/3/4   3/5/3/0   

FFPE tissues 

 Non-COPD COPD  

Number of subjects 7 16  

Gender F/M 1/6 6/10 ns 

Age, years 68.9±6.8 62.3±10.5 ns 

    

Smoking history       

Never 0 0  

Former 5 9 ns 

Current 2 7 ns 

Pack-years 41±27.8 46.6±12.9 ns 

    

Pulmonary function test     

FEV1 % pred 103.2±12.4 76.3±12 *** 

FEV1/FVC 0.78±0.03 0.61±0.06 *** 

    

COPD     

GOLD 0/1/2/3/4  8/8/0/0   



Résultats 

 

125 

 

Supplemental materials: Figures 648 

 649 

Figure S1: The treatment with Codrituzumab did not alter GPC3 localisation. (A) 650 

Representative micrographs taken from AEC cultures Codrituzumab-treated or untreated at 651 

ALI35 stained for GPC3 (red) and cell nuclei (blue). (B) Dot plot with mean±SD showing 652 

relative pixel mean grey values of GPC3 at ALI35 in Codrituzumab-treated cultures compared 653 

to untreated cultures.  654 

  655 
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 656 

Figure S2: The treatment with Codrituzumab did not impact the Wnt pathway. Representative 657 

micrographs showing AEC cultures Codrituzumab-treated or untreated at ALI7 and ALI35 658 

stained for β-catenin (red) and cell nuclei (blue). 659 

  660 
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 661 

Figure S3: The treatment with Codrituzumab did not alter basal cell proportions. (A) 662 

Representative micrographs taken from AEC cultures Codrituzumab-treated or untreated at 663 

ALI7 stained for p63 (red) and cell nuclei (blue). (B) Dot plot with mean±SD showing relative 664 

pixel mean grey values of p63 at ALI7 in Codrituzumab-treated cultures compared to untreated 665 

cultures. 666 
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 668 

Figure S4: The treatment with Codrituzumab did not alter the proliferative index. (A) 669 

Representative micrographs showing AEC cultures Codrituzumab-treated or untreated at ALI7 670 

stained for Ki67 (red) and cell nuclei (blue). (B) Dot plot with mean±SD showing relative pixel 671 

mean grey values of Ki67 at ALI7 in Codrituzumab-treated cultures compared to untreated 672 

cultures. 673 
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Table S1: List of antibodies. 675 

  676 

Antibodies Species Reference Companies Concentrations RRID 

Acetylated tubulin Mouse T6793 Sigma-Aldrich WMIF – 1:1000 AB_477585 

Arl13b Rabbit 17711-1-AP ProteinTech IF – 1:200 AB_2060867 

β-catenin Mouse 610153 

BD 

Biosciences WMIF – 1:500 

AB_397554 

CC10 Rabbit 10490-1-AP ProteinTech WMIF – 1:100 AB_2183285 

Gli2 (amplified) Rabbit HPA074275 Sigma-Aldrich WMIF – 1:100 AB_2686677 

GPC3 Mouse MAB2119 R&D systems IF/WMIF – 1:200 AB_2112033 

Ki67 Mouse M7240 Agilent Dako WMIF – 1:50 AB_2142367 

KP Rabbit NB600-579 

Novus 

Biological IF – 1:250 

AB_2296857 

Muc5ac Mouse MAB2011 Millipore WMIF – 1:100 AB_2146983 

Muc5b Rabbit E-AB-15988 Elabscience WMIF – 1:100 AB_3107123 

p63 Goat AF1916 R&D systems WMIF – 1:100 AB_2207174 
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Table S2: Clinical characteristics of patients from GSE datasets. 677 

Data are expressed as mean±SD, number or percentage. FEV1: Forced Expiratory Volume in 678 

1s; FVC: Forced Volume Capacity. 679 

  680 

 GSE57148 GSE137557 

 Non-COPD COPD Non-COPD COPD 

Number of subjects 91 98 8 8 

Gender F/M 0/91 0/98 4/4 3/5 

Age, years 60.9±9.5 67.5±6.4 46.3±15 55.1±7.7 

          

Smoking history         

Never, % NA NA 100 NA 

Former, % NA NA 0 100 

Current, % NA NA 0 NA 

Pack-years 35.2±17.2 48±22   57.5±39.2 

          

Pulmonary function test         

FEV1 % pred 91±12.4 71.9±13.4 NA 18.6±5.1 

FEV1/FVC 0.75±0.04 0.51±0.08 NA NA 
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2. Acteurs moléculaires altérés lors de l’inhibition de la voie HH 
 

POU5F1 bridges Hedgehog signalling and epithelial remodelling in COPD  

Petit et al., soumis 

 

Résumé 

 

Le remodelage de l’épithélium des voies aériennes est une des caractéristiques 

principales de la BPCO. La voie de signalisation Hedgehog (HH) est activée pendant la 

réparation épithéliale des voies aériennes pour assurer la prolifération en cas de lésion, et 

pendant la différenciation cellulaire pour rétablir un épithélium fonctionnel avec une clairance 

mucociliaire optimale. L’inhibition de la voie HH cause également un remodelage épithélial tel 

qu’il est observé dans la BPCO. Dans cette étude, nous avons étudié des acteurs moléculaires 

altérés lors de l’inhibition de la voie HH au cours de la différenciation, pouvant être impliqués 

dans le développement du remodelage. Une analyse transcriptomique a été réalisée sur des 

cultures de cellules épithéliales bronchiques traitées ou non avec un inhibiteur de la voie HH 

au début de la différenciation. Les niveaux de transcription de POU5F1 (Oct3/4) ont été étudiés 

à partir de données de RNAseq public et par RT-qPCR. La localisation de POU5F1 a été 

évaluée par immunomarquages fluorescents sur des tissus pulmonaires de patients non-BPCO 

et BPCO. Nous avons démontré une diminution de la localisation de POU5F1 dans l’épithélium 

bronchique des patients BPCO, corrélée à une baisse de la fonction respiratoire. Bien que des 

recherches supplémentaires soient nécessaires, les résultats mettent en évidence le rôle clé de 

la voie HH au travers de POU5F1 pour orchestrer la plasticité des cellules épithéliales 

respiratoires. 

 

Mots clés : Hedgehog, BPCO, cellules épithéliales des voies aériennes, POU5F1 
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Abstract 28 

Airway epithelium remodelling is a hallmark of chronic obstructive pulmonary disease (COPD) 29 

pathogenesis. Hedgehog signalling is activated during airway epithelial repair to warrant 30 

proliferation and during cell differentiation to establish a fully functional epithelium with 31 

optimal mucociliary clearance. Consequently, it was found altered in COPD patients. Using 32 

transcriptomic analysis on air-liquid interface airway epithelial cells during differentiation upon 33 

Hedgehog pathway inhibition, we highlighted potential regulators of the COPD-associated 34 

epithelial remodelling. Furthermore, the alteration of POU5F1 (OCT3/4) was validated in 35 

COPD airway epithelial cells and lung tissues. Although further investigations are required, the 36 

findings uncovered essential clues tethering respiratory epithelial cell plasticity and Hedgehog 37 

signalling. 38 

 39 

Keywords: Hedgehog, COPD, airways, epithelial cells, POU5F1  40 
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1. Introduction 41 

Epithelial remodelling is a hallmark of COPD observed in lung tissues as a result of the 42 

dysfunction of the airway epithelial cell differentiation and inflammatory challenges [1-3]. 43 

