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I-INTRODUCTION

1. Anatomie des poumons

1.1. Structure des voies aériennes

Introduction

Le systéme respiratoire peut étre divisé en deux parties. Les voies aériennes

supérieures, comprenant la bouche, la cavité nasale, le pharynx et le larynx puis les voies

aériennes inférieures, composées de la trachée, des deux bronches souches, leurs branches et

les poumons. Les poumons représentent les organes essentiels de 1’appareil respiratoire. Ils

sont au nombre de deux, le poumon droit et le poumon gauche. Ils sont séparés par le

médiastin et entourés par la plévre. Le poumon droit est divisé en trois lobes (supérieur,

moyen et inférieur), et le gauche en deux lobes (supérieur et inférieur). Ils sont localisés dans

la cage thoracique et sont nécessaires a la respiration, c’est a-dire a I’échange d’oxygene et de

dioxyde de carbone entre ’air et le sang.

_— Fosses nasales
— 4
/ i Sk
. P ! Pharynx

— Larynx

Trachee artere

Cotes stintsiles —— Plevre (2 feuillets)

intercostaux

Bronches
Le poumon droit

lobes
¢ :I —— Bronchioles

Le coeur et les gros
vaisseaux

Lobules

_____ Sacs alvéolaires

Le diaphragme —————~ .

Arbre
bronchique

Figure 1 : Schéma de ’appareil respiratoire de ’'Homme

(D’apres www.paramed-prepa.com/tableauaccueil.php3?num=17.)

L’air entre dans le tractus respiratoire supérieur par la bouche et le nez, puis il passe

dans le pharynx localis¢ dans la gorge. Du pharynx, le flux d’air est dirigé vers la trachée en

2



Introduction

traversant le larynx. La trachée est un tube semi-flexible maintenu ouvert par 15 a 20 anneaux
cartilagineux en forme de « C ». Elle descend dans le thorax ou elle se divise en deux
bronches, une pour chaque poumon. Dans les poumons, les bronches se ramifient et, apres
environ 25 générations de ramifications, les bronchioles terminales aboutissent dans de petites
cavités pulmonaires, appelées alvéoles. L'ensemble des structures véhiculant l'air inspiré et
expiré, entre le larynx et les alvéoles pulmonaires, est appelé 1’arbre bronchique (Figure 1).
On estime 4 500 millions le nombre d’alvéoles, représentant une surface d’environ 75 m’

destinée aux échanges gazeux entre 1’air et le sang (Figure 2).
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Figure 2: Structure des lobules et des I’alvéole pulmonaires

(D’apreés http://academic.kellogg.edu/herbrandsonc/bio201_mckinley/f259a_bronchioles_and__c.jpg)

La trachée et les bronches, jusqu'a la 10°™ division, comportent une tunique fibro-
¢lastique avec des cartilages qui les séparent du parenchyme adjacent (bronches
cartilagineuses) alors que les générations suivantes en sont dépourvues. La totalit¢ de ces
voies de conduction est recouverte d'une muqueuse, avec des glandes bronchiques, un réseau
¢lastique et un réseau musculaire lisse. Cette ceinture de cellules musculaires régule le
diametre des voies aériennes (bronchoconstriction ou bronchodilatation).

Au niveau d’une alvéole, se situe la membrane alvéole-capillaire qui comporte trois
¢léments : les capillaires sanguins, Dinterstitium, et 1’épithélium de revétement. Les

capillaires sanguins sont de type continu avec un diamétre de 5 a 7 um et composés des
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cellules endothéliales riches en myofilaments. Cet endothélium, intimement accolé a
I’épithélium alvéolaire, assure une surface d’échange considérable entre le sang et le milieu
extérieur. L’interstitium représente quant a lui I’espace entre deux alvéoles, ou se trouvent les
capillaires. Il s’agit d’un tissu conjonctif lache et ¢élastique qui contient du collagéne, de
I’¢lastine (fibres élastiques), des monocytes et macrophages, des lymphocytes et des cellules

interstitielles contractiles (myofibroblastes).

1.2. Les cellules épithéliales pulmonaires

L’organisation morphologique et la composition cellulaire de 1’épithélium varient
selon les diamétres des voies aériennes. L’épithélium trachéobronchique est composé de
cellules ciliées, de cellules sécrétoires et cellules basales. L’épithélium alvéolaire est constitué

de pneumocytes de type I et II.