Genomics and transcriptomics highlighted the association of Hedgehog (HH) effectors with 44 

epithelial cell plasticity and declined lung function in COPD patients [4-6]. 45 

We originally demonstrated that proper airway epithelial cell differentiation relies on HH 46 

pathway activation, and the core elements including Gli2 and Shh were downregulated in 47 

COPD patients [7,8]. The remodelling of the epithelium was particularly associated with an 48 

alteration of ciliated cells [9-11]. In addition, the lung progenitors and branching 49 

morphogenesis were disrupted during organogenesis in the absence of Shh [12]. The complex 50 

machinery responsible for the fine-tuning of HH pathway during differentiation in respiratory 51 

research is not elucidated. 52 

In this study, we hypothesized that the HH pathway activation intertwined with differentiation 53 

markers to maintain airway homeostasis. Therefore, we investigated the key molecular players 54 

impacted by HH signalling inhibition during airway epithelial cell differentiation and their 55 

potential alterations in COPD patients. 56 

 57 

2. Materials and methods 58 

Human subjects 59 

COPD and non-COPD patients treated by lung resection or scheduled for fiberoptic 60 

bronchoscopy with bronchial brushings (Supplementary material: Table S1 and S2) were 61 

recruited following standards established and approved by the institutional review board of the 62 

University Hospital of Reims, France (IRB Reims-CHU 20110612), and included in the cohort 63 

for research and innovation in chronic inflammatory respiratory disease (RINNOPARI, 64 

NCT02924818). The study included patients with or without COPD who gave their consent. 65 

Exclusion criteria included all other acute or chronic respiratory diseases (asthma, cystic 66 

fibrosis, bronchiectasis, or pulmonary fibrosis). At inclusion, age, sex, smoking history, and 67 

pulmonary function test results were recorded. COPD was defined by post-bronchodilator FEV1 68 

(forced expiratory volume in 1s) / FVC (forced vital capacity) < 0.7. Former smokers were 69 

considered for a smoking cessation longer than 6 months.  70 
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Human primary airway epithelial cell cultures 71 

Isolated airway epithelial cells (AEC) were obtained from bronchial brushings of non-COPD 72 

(n=11) and COPD patients (n=6) to establish air-liquid interface (ALI) cultures 73 

(Supplementary material: Table S1 and S2) as previously described [13]. The cells were 74 

recovered by scraping the brushes and dissociation using trypsin-versene. They were counted 75 

with ADAM (NanoEnTek) according to NanoEnTek instructions. 150,000 cells were seeded 76 

on 12-well plates containing 0.4 µm Transwells (Corning, Fisher Scientific) coated with 0.2 77 

mg/mL collagen type IV from the human placenta (Sigma-Aldrich). CnT-17 media (CellnTec) 78 

was used for initial proliferation in apical and basal chambers. Upon reaching cell confluency, 79 

the apical medium was removed and PneumaCult-ALI (PnC-ALI, StemCell) medium was used 80 

in the basal chamber. The culture medium was changed three times a week and cells were kept 81 

up to 35 days in incubators at 37 °C, 5% CO2. Inhibition of Shh signalling was achieved by 82 

AB5E1 (AB_2188307, Interchim, 1µg/ml, diluted in sterile water) addition to the culture 83 

medium as previously shown [7]. 84 

Transcriptomics 85 

RNA sequencing, single-cell RNA analysis, and RT-qPCR methods are described in 86 

Supplementary material. 87 

Immunofluorescent staining and analyses 88 

Immunofluorescent stainings were performed on formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) 89 

lung tissues distant from the tumour. Three µm FFPE lung tissue section slides were 90 

deparaffinised and blocked with 10% BSA in PBS for 30 min at room temperature. The tissue 91 

sections were then incubated with the primary antibody (POU5F1: AF1759 – R&D systems – 92 

1:50) for one night at 4 °C in 3% BSA in PBS. After washing with PBS, a second primary 93 

antibody was used for 1h at room temperature (KP: NBP2-29429 – Novus Biologicals – 1:250). 94 

The sections were washed with PBS and incubated with the appropriate secondary antibodies 95 

in 3% BSA in PBS for 30 min at room temperature. The DNA was stained with DAPI during 96 

incubation with the secondary antibodies. Micrographs were acquired by AxioImageur Zeiss 97 

(20x Ph) with ZEN software (8.1, 2012) and processed with ImageJ (National Institutes of 98 

Health) for analysis. For each patient, five random fields per section containing bronchi were 99 

taken to evaluate the localization of POU5F1 on epithelial cells. For each field, a threshold was 100 

established by subtracting the background and setting the minimum at 0. POU5F1 expression 101 
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was determined by the pixel mean grey values (PMGV) in the region of interest defined by the 102 

epithelium in the two groups. 103 

GO terms analysis  104 

Gene ontology (GO) analysis was performed by String on 371 DEG (differentially expressed 105 

gene) (log2FC=-0.5 < DEG < log2FC=0.5) with three categories: biological process (in green), 106 

cellular component (in red), and annotated keywords (in blue). All the statistically significant 107 

terms were represented on the histogram. 108 

Statistics 109 

The data are expressed as mean values ± Standard deviation (SD). The differences between the 110 

two groups were determined using the Student’s t-test (two-tailed) for parametric data, and 111 

Mann-Whitney for non-parametric data. The correlations were analysed using the Pearson test. 112 

A p-value < 0.05 was considered significant; *, p < 0.05; **, p < 0.01. 113 

 114 

3. Results 115 

Since airway epithelial cell differentiation is readily analysable in air-liquid interface cultures 116 

and we previously highlighted the involvement of HH pathway during differentiation with an 117 

experimental strategy relying on an antibody targeting Shh (AB5E1), we investigated the global 118 

differential transcriptomic signature of the AB5E1-treated cells in the early step of the 119 

differentiation process (ALI7) [7]. 1,596 genes were significantly deregulated in AB5E1-120 

treated cells (Figure 1A, listed in Supplementary material: Table S4). Eighteen genes were 121 

deregulated over 2-fold, five were downregulated (CXCL5, DEFB4A, SFRP1, SLC5A8, 122 

FCGBP) and thirteen were upregulated (ASB14, C1QTNF8, CILP, COL11A2, FER1L5, HPX, 123 

LIMS2, MYH3, OVCH2, POU5F1, SULT1A2, TMEM52, TNNI3) (Figure 1A, B). The 124 

transcriptomic profile of these eighteen genes at a single-cell level evidenced low proportions 125 

of lung populations expressing the transcripts consistent with a biological role oriented towards 126 

differentiation. In immune and stromal cells, 1.10±2.62% [0.001-10.18] and 2.50±6.39% [0.01-127 

26.87] of cells respectively expressed the 18 genes (Figure 1C). They were detected in 128 

1.52±2.72% [0.01-11.35] of pneumocytes and 1.89±2% [0.12-5.69] of tracheobronchial 129 

epithelial cells. A gene ontology (GO) analysis revealed that all the statistically significant GO 130 

terms (biological process, cellular component, and annotated keywords) were associated with 131 

ciliogenesis and cilia structure in AEC (Figure 1D). This bioinformatics analysis prompted us 132 
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to evaluate the master gene of differentiation POU5F1 (POU Class 5 Homeobox 1, also named 133 

OCT3/4) in COPD patients. 134 

First, we analysed POU5F1 transcripts in non-COPD and COPD patients. In a public dataset 135 

(GSE137557) including very severe COPD patients (FEV1%=18.6±5.1), there was a decrease 136 

of 22.3% in the expression of POU5F1 in proliferative basal cells (2.74±0.147FPKM vs 137 

3.52±0.45FPKM, COPD vs non-COPD, p<0.05) (Figure 2A), and a 24.2 % reduction in fully 138 

differentiated cells (3.09±0.27FPKM vs 4.08±0.3FPKM, COPD vs non-COPD, p<0.01). We 139 

analysed POU5F1 transcripts in AEC isolated from bronchial brushings of non-COPD and 140 

moderate COPD patients (FEV1%=51.6±21.5). There was no difference in POU5F1 transcript 141 

expressions between non-COPD and COPD samples at ALI7 and ALI35 (9±0.53∆CT vs 142 

8.99±1.56∆CT, and 8.56±1.52∆CT vs 8.29±0.86∆CT, COPD vs non-COPD, p<0.05 143 

respectively) (Figure 2B, C). In addition, there was no correlation between FEV1/FVC in 144 

COPD patients and POU5F1 transcript expression at ALI7 and ALI35 (r²=0.0291, p>0.05, and 145 

r²=0.0420, p>0.05 respectively) (Supplementary material Figure S1). Finally, POU5F1 146 

protein levels and localisations in the bronchial epithelia of FFPE lung tissues were 147 

investigated. Interestingly, POU5F1 epithelial localisation was decreased by 36.1% in COPD 148 

patients (3783±797.3PGMV vs 5912±2233PGMV, COPD vs non-COPD, p<0.05) (Figure 2D, 149 

E). A low POU5F1 epithelial abundance was correlated with low FEV1/FVC in COPD patients 150 

(r²=0.5342, p<0.05) (Figure 2F). Altogether, these findings suggest an association between 151 

POU5F1 levels and the severity of lung function impairment in COPD patients.  152 
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4. Discussion 153 

This original experimental design seeking HH pathway regulators during AEC differentiation 154 

highlighted a list of potential key genes partially responsible for epithelial remodelling 155 

especially regarding cilia homeostasis. Focusing on the reprogramming factor POU5F1, we 156 

demonstrated its alteration in COPD patients. 157 

POU5F1 immunoreactivity in bronchial biopsy was already found significantly reduced and 158 

involved in lung epithelial cell plasticity in smokers/ex-smokers COPD patients compared to 159 

non-smokers non-COPD patients [14]. We confirmed these findings and added the 160 

independence regarding smoking history since we matched the clinical features of our cohort. 161 

The increase of POU5F1 transcripts in the early steps of AEC differentiation in the presence of 162 

AB5E1 suggests that HH pathway activation promotes the switch between proliferation and 163 

differentiation in respiratory basal cells partly via POU5F1. This is supported by experimental 164 

findings in mouse embryonic stem cells (mESC) where reduced POU5F1 levels stimulated 165 

mESC differentiation, while an overactivation of the HH pathway induced proliferation [15]. 166 

Similarly, POU5F1 transfection decreased HH pathway activation in mESC GLI1 activated 167 

[16]. Thereafter, the levels of POU5F1 in COPD AEC are not sufficient to maintain a fully 168 

functional epithelium. 169 

Despite the robust transcriptomic analysis of human AEC during differentiation, and the 170 

validation of an intriguing association between POU5F1 and HH signalling in the respiratory 171 

context, our study presents some limitations. Although the deprivation of Shh via AB5E1 is 172 

efficient, residual activity of the HH pathway may remain. Even if the in vitro modulation of 173 

POU5F1 is challenging because of its direct control of the epithelial stemness properties, AEC 174 

differentiation should be addressed in future experimental approaches to precise the molecular 175 

mechanisms.  176 

In conclusion, we demonstrated that interfering with HH signalling during AEC differentiation 177 

is insightful to identify essential biological markers such as POU5F1 bridging this multifaceted 178 

pathway with epithelial plasticity and remodelling in the context of COPD. Additional 179 

investigations are required to fully characterized the complex molecular mechanisms at stake, 180 

and explore the other potential candidates.   181 
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Figure 1: Transcriptomic profiling of AB5E1-treated AEC. (A) Volcano plot showing the gene 283 

distribution with the p-value adjusted in the y-axis and log2 of the fold change between AB5E1-284 

treated and untreated cells in the x-axis. DEG are colour-coded: pink, log2FC=-0.5 < DEG < 285 

log2FC=0.5; blue, downregulated genes with log2FC<-1; red, upregulated genes with 286 

log2FC>1; green, DEG corresponding to LOC, LINC, or miRNA with log2FC>1. (B) Heatmap 287 

of the eighteen most DEG identified in the AB5E1-treated cells transcriptomes. (C) Bubble plot 288 

representing cell populations in the y-axis and genes in the y-axis. The size of the dots 289 

represents the proportion of expressing cells and the colour intensity represents the median of 290 

expression levels. The data were extracted from the full HLCA dataset (except for #, data 291 

extracted from the partial HLCA dataset [17]). (D) Histogram representing a count of genes in 292 

GO terms (Biological process, cellular component, annotated keywords) for the 371 DEG 293 

(log2FC=-0.5 < DEG < log2FC=0.5). *p<0.05 ; **p<0.01 ; ***p<0.001.  294 
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 295 

Figure 2: POU5F1 is altered in COPD patients. (A) Dot plot with mean ±SD showing POU5F1 296 

expression analysis from RNAseq data (GSE137557). The proliferative basal cells (n=8) were 297 

collected for analysis before the air switch and the fully differentiated cells (n=6) were collected 298 

for analysis after 28 days of differentiation. *p<0.05 ; **p<0.01 ; non-COPD vs COPD. FPKM: 299 

Fragments per kilobase million. (B) Dot plot with mean ±SD showing ΔCT POU5F1 expression 300 

analysis on basal cells and (C) differentiated cells. ALI cultures were performed from isolated 301 

AEC obtained from COPD patients (n=6, red) and non-COPD (n=6, black). ns: non-significant; 302 

non-COPD vs COPD. (D) Representative micrographs showing bronchial epithelia of non-303 

COPD and COPD patients immunostained for POU5F1 (red), epithelial cytokeratins (KP, 304 

green), and cell nuclei (DAPI, blue). Magnification corresponding to the selected area is shown. 305 

(E) Dot plot with mean±SD representing POU5F1 pixel mean grey values of non-COPD (n=6, 306 

black) and COPD (n=8, red) patients. *p<0.05; non-COPD vs COPD. (F) Linear regression 307 

representing a correlation between POU5F1 pixel mean grey levels and FEV1/FVC in bronchial 308 

epithelia of COPD patients (n=8).  309 
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Supplementary material 310 

Supplementary methods 311 

RNA sequencing 312 

Total RNA from AEC (Supplementary Material: Table S2) was isolated by High Pure RNA 313 

isolation kit (Roche Diagnostics). Libraries were prepared with NEBNext Ultra II Directional 314 

RNA Library Prep Kit for Illumina protocol according supplier recommendations. Briefly the 315 

purification of PolyA containing mRNA molecules was performed with poly-T oligo attached 316 

magnetic beads from 1µg total RNA (with the Magnetic mRNA Isolation Kit from NEB), then 317 

a fragmentation using divalent cations under elevated temperature was realized to obtain 318 

approximately 300bp pieces, double-strand cDNA synthesis, and finally, Illumina adapters 319 

ligation and cDNA library amplification were achieved by PCR for sequencing. Sequencing 320 

was then carried out on Paired-End 100b reads of Illumina NovaSeq. Image analysis and base 321 

calling were performed using Illumina Real Time Analysis (3.4.4) with default parameters. 322 