1.2.1. Les cellules de I’épithélium trachéobronchique

L’¢épithélium trachéobronchique est un épithélium de revétement pseudostratifié.
Toutes les cellules de 1’épithélium sont en contact avec la lame basale, mais seules certaines
d’entre elles s’allongent jusqu'a la lumiére bronchique. La lame basale se repose sur un
chorion de tissu conjonctif, la lamina propria. Cet épithélium est composé de cellules ciliées,
caliciformes, de cellules sécrétoires et de cellules basales (Figure 3).

Les cellules ciliées sont les plus abondantes de 1’épithélium respiratoire, car elles
constituent 50% de celui-ci. Elles possédent des cils situés au pdle apical de la cellule. Les
cellules basales sont des petites cellules arrondies reposant sur la lame basale et n’atteignant
pas la lumiere de la voie respiratoire. Ce sont des cellules source qui donnent naissance a tous

les autres types cellulaires.
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Figure 3 : Structure cellulaire de I’épithélium bronchique

I1 existe plusieurs types de cellules sécrétoires, parmi elles les cellules caliciformes et
les cellules de Clara. Les cellules caliciformes représentent 25 % des cellules de 1’épithélium
bronchique. Leur fonction principale est la sécrétion de mucus en réponse aux agressions
environnementales. Le mucus agit comme une barriere physique. Il retient les particules
inhalées et les pathogenes et les transporte hors des poumons a I’aide des battements ciliaires
et de la toux. Les mucines sont les principaux composants du mucus, la MUCS5SAC et MUC5B
sont les mucines prédominantes dans les voies respiratoires. La production de mucus, associée
aux battements ciliaires, favorise la clairance mucociliaire. La clairance mucociliaire est
considérée comme le premier mécanisme de défense innée des voies respiratoires. Ce
mécanisme de défense peut étre altéré par des infections bactériennes ou virales ainsi que par
la fumée de cigarette.

Les cellules de Clara sont ¢galement des cellules sécrétrices, elles ont aussi d’autres
fonctions protectrices dans le poumon. Ces cellules sont capables de détoxifier le poumon de
certains xénobiotiques et certains gaz oxydants. La sécrétion de molécules comme les
composants du surfactant pulmonaire et des molécules de défense contre les pathogenes
impliquées dans la réponse immunitaire, telles des antiprotéases et des cytokines, sont

¢galement une caractéristique de ces cellules (Sallenave et al., 1993)
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1.2.2. Les cellules épithéliales alvéolaires

L’¢épithélium de la paroi des alvéoles pulmonaires, qui est en continuité avec 1’épithélium

bronchique, est formé principalement de pneumocytes de type I et 11 (Figure 4).
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Pulmonary
capillaries
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type Il cells
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type | cell
(squamous
alveolar cell)

Figure 4 : Structure de I’alvéole pulmonaire

(D’aprés http://imagin.health.over-blog.com/pages/Bronchiolite-116828.html)

Les cellules alvéolaires de type I (encore appelées pneumocytes de type 1) sont des
cellules extrémement aplaties qui bordent les surfaces alvéolaires. Elles recouvrent 97% de la
surface alvéolaire (les cellules alvéolaires de type II recouvrant les 3% restants), elle
comprend 8% du total des cellules du poumon normal adulte. Mais elles représentent environ
40% des cellules de la surface alvéolaire. La principale fonction de ces cellules est de
constituer une barriere d’épaisseur minimale trés perméable aux gaz. Différentes études
suggerent que les cellules alvéolaires de type I sont dérivées des cellules alvéolaires de type 11

lors de la réparation de 1’épithélium 1ésé (Pattle, 1955).
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De leur coté, les pneumocytes de type II, ont pour la plupart une forme cubique. Ils
représentent 60% des cellules de I’épithélium, soit 15% de la totalité des cellules pulmonaires.
Ils sont a I’origine de la régénération de I’épithélium et de la synthése du liquide alvéolaire.
Ce liquide contient principalement le surfactant, qui est constitu¢ de phospholipides et de
protéines. Le surfactant tapisse la surface des alvéoles pulmonaires et ¢évite le collapsus de
celles-ci lors de l'expiration (Herzog et al., 2008) Les cellules alvéolaire peuvent interagir
avec d’autres cellules voisines. En effet, les pneumocytes de type II secrétent de /’insulin-like
growth factor (IGF) de type 1 qui peut affecter la formation de la matrice extracellulaire par
les fibroblastes. De plus, ces cellules peuvent libérer des molécules chimioattractantes comme
I’interleukine-8 (IL-8/CXCLS8) et MCP-1/CCL2 (chemokine ligand 2). Ces molécules peuvent
induire le recrutement des macrophages alvéolaires et des neutrophiles (Griffin et al., 1993;
O'Brien et al., 1998).