Quality control of raw sequence data was performed using FastQC (version 0.11.5). Head bases 323 

were trimmed for adaptor sequences, and low-complexity or low-quality sequences were 324 

removed with Trimmomatic (version 0.39). The remaining sequences were mapped to the 325 

Homo sapiens hg38 reference genome assembly (hg38.fa) using tophat2 (version 2.1.1) with 326 

stringent parameters generating bam format. The quality of alignment was checked using 327 

metrics provided by qualimap (version 2.2.1) and low-quality alignments were removed. Raw 328 

counts were obtained using htseq-count (version 0.6.1) and normalized using a scalling factor 329 

based on median gene expression across the samples and filtered to exclude genes with fewer 330 

than 5 counts across the samples. The dataset comprising the 10 BioSamples is deposited in 331 

GEO with the accession number GSE262404. Gene expressions of POU5F1 were also collected 332 

from datasets publically available online (GEO database: GSE137557). COPD and non-COPD 333 

patients were included with the clinical features listed in Supplementary Material: Table S3. 334 

The analysis was performed on all genes and the differences between the two groups were 335 

determined using the Student’s t-test and Benjamini-Hochberg FDR correction. The results 336 

were shown on a volcano plot with 2-fold upregulated genes in red, and 2-fold downregulated 337 

genes in blue. Data were also shown on a heatmap generated by Rstudio.   338 
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RT-qPCR analyses 339 

Total RNA from AEC (ALI cultures from bronchial brushings) was isolated by GenElute RNA 340 

Plus purification Kit (RDP300, Sigma-Aldrich), and 250 ng were reverse-transcribed into 341 

cDNA by Maxima H Minus cDNA Synthesis Master Kit (MAN0016392, Thermo Scientific). 342 

Quantitative PCR reactions were performed with Luminaris Probe qPCR Master Kit (K0954, 343 

ThermoFisher) and Taqman Gene Expression Assay in a QuantStudio3 instrument (QS3, 344 

Thermo Scientific) as recommended by the manufacturer. The primers for POU5F1 were 345 

purchased from ThermoFischer Scientific (Hs00999632_g1). The results for POU5F1 346 

transcript expressions were normalized to the expression of the housekeeping gene GAPDH 347 

(Hs02758991_g1) and expressed as ∆CT (COPD vs non-COPD). 348 

Single-cell sequencing dataset 349 

The published single-cell sequencing (scRNAseq) can be found on the Cellxgene interface with 350 

“Sikkema et al.” dataset [17]. Only lung samples (lung and lung parenchyma) from adults (>18 351 

years) without respiratory disease (n=181) were considered. Four categories were defined 352 

regrouping cell populations as established by the HLCA (Human Lung Cell Atlas) consortium. 353 

The categories were identified as: (1) tracheobronchial epithelial cells (40,822 cells): ciliated 354 

columnar cell of tracheobronchial tree (25,114 cells), club cell (1,816 cells) and respiratory 355 

basal cell (13,892 cells); (2) pneumocytes (123,456 cells): type I pneumocyte (19,418 cells) and 356 

type II pneumocyte (104,038 cells) ; (3) stromal cells (120,988 cells): alveolar type 1 fibroblast 357 

cell (21,389 cells), alveolar type 2 fibroblast cell (16,752 cells), bronchus fibroblast of lung 358 

(921 cells), capillary endothelial cell (37,538 cells), endothelial cell of lymphatic vessel (8,675 359 

cells), lung pericyte (5,157 cells), myofibroblast cell (1,048 cells), pulmonary artery endothelial 360 

cell (10,173 cells), tracheobronchial smooth muscle cell (5,222 cells) and vein endothelial cell 361 

(14,113 cells); (4) immune cells (408,371 cells): B cell (6,723 cells), CD1c-positive myeloid 362 

dendritic cell (10,628 cells), CD4-positive alpha-beta T cell (35,984 cells), CD8-positive alpha-363 

beta T cell (43,839 cells), alveolar macrophage (174,329 cells), classical monocyte (33,862 364 

cells), elicited macrophage (39,642 cells), lung macrophage (6,331 cells), mast cell (11,712 365 

cells), natural killer cell (30,755 cells) and non-classical monocyte (14,566). The median 366 

expression levels and the proportion of expressing cells for HH pathway markers are shown in 367 

a bubble plot generated by Rstudio with the ggplot2 package. The UMAP was generated with 368 

the CellxGene interface. 369 

 370 
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Supplementary figures 371 

 372 

Figure S1: POU5F1 transcript level is not correlated with clinical parameters in COPD patients. 373 

Linear regressions representing a correlation between POU5F1 transcript levels and FEV1/FVC 374 

in ALI7 (A) and in ALI35 (B) AEC cultures of COPD patients.  375 
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Table S1: Clinical characteristics of the patients included for FFPE immunostaining and 376 

RTqPCR. 377 

Data are expressed as mean±SD, number, or percentage. FEV1: Forced Expiratory Volume in 378 

1s; FVC: Forced Capacity Capacity. ns: non-significant; **p<0.01; ***p<0.001. 379 

  380 
Bronchial brushing 

 Non-COPD COPD  

Number of subjects 6 6  

Gender F/M 1/5 0/6 ns 

Age, years 57.5±14.7 67.5±8.9 ns 

    

Smoking history   ns 

Never 0 0  

Former 3 2  

Current 3 4  

Pack-years 30±15.8 59.2±15.5 ** 

    

Lung functional 

parameters 
   

FEV1 % pred 85.3±11.6 49±22.4 ** 

FEV1/FVC 78.7±4.3 53±14 ** 

FFPE tissues 

 Non-COPD COPD  

Number of subjects 6 8  

Gender F/M 2/4 2/6 ns 

Age, years 64.2±5.8 64.3±10.5 ns 

    

Smoking history   ns 

Never 1 0  

Former 3 4  

Current 2 4  

Pack-years 45.4±31.4 49.7±19.3 ns 

    

Lung functional 

parameters 
   

FEV1 % pred 110.3±12.1 70.3±13.8 *** 

FEV1/FVC 79.3±1.4 61.5±5.9 *** 
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Table S2: Clinical characteristics of the patients included for RNAseq analysis upon AB5E1 381 

treatment. 382 

Data are expressed as mean±SD, number, or percentage. FEV1: Forced Expiratory Volume in 383 

1s; FVC: Forced Capacity Capacity 384 

  385  Non-COPD 

Number of subjects 5 

Gender F/M 3/2 

Age, years 57.2±7.16 

   

Smoking history  

Never 1 

Former 2 

Current  2 

Pack-years 20.8±15.45 

   

Lung functional 

parameters  

FEV1 % pred 101.4±21.45 

FEV1/FVC 81.4±4.51 



Résultats 

 

151 

 

Table S3: Clinical characteristics of patients from GSE137557. 386 

Data are expressed as mean±SD, number, or percentage. FEV1: Forced Expiratory Volume in 387 

1s; FVC: Forced Capacity Capacity. 388 

  389 

 GSE137557 

 Non-COPD COPD 

Number of subjects 8 8 

Gender F/M 4/4 3/5 

Age, years 46.3±15 55.1±7.7 

      

Smoking history     

Never 8 0 

Former 0 8 

Current 0 0 

Pack-years   57.5±39.2 

      

Lung functional 

parameters     

FEV1 % pred NA 18.6±5.1 

FEV1/FVC NA NA 
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Table S4: List of significantly deregulated genes in AB5E1-treated AEC.  390 

(Liste tronquée de la table S4 laissant apparaitre les 80 premiers gènes les plus dérégulés) 391 

Genes BaseMean 
Log2FoldChange 

p-value Adjusted p-value 
(AB5E1/CTL) 

CXCL5 2000.546 -1.472 0.0015 0.0220 

DEFB4A 73.089 -1.252 0.0007 0.0132 

SFRP1 44.402 -1.148 0.0020 0.0270 

SLC5A8 404.704 -1.094 0.0007 0.0139 

FCGBP 2756.670 -1.031 0.0011 0.0183 

CLEC7A 49.198 -0.891 0.0054 0.0483 

ABCA12 519.498 -0.891 5.68E-09 4.18E-06 

CDH6 731.345 -0.875 0.0011 0.0176 

CEACAM5 1314.608 -0.873 7.00E-15 3.27E-11 

TMEM178B 176.066 -0.847 1.38E-05 0.0012 

ALDH1L2 83.012 -0.831 0.0005 0.0112 

MUC21 80.305 -0.830 0.0020 0.0268 

PAX8 68.900 -0.824 0.0014 0.0217 

ARG2 56.526 -0.795 0.0041 0.0410 

RGS7BP 87.079 -0.793 0.0007 0.0137 

POMK 54.232 -0.786 0.0036 0.0379 

KIAA1211 64.461 -0.764 0.0037 0.0389 

NKX3-1 370.072 -0.739 9.54E-05 0.0039 

MTNR1A 119.880 -0.726 0.0013 0.0197 

ETV5 84.233 -0.724 0.0036 0.0384 

GPNMB 732.942 -0.699 3.86E-06 0.0005 

C8orf4 645.671 -0.694 3.81E-06 0.0005 

ERCC6L2 144.766 -0.691 0.0001 0.0047 

KIAA0754 299.748 -0.690 1.33E-06 0.0002 

DDI2 184.748 -0.683 1.17E-05 0.0010 

CHL1 805.060 -0.679 7.95E-06 0.0008 

RASGRP1 83.799 -0.673 0.0035 0.0376 

MYEOV 129.610 -0.644 0.0019 0.0261 

PCDHAC2 226.713 -0.636 0.0002 0.0061 

KMO 154.226 -0.636 0.0047 0.0444 

DUSP5 624.312 -0.630 2.08E-06 0.0003 

EFCAB4B 550.389 -0.626 3.31E-05 0.0020 

CSNK2A3 158.225 -0.605 0.0012 0.0184 

LBH 406.220 -0.591 2.92E-05 0.0018 

BAALC 176.452 -0.586 0.0010 0.0168 

MPV17L 199.960 -0.583 0.0014 0.0210 

NLGN4X 231.636 -0.581 0.0008 0.0145 

VCAN 903.977 -0.566 2.59E-06 0.0004 

ANK1 130.067 -0.565 0.0040 0.0403 

C2 319.438 -0.558 2.50E-05 0.0017 
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LINC00926 79.145 0.848 0.0023 0.0292 

MIRLET7BHG 505.684 0.851 4.19E-07 1.05E-04 

AGER 423.515 0.855 4.51E-08 2.04E-05 

ITGB7 95.082 0.861 6.81E-05 0.0031 

LOC100288175 70.844 0.867 0.0007 0.0131 

INHA 62.576 0.868 0.0021 0.0278 

LOC102723500 122.372 0.878 1.92E-05 0.0014 

ASMTL-AS1 602.343 0.880 0.0035 0.0374 

TMEM190 522.755 0.886 1.33E-09 1.25E-06 

BEST4 191.203 0.897 0.0003 0.0088 

LOC101926935 48.170 0.908 0.0023 0.0292 

LAT 155.137 0.919 6.46E-06 0.0007 

TNFSF14 879.474 0.926 3.78E-17 2.64E-13 

DOC2A 1044.181 0.927 0.0002 0.0056 

LOC101928055 134.936 0.945 5.43E-06 0.0007 

AMH 91.804 0.950 5.31E-05 0.0026 

ITIH4 134.773 0.959 2.08E-05 0.0015 

LOC101928615 72.169 0.979 0.0009 0.0158 

KIAA1875 161.444 0.993 6.15E-06 0.0007 

MIR1914 64.259 0.995 0.0007 0.0133 

LINC00894 133.783 0.998 8.24E-07 0.0002 

LRRC36 54.977 0.999 0.0005 0.0116 

CILP 103.814 1.002 3.02E-05 0.0019 

HPX 82.798 1.008 0.0010 0.0169 

LINC00954 39.490 1.011 0.0029 0.0337 

MIR149 46.994 1.023 0.0019 0.0261 

POU5F1 89.476 1.049 0.0003 0.0080 

LOC400891 407.769 1.064 7.97E-11 1.59E-07 

OVCH2 39.207 1.105 0.0013 0.0204 

MYH3 69.048 1.120 1.34E-05 0.0012 

C1QTNF8 47.197 1.143 0.0035 0.0374 

LOC101929379 49.943 1.178 8.50E-05 0.0036 

ASB14 53.703 1.196 7.56E-05 0.0033 

TMEM52 90.128 1.240 1.63E-06 0.0003 

LIMS2 52.830 1.260 0.0005 0.0110 

SULT1A2 36.914 1.332 5.57E-05 0.0027 

FER1L5 54.604 1.437 3.45E-06 0.0005 

COL11A2 37.514 1.467 9.68E-06 0.0009 

TNNI3 116.641 1.498 7.11E-11 1.59E-07 

LOC100996273 67.920 1.588 1.68E-06 0.0003 

 392 
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La BPCO devient la troisième cause de décès dans le monde, ce qui en fait un enjeu de 

santé publique majeur. Bien que les facteurs de risques soient bien connus et des progrès soient 

effectués sur le phénotypage/endotypage des patients, leur prise en charge est axée sur les 

symptômes car il n’existe aucun traitement curatif. L’origine et les mécanismes moléculaires et 

cellulaires aboutissant à un remodelage bronchique ne sont pas totalement élucidés. Il est donc 

nécessaire de déchiffrer ces mécanismes afin d’identifier des nouveaux biomarqueurs et des 

thérapies innovantes. La voie HH semble impliquée dans ce mécanisme. En effet, elle participe 

à la différenciation des cellules épithéliales et son inhibition entraine un remodelage épithélial 

caractérisé par une hyperplasie basale et un défaut de ciliogénèse [207]. Les acteurs principaux 

de la voie HH sont également dérégulés dans la BPCO, tels que Shh et Gli2 [208]. A ce jour, 

seul l’impact des éléments principaux de la voie HH sur les cellules épithéliales a été étudié 

dans le contexte pulmonaire. Toutefois, pour déchiffrer la complexité des mécanismes régulant 

la signalisation et identifier de nouveaux biomarqueurs, il est nécessaire de prendre en 

considération l’ensemble des éléments de la voie HH. 

 

L’objectif de la thèse est de mettre en évidence des régulateurs de la voie HH dans le 

contexte pulmonaire, leur impact sur la signalisation de la voie et leur altération dans la BPCO. 

Deux approches complémentaires ont été explorées permettant une identification à deux 

échelles, en amont et en aval de la signalisation. 