L’¢épithélium alvéolaire comprend également des macrophages alvéolaires résidants
mais mobiles sur la paroi des alvéoles. Des dizaines de millions de monocytes migrent chaque
jour de la micro vascularisation vers le tissu pulmonaire, ou ils se différencient en
macrophages alvéolaires. Ils participent a la fois a la défense non spécifique, par leur capacité
de phagocytose et a la défense spécifique, par leur aptitude a stimuler une réponse immune.
Les autres cellules de I’'immunité innée (leucocytes : monocytes, neutrophiles, €¢osinophiles)
et acquise (lymphocytes) affluent dans le tissu pulmonaire lors d’une agression et de la
réaction inflammatoire qui en découle, mais sont trés peu abondantes en conditions

physiologiques.
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2. Immunité innée

2.1. La reconnaissance des pathogénes et des agressions de I’environnement

Au cours d’une agression, la premicre ligne de défense des voies respiratoires est
assurée par la fonction de barriére de 1’épithélium. La seconde ligne de défense est assurée par
les réponses immunitaires innées et adaptatives. Une grande partie de la réponse immunitaire
innée est déclenchée par certaines protéines ou récepteurs cellulaires de I’hote, appelés les «
Pattern-Recognition Receptor » (PRR). Ces récepteurs sont capables de reconnaitre des
fragments moléculaires de pathogenes, appelés les PAMPs « Pathogen-Associated Molecular
Pattern » mais également des molécules produites de mani¢re endogene lors de périodes de
stress physiologique, appelées les DAMPs « Danger-Associated Molecular Pattern ». Les
PRR sont essentiels a la réaction immunitaire dans les poumons. Les PRR comprennent les
« Toll-like Recepteurs » (TLR) associées a la membrane ainsi que les protéines cytosoliques
NOD « Nucleotid-binding Oligomerization Domain » (NOD) et les «RIG-like Receptorsy
(RLR).

2.1.1. Les « Toll-like Recepteurs » (TLR).

Le récepteur Toll a initialement été identifi¢ chez la drosophile (Drosophila
melanogaster) comme un géne important pour I’embryogenese. En 1996, Jules Hoffmann et
son équipe montrent que Toll participe également a 1I'immunité antifongique chez la
drosophile (Lemaitre et al., 1996). A ce jour, douze récepteurs de la famille des TLR ont été
identifiés. Dix ont été décrits chez ’Homme (TLR1 a TLR10) et douze chez la souris (TLR1
a TLRY, TLR12 et TLR13) (Medzhitov, 2001; Takeda and Akira, 2004). Les ligands de ces
différents TLR sont représentés dans la figure 5.
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Figure 5 Ligands des différents Toll-like Recepteurs » (TLR)
(D’apres Ruslan Medzhitov et al., 2001)
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Lorsque ce récepteur est activé par son agoniste, il recrute différentes protéines
adaptatrices, notamment le MyD88 (Myeloid Differentiationkinterferon-f) et TRAF6. Tous
les TLR a I’exception du TLR3 mobilisent I'adaptateur MyD88. Ces cascades d’événements
activent certaines protéines kinases (ERK, JNK et p38) et des facteurs de transcription tels
quel NF-kB (Biondo et al., 2012).

La cascade de signalisation de TLR conduit a la transcription des genes cibles et par
la suite, a la production de diverses cytokines et chimiokines pro-inflammatoires comme

I’IL1-B, PIL-6 et ’'IL-8/CXC8 (Kvarnhammar and Cardell, 2012) .
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Figure 6: Voies de signalisation des TLR

(http://discover8.com/public/images/upload_article_images/Toll Like Receptors Pathway.jpg)

En plus de leur role protecteur contre les infections microbiennes, les TLR détectent
différentes molécules de la matrice extracellulaire, comme par exemple [’hyaluronan
(Kvarnhammar and Cardell, 2012).

Les TLR sont exprimés dans différents tissus et types cellulaires. Les TLR sont
localisés sur la membrane cellulaire (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5, TLR6 et TLR10) ou dans
des compartiments intracellulaires tels que ’endosome (TLR3, TLR7, TLRS et TLRY).
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L’expression des TLR a été confirmée par plusieurs auteurs sur les cellules inflammatoires,

les cellules musculaires lisses et épithéliales des voies aériennes (Kvarnhammar and Cardell,

2012; Pace et al., 2008).

2.1.2.  Les « NOD-like Receptors » (NLRs)

Les récepteurs NOD (« Nucleotid-binding Oligomerization Domain » sont des
protéines cytoplasmiques capables de détecter les PAMPs. Les NOD englobent plus de 20
membres, mais NOD1, NOD2, NLRC4 (NLR-CARD CONTAINING DOMAIN 4) et
NAPLS3 sont les plus décrits. NODI et NOD2 reconnaissent les peptidoglycanes bactériens
lorsque NOD4 se lie a la flagelline. L’activation de ces récepteurs meéne a ’activation de la
voie NF-kB et a la production de cytokines pro-inflammatoires. La production d’IL-8/CXCL8
est lice a NODI1 et NOD2 et la stimulation de NLRC4 et de NALP3 se traduit par la
maturation de I’IL-1p (Skeldon and Saleh, 2011)

2.1.3.  Les «RIG-like Receptorsy

Les RLR ou ARN-hélicase sont des récepteurs intracellulaires capables de
reconnaitre I’ARN viral. Ils activent la production et la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires comme les IFN de type 1. Les RLR sont le RIG (retinoic acid-inducible) et

MDAS (melanoma differentiation associed gene 5) (Nakhaei et al., 2009)

2.1.4.  Les « C-type lectin receptors »

Des ¢études récentes ont identifi¢ les CLR comme une importante famille de PRR.
Ces récepteurs sont impliqués dans I'induction d'expression des geénes spécifiques aux agents
pathogenes, soit par induction directe de 1’expression de ce géne, soit par modulation de la
signalisation du TLR (Gringhuis et al., 2007). Les CLRs sont exprimées par les cellules
dendritiques et interagissent avec des agents pathogeénes principalement par la reconnaissance
des glucides et des structures glucidiques. Les CLR reconnaissent la plupart des pathogénes
tel que les virus, les champignons, les mycobactéries, certaines bactéries et les helminthes. La
reconnaissance par les CLR conduit a l'internalisation de ces agents pathogénes et a leur
dégradation (Zelensky and Gready, 2005).
10



Introduction

3. La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO)

3.1. Définition

La Broncho-Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO) est une maladie de
progression lente, caractérisée par une limitation des débits aériens dont la réversibilité est
incomplete, et associée a une réponse inflammatoire anormale des poumons suite a
I’exposition a des substances nocives gazeuses ou particulaires (“Global Strategy for the
diagnosis, Management and Prevention of Chronic Obstructive Pulmonary Disease” 2006)

La BPCO permet de réunir sous un méme terme la bronchite chronique, la bronchite
chronique obstructive et ’emphyséme. La bronchite chronique est définie selon les criteres de
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) comme une toux et des expectorations chroniques
survenant au minimum 3 mois par an depuis au moins 2 années consécutives. L’emphyséme
a, quant a lui, une définition anatomique. Il s’agit d’un élargissement anormal des espaces
aériens, situés au-dela des bronchioles terminales, accompagné d’une destruction des parois
¢lastiques des alvéoles.

La limitation des débits aériens, caractéristique de la BPCO, est la conséquence de
pathologies inflammatoires des petites voies aériennes (bronchites obstructives) et de la
destruction du parenchyme pulmonaire (emphyséme). L’inflammation chronique est plus
particuliérement caractérisée par une infiltration de cellules inflammatoires telles que les
polynucléaires neutrophiles, les monocytes/macrophages et les lymphocytes T CD8". Cette
inflammation entraine d’une part, des changements structuraux et un rétrécissement des
petites voies aériennes, et d’autre part, une destruction du parenchyme liée a une rupture des
septa (parois) alvéolaires et a une diminution de 1’¢lasticité pulmonaire. L’ensemble de ces
Iésions entraine des anomalies fonctionnelles respiratoires mises en évidence par I’exploration

fonctionnelle respiratoire (Barnes et al., 2003).