 

1. Coréception du ligand et remodelage épithélial : focus sur GPC3 
 

Dans un premier temps, nous avons étudié la signalisation en amont des récepteurs en 

étudiant le niveau d’expression des éléments principaux (DHH, GLI1, GLI2, GLI3, IHH, 

PTCH1, SHH et SMO) et des corécepteurs (BOC, CDON, GAS1, GPC1, GPC3, GPC5, GPC6, 

HHIP et PTCH2) de la voie HH dans les populations cellulaires des voies aériennes par 

scRNAseq. La faible abondance des éléments principaux dans ces populations a justifié l’intérêt 

porté aux corécepteurs. Bien que les éléments principaux soient nécessaires pour l’activation 

de la voie HH, les éléments secondaires sont essentiels pour la sécrétion du ligand et la 

transmission du signal permettant une régulation fine de la voie [170,225–227].  
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Parmi les corécepteurs, le GPC3 est le plus exprimé dans les cellules épithéliales 

trachéobronchiques.  Il apparait donc comme un élément crucial dans l’homéostasie épithéliale 

pulmonaire, suscitant un intérêt dans le contexte de la BPCO. Une diminution du niveau 

d’expression du GPC3 est observée chez les patients BPCO et dans les cultures de cellules 

différenciées provenant de patients BPCO sévères. Nous avons démontré que le niveau de 

transcrit du GPC3 est corrélé à un déclin de la fonction respiratoire. L’hétérogénéité de la 

sévérité des patients BPCO peut se dessiner à travers le niveau d’expression des corécepteurs 

de la voie HH. Au niveau tissulaire, le GPC3 est localisé dans les cellules différenciées avec 

une diminution chez les patients BPCO.  

 

La voie HH étant exprimée au cours de la différenciation des cellules épithéliales, nous 

avons modulé la signalisation du GPC3 pendant la différenciation à l’aide d’un anticorps, le 

Codrituzumab, développé pour le traitement du cancer hépatocellulaire. Il stimule le système 

immunitaire en créant un pont entre GPC3 et CD16 présents sur les cellules natural killer. Il 

semble être efficace sur les patients avec un fort taux de GPC3 et de CD16 [228]. Nous avons 

montré pour la première fois que l’inhibition de la signalisation du GPC3 par le Codrituzumab 

influence la voie HH en début de différenciation, sans interférer avec la voie Wnt. Le blocage 

du GPC3 induit un défaut de ciliogénèse et de l’équilibre Muc5ac/Muc5b, caractéristique du 

remodelage épithélial observé dans la BPCO. La diminution de Muc5b est un élément important 

dans le dysfonctionnement de la défense de l’épithélium comme le démontre les souris Muc5b- /- 

plus sensibles aux infections et présentant une clairance mucociliaire altérée [229]. Ces données 

sont en cohérence avec nos résultats précédants, indiquant que l’altération de la voie HH chez 

les patients BPCO peut en partie être expliquée par la diminution du corécepteur GPC3, 

réduisant l’activation de la signalisation médiée par Shh [207,208]. 

  

Le GPC3 est un protéoglycane à chaînes héparanes sulfate pouvant se lier à la membrane 

cellulaire par une ancre GPI. Il peut subir un clivage dans son domaine extracellulaire par une 

convertase formant deux fragments reliés par des ponts disulfures et accueillant divers substrats 

[230]. Le GPC3 est impliqué dans divers processus cellulaires, tels que la prolifération et 

l’apoptose. Il est dérégulé dans de nombreux cancers, notamment les carcinomes 

hépatocellulaires, le cancer du sein ou du poumon, induisant une transition épithélio-

mésenchymateuse [231–233]. Il est un corécepteur membranaire liant Shh et pouvant le libérer 

dans le milieu extracellulaire ou le présenter à un autre récepteur.  
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L’impact du GPC3 sur la signalisation de la voie HH semble être dépendant du contexte. 

Des études menées sur des modèles de souris GPC3-/- ont démontré l’inhibition de la voie HH 

par la fixation du ligand Shh sur le GPC3, agissant en compétition avec le récepteur Ptch1 et 

induisant l’endocytose du ligand [185,234]. Nos résultats sont en concordance avec une étude 

montrant une diminution des facteurs de transcription Gli1 et Gli2 dans le cil primaire de 

fibroblastes embryonnaires murins GPC3-/-, témoignant de la nécessité de la fixation de Shh sur 

les chaînes héparanes sulfate du GPC3 [235]. Notre étude est la première à montrer l’impact du 

GPC3 sur la voie HH dans le contexte pulmonaire et sur des cellules épithéliales humaines. 

 

2. Altération transcriptomique lors de l’inhibition de la voie HH au 

cours de la différenciation des cellules épithéliales des voies 

aériennes : focus sur POU5F1 
 

Dans un second temps, nous avons identifié des acteurs moléculaires impactés par 

l’inhibition de la voie HH en début de différenciation des cellules épithéliales des voies 

aériennes. L’analyse transcriptomique a permis de mettre en évidence une liste de gènes 

pouvant être partiellement impliqués dans le remodelage épithélial induit par l’inhibition de la 

voie HH, notamment dans le défaut de ciliogénèse, comme le démontre l’analyse des termes 

GO. Etant donné l’altération de différenciation impliquant la voie HH, nous avons choisi de 

concentrer nos recherches sur un gène impliqué dans ce processus, POU5F1, également appelé 

Oct3/4, faisant partie des 18 gènes les plus dérégulés. Nous avons étudié POU5F1 dans le 

contexte de la BPCO. Nous avons démontré que le niveau d’expression de POU5F1 ne diffère 

pas chez les patients BPCO modérés. Toutefois, une diminution est observée chez les patients 

BPCO très sévères en début et fin de différenciation, témoignant d’une hétérogénéité de 

transcription de POU5F1 en fonction de la sévérité de la pathologie. Au niveau tissulaire, nous 

observons une diminution de la localisation de POU5F1, corrélée à un déclin de la fonction 

respiratoire. Une étude sur des biopsies bronchiques de patients BPCO a montré une diminution 

de POU5F1 chez les patients BPCO fumeurs et ex-fumeurs en comparaison aux patients BPCO 

non-fumeurs [236]. Nos résultats confirment l’impact sur la pathologie mais montrent une 

indépendance sur la composante tabagique. 
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POU5F1 (Oct3/4) est un facteur de transcription exprimé dès les stades précoces 

embryonnaires et pouvant se lier à un motif octamérique de plus de 1000 promoteurs [237,238]. 

Il forme un complexe avec Sox2 ou Sox15 et régule de nombreux gènes impliqués dans le 

développement embryonnaire [239]. Selon les contextes, il a un double rôle dans le maintien 

de la pluripotence des cellules souches ou dans leur différenciation vers un tissu spécifique en 

fonction de sa concentration [240]. De plus, il est dérégulé dans de nombreux cancers, tels que 

le cancer du sein, de la vessie ou du poumon, induisant la transition épithélio-mésenchymateuse 

[241–243]. L’augmentation des transcrits de POU5F1 lors du traitement AB5E1 en début de 

différenciation suggère que l’activation de la voie HH régule le passage de la prolifération à la 

différenciation cellulaire partiellement par POU5F1. En effet, des études menées sur des 

cellules souches embryonnaires de souris ont montré que l’inhibition de POU5F1 stimule la 

différenciation des cellules alors que la suractivation de la voie HH induit la prolifération 

cellulaire [244]. De plus, la transfection de POU5F1 entraine la diminution de la voie HH 

témoignant bien d’une corrélation avec la voie de signalisation [245].  