3.2. Diagnostic

La toux et I’expectoration chroniques sont les premiers signes fonctionnels de la
BPCO. La dyspnée (essoufflement) est le symptdme d’un stade plus avancé de la maladie. Le
diagnostic clinique d’une BPCO est confirmé par des tests de spirométrie. Ces tests

permettent également de détecter et décrire la sévérité d’'une BPCO. Au cours de ces tests, la
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Capacité Vitale (CV) (le volume mobilisable entre I’expiration maximale et 1’inspiration
maximale) et le Volume Expiré Maximal par Seconde (VEMS) sont mesurés. En conditions
non pathologiques, le VEMS/CV ou l'indice de Tiffeneau qui est le rapport VEMS/CV,
exprimé en pourcentage doit étre supérieur a 75-80%. Un VEMS inférieur a 80% de la valeur
théorique et un rapport VEMS/CV inférieur a 70%, aprés administration d’un broncho-
dilatateur, signent la présence d’une limitation du débit aérien qui n’est pas complétement
réversible.

La BPCO est décomposée en 5 niveaux de sévérité croissante (de 0 a IV) en fonction

des valeurs de VEMS et de I’indice de tiffeneau (tableau 1).

=

¥eau de graviié Caraciéristiques

0: Potentiellement a risque Spiromeétrie normale
Symptémes: toux, expectorations

I. BPCO « Bénigne » VEMS/CV< 70%
VEMS>80% de [a val eur théori que
Avec ou sans symptdme

II: BPCO « Modérée » VEMS/CV< 70%
5090 VEMS<80% de 1a valeur théorique
Avec ou sans symptime

III: BPCO « Sévere » VEMS/CV< 70%
30%<VEMS<50% de la valeur théorique
Avec ou sans symptime

IV: BPCO «Trés severe » WVEMS/CV= 70%

VEMS<30% de la valeur théorique ou VEMS<50% de 1a
valewr théori que en présence d’insuffisance respiratoire
clronique (Pa0,<60mmHg=8kPa)

Tableau 1: Classification de la BPCO en 5 niveaux de sévérité croissante.

Abréviations : VEMS ; Volume Expiré Maximal par Seconde. CV ; Capacité Vitale (GOLD, 2006).

3.3. Epidémiologie

La BPCO est une maladie chronique fréquente, avec un poids important en termes de
morbidité et de colits. L’OMS estime que, dans les pays industrialisés, cette maladie figure au

cinquieme rang des causes de mortalité les plus fréquentes. Elle prévoit qu’en 2020, cette
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affection sera la troisieme cause de mortalité et la cinquiéme cause de morbidité¢ (Mathers and
Loncar, 2006). Sa prévalence est difficile a évaluer car la BPCO est une maladie qui reste
longtemps silencieuse et est sous-diagnostiquée, mais elle est estimée a 7,5 % en France
(Fuhrman et al., 2006) Le sous-diagnostic peut s’expliquer par la banalisation des premiers
symptomes évocateurs chez des patients fumeurs mais aussi par la nécessité de mesurer les
fonctions pulmonaires pour établir le diagnostic. Dans le monde, la BPCO touche plus de 44
millions de personnes, soit 4 & 10% de la population adulte (Source : Ministére de la Santé,
juillet 2005). Des ¢études plus récentes montrent que la prévalence de la BPCO varie
considérablement selon les pays et les populations, la méthode de diagnostic et 1’age, avec
une prévalence de 0,2% au Japon et de 37% aux Etats-Unis. En 1993, 20% des patients
atteints de BPCO ¢étaient des femmes. Aujourd’hui, I’incidence de la BPCO semble se
stabiliser chez ’homme et augmenter chez la femme ; elles représentent maintenant 40 a 45%
des cas de la BPCO. Cette augmentation est vraisemblablement li¢e au fait qu’elles sont plus
nombreuses a fumer des cigarettes et donc plus exposées aux risques (Rycroft et al., 2012). Le
taux de mortalité donne une image fidele de la gravité de cette maladie. Elle varie selon les
pays, allant de 3 a 9 déces pour 100.000 habitants au Japon. Et de 7 a 111 déces pour 100.000
habitants aux Etats-Unis. La mortalité induite par la BPCO ¢était plus grande dans la
population masculine que féminine au sein de la population et était majorée chez les adultes
de plus de 75 ans (Rycroft et al., 2012). En 2006, 16495 certificats de décés comportant une
mention de BPCO ont été enregistrés en France, parmi ceux-ci, 7391 la mentionnaient comme
cause initiale du décés. Chez les adultes de 45 ans ou plus, le taux de mortalité¢ par BPCO était

de 41/100 0000 chez