 

Cette approche expérimentale a également permis de mettre en évidence de potentielles 

cibles transcriptomiques de la voie Shh non décrites jusqu’à présent. CXCL5 et DEFB4A sont 

diminués lors de l’inhibition de la voie HH alors que CLEC7A est augmenté. Les résultats 

mettent donc en évidence une modulation du système immunitaire induite par la voie HH. Il a 

été démontré une augmentation de CXCL5 dans le LBA et dans le sérum de patients BPCO 

[246]. Il existe également une diminution de DEFB4A dans l’épithélium bronchique de patients 

fumeurs atteints de BPCO [247]. 
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Figure 26 : Schéma bilan de GPC3 et POU5F1 régulant la voie HH dans la BPCO 

Glis : Glioma-associated oncogen / GPC3 : Glypican 3 / PKA : Protein Kinase A /  

Ptch1 : Patched-1 / Shh : Sonic hedgehog / Smo : Smoothened / SuFu : Suppresor of 

Fused protein 
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1. Perspectives de l’étude 
 

Nos résultats se concentrant sur deux nouveaux régulateurs de la voie HH dans le 

contexte pulmonaire, nous pouvons élargir ces recherches par différentes perspectives afin 

d’affiner la compréhension de la mécanistique de la voie HH dans le contexte pulmonaire.  

 

1.1. Investigations complémentaires sur GPC3 et POU5F1 
 

Des investigations complémentaires sur GPC3 et POU5F1 pourraient être réalisées afin 

de déchiffrer les mécanismes sous-jacents de ces protéines. Les niveaux protéiques de POU5F1 

et GPC3 ont été évalués par la localisation des protéines dans l’épithélium bronchique. 

Toutefois, une étude approfondie des niveaux protéiques pourra être réalisée par Western Blot. 

Les niveaux transcriptomiques de ces gènes n’étant pas différents chez les patients BPCO et 

non-BPCO, nous pourrions étudier le niveau d’activité des voies de signalisation en réalisant 

un test de gène rapporteur avec la luciférase en exploitant les modulateurs pharmacologiques, 

tels que l’agoniste SAG et les anticorps bloquants (AB5E1, Codrituzumab). 

 

Nous avons montré que le GPC3 régule positivement l’activation de la voie HH. Un 

rétro-contrôle permettant la régulation du GPC3 par la voie HH peut être étudié. Nous pourrions 

réaliser une stimulation de la voie HH par le SAG ou une inhibition par l’anticorps AB5E1 et 

observer l’effet sur le GPC3 par immunomarquages fluorescents en analysant la localisation du 

GPC3 dans les cellules en cours de différenciation. Des RT-qPCR peuvent également être 

réalisées pour mesurer le niveau d’expression du GPC3 en contexte d’inhibition ou d’activation 

de la voie HH. 

 

POU5F1 est exprimé dans les cellules non différenciées et semble réguler la 

différenciation cellulaire, il peut être important d’étudier la corrélation de son niveau 

d’expression avec des données de remodelage ou encore de moduler son expression lors de la 

différenciation des cellules épithéliales in vitro pour effectuer différents marquages, notamment 

Arl13b pour la surface ciliée, p63 pour les cellules basales, ki67 pour étudier la prolifération ou 

encore Muc5ac/Muc5b pour étudier la différenciation en cellules sécrétrices. Etant donné que 

POU5F1 régule le renouvellement et la différenciation cellulaire, nous pourrions observer un 

défaut de ciliogénèse et du nombre de cellules sécrétrices, ainsi qu’une modulation de l’index 

de prolifération. 
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Enfin, toutes nos données ont été obtenues par l’analyse de l’épithélium bronchique des 

patients. Etant donné que la BPCO est une pathologie affectant également les petites voies 

aériennes et le parenchyme pulmonaire, il sera intéressant d’explorer ces deux régulateurs dans 

l’épithélium bronchiolaire, dans les alvéoles mais également dans d’autres populations 

cellulaires telles que les fibroblastes. Nous pourrions cultiver des fibroblastes avec des 

traitements tels que le Codrituzumab ou l’anticorps AB5E1 afin d’observer leur impact sur le 

GPC3 et sur la voie HH par immunomarquages fluorescents de Arl13b, Gli2 et des mucines. 

 

1.2. Vers un atlas complet de la voie HH dans le poumon adulte 
 

GPC3 et POU5F1 semblent impliqués dans la régulation de la voie HH et dans le 

remodelage épithélial caractéristique de la BPCO. Cependant, il s’agit d’une infime partie de la 

signalisation de la voie HH. Les corécepteurs pouvant agir en synergie, il peut être intéressant 

d’étudier d’autres protéines de la même famille, comme les GPC5/6 ou d’autres corécepteurs, 

tels que CDON ou HHIP, étant déjà associés avec le risque de BPCO par SNPs. De plus, la 

réalisation d’un atlas comprenant la localisation des différents éléments de la voie HH, les 

éléments principaux et secondaires (BOC, CDON, DISP1, GAS1, GAS8, GPC1, GPC3, GPC5, 

GPC6, GPR161, HHAT, HHIP, KIF7, PTCH2, SCUBE2 et SUFU), le long des voies aériennes 

est en cours de réalisation afin de déterminer les populations cellulaires nécessaires à la 

sécrétion du ligand et/ou à la réception du signal (Figure 27). L’atlas pourrait également être 

réalisé dans le développement pulmonaire humain afin de déterminer l’expression des différents 

acteurs dans le développement et dans l’homéostasie pulmonaire.  
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Figure 27 : Exemples de localisation de GAS1, corécepteur de la voie HH 

(A, B, C) Exemples d’acquisition microscopique de tissus pulmonaires (bronche, bronchiole, 

alvéole) de patients non-BPCO montrant GAS1 (rouge), cytokératine (vert) et DAPI (bleu). (D) 

Schéma de l’arbre respiratoire montrant la localisation de GAS1 dans les populations cellulaires 

pulmonaires. 

 

1.3. Altération spécifique de la structure/signalisation ciliaire en lien 

avec la modulation de la voie HH 
 

La voie canonique de la signalisation HH est en lien étroit avec le cil. Nous avons 

effectué une analyse protéomique comparative centrée sur cet organite entre les cellules traitées 

ou non avec AB5E1.  En effet, un protocole d’isolement des cils est mis au point au laboratoire 

afin d’isoler les axonèmes des cellules en IAL après 35 jours de différenciation. Des résultats 

préliminaires obtenus après traitement de 24h en fin de différenciation sur 8 cultures en IAL 

réalisées à partir de polypes nasaux ne mettent pas en évidence de protéines différentiellement 

abondantes dans les deux conditions.  
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En se concentrant sur les protéines présentes dans au moins 5 polypes d’une condition 

et présentes dans moins de 2 polypes de l’autre condition, nous observons quelques différences. 

En effet, 20 protéines sont présentes uniquement dans les cellules non traitées (PHLP1, DPM1, 

CATL1, ODPA, SYN1, GSTM2, EAA2, UCRI, AT1A2, GPM6A, CCAR2, F184A, FUBP2, 

AJUBA, MLXIP, OSTC, SAE1, PCYOX, NPTN, CMTA1) et 27 protéines sont présentes 

uniquement dans les cellules traitées avec AB5E1 (PIRC2, KRIT1, HPT, VTDB, PPBT, 

VATC1, RD23B, ABCE1, PLEC, ELOC, STPG1, MARC1, TPGS2, EFC12, CXL17, MUC20, 

TEX9, B3GN7, GIPC2, COLA1, STRBP, NJMU, IL1AP, BIN3, PLS4, HMGX4, TGRM1) 

(Figure 28). L’augmentation de la durée du traitement pourrait être pertinente pour observer 

une différence dans l’organite. De plus, certaines protéines, telles que les tubulines, étant 

régulées par des modifications post-traductionnelles, l’analyse de ces modifications comme 

l’acétylation, pourrait être un facteur important dans le fonctionnement ciliaire. Enfin, la voie 

de signalisation HH étant intrinsèquement liée au cil primaire, l’isolement des cils primaires en 

début de différenciation pourrait montrer des différences protéiques en cas d’inhibition de la 

voie HH. 

 

 
Figure 28 : Analyse protéomique de l’inhibition de la voie HH 

(A) Design expérimental de l’analyse protéomique réalisée sur les cils moteurs. (B) Validation de 

l’isolement des cils moteurs par immunomarquages fluorescents montrant les cils (Arl13b, rouge), 

les centrioles (γ-tubuline, vert) et les noyaux (DAPI, bleu). (C) Diagramme de Venn montrant le 

nombre de protéines uniques présentes uniquement dans la condition contrôle, dans la condition 

AB5E1 ou dans les deux conditions. 
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1.4. Etude fonctionnelle de l’implication de la voie HH sur le remodelage 
 

Le bon fonctionnement de la clairance mucociliaire est dépendant des flux ioniques. 

Etant donné que la fréquence de battement ciliaire est diminuée chez les patients BPCO, il 

pourrait être intéressant d’explorer un lien entre l’altération de la voie HH et la composition 

ionique des cils et de l’espace périciliaire. Après un traitement des cellules épithéliales avec 

AB5E1 en fin de différenciation sur 8 cultures en IAL réalisées à partir de polypes nasaux, nous 

avons réalisé une cryofixation à haute pression (URCATech PICT, HPF, Leica EM ICE) des 

cultures cellulaires permettant de conserver la structure et la composition ionique. Une analyse 

en spectroscopie de rayons X à dispersion d’énergie est en cours de réalisation à l’aide d’un 

microscope électronique (JEOL 2100F, 200kV) équipé d’un détecteur (JEOL JED 2300) dans 

différents compartiments cellulaires, tels que le cil, les compartiments périciliaires et 

subciliaires (Figure 29). 

 

 
Figure 29 : Analyses structurelles et ioniques des cils dans un contexte d’inhibition de la 

voie HH 

(A, B) Exemples d’acquisition au microscope électronique de cultures cellulaires en interface 

air-liquide après 35 jours de différenciation. (C) Analyses spectrales des différents ions dans les 

cils, dans le compartiment périciliaire et dans la cellule.  
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2. Conclusions 
 

Cette étude montre pour la première fois l’importance des éléments secondaires de la 

voie HH dans le contexte pulmonaire. Les deux stratégies expérimentales complémentaires 

permettent une meilleure compréhension des mécanismes impliquant la voie HH par 

l’identification de nouveaux régulateurs altérés dans la BPCO. POU5F1 et GPC3 semblent 

impliqués dans le remodelage épithélial induit par la voie HH dans la BPCO. Des études 

complémentaires permettront de déterminer la place de ces deux éléments dans le diagnostic, 

le pronostic et l’établissement d’une thérapeutique innovante.
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« En présence de mes pairs. 

Parvenue à l'issue de mon doctorat en Sciences de la Vie et de la Santé, et ayant ainsi pratiqué, 

dans ma quête du savoir, l'exercice d'une recherche scientifique exigeante, en cultivant la 

rigueur intellectuelle, la réflexivité éthique et dans le respect des principes de l'intégrité 

scientifique, je m'engage, pour ce qui dépendra de moi, dans la suite de ma carrière 

professionnelle quel qu'en soit le secteur ou le domaine d'activité, à maintenir une conduite 

intègre dans mon rapport au savoir, mes méthodes et mes résultats. »



 

 

 

Identification et caractérisation de nouveaux régulateurs de la voie Hedgehog dans 
l’homéostasie pulmonaire et la BPCO 

La voie Hedgehog (HH) est impliquée dans le développement et le maintien de l’homéostasie pulmonaire. Elle est altérée dans de 
nombreuses pathologies respiratoires, comme la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO). Les éléments principaux de la voie 
HH, Gli2, Shh et Smo, sont diminués chez les patients BPCO. Son inhibition entraine un remodelage épithélial caractéristique de la BPCO. 
Etant donné que seuls les éléments principaux ont été étudiés dans le contexte pulmonaire, nous avons exploré des éléments secondaires 
pouvant être impliqués dans le remodelage épithélial.  

Deux stratégies expérimentales complémentaires ont identifié deux éléments altérés dans la BPCO. D’une part, l’étude des 
corécepteurs de la voie HH a démontré que le niveau d’expression du Glypican 3 (GPC3) est corrélé au déclin de la fonction respiratoire chez 
les patients BPCO. La localisation du GPC3 est diminuée chez les patients BPCO. In vitro, l’inhibition du GPC3 entraine une diminution de 
l’activation de la voie HH et un remodelage de l’épithélium, caractérisé par un défaut de ciliogénèse et de production de mucines. D’autre 
part, l’étude transcriptomique de l’inhibition de la voie HH au cours de la différenciation a mis en évidence POU5F1 comme un acteur 
moléculaire corrélé à la voie HH. Sa localisation est diminuée chez les patients BPCO, en association avec un déclin de la fonction respiratoire.  

Cette étude montre pour la première fois l’importance des éléments secondaires de la voie HH dans le contexte pulmonaire. 
L’identification de ces nouveaux éléments altérés dans la BPCO permet une meilleure compréhension des mécanismes impliquant la voie HH 
dans cette pathologie. 

Mots clés : BPCO, voie Hedgehog, cellules épithéliales des voies aériennes, GPC3, POU5F1 

 

Identification and characterisation of novel Hedgehog pathway regulators in pulmonary 
homeostasis and COPD 

Hedgehog (HH) pathway is involved in the development and maintenance of pulmonary homeostasis. It is altered in many 
respiratory diseases, such as chronic obstructive pulmonary disease (COPD). The core elements of the HH pathway, Gli2, Shh, and Smo are 
decreased in COPD patients. HH pathway inhibition leads to epithelial remodelling, a hallmark of COPD. Since only the core elements were 
studied in the pulmonary context, we explored the secondary elements that may be involved in airway epithelial remodelling.  

Two complementary experimental strategies identified two altered elements in the COPD context. On the one hand, the study of 
HH co-receptors showed that the expression level of Glypican-3 (GPC3) is correlated with the decline of respiratory function in COPD patients. 
The localisation of GPC3 is decreased in COPD patients. In vitro, GPC3 inhibition induced a decrease of the HH pathway activation and 
epithelial remodelling, characterised by a defect of ciliogenesis and mucin production. On the other hand, a transcriptomic study of HH 
pathway inhibition during airway epithelial cell differentiation unveiled POU5F1 as a molecular actor intertwined with the HH pathway. Its 
localisation was decreased in COPD patients, and associated with a decrease in pulmonary function. 

This study demonstrates for the first time the importance of HH secondary elements in the pulmonary context. The identification 
of these novel altered elements in COPD patients allows deciphering additional mechanisms involving the HH pathway in this disease. 

Keywords: COPD, Hedgehog pathway, airway epithelial cells, GPC3, POU5F1 
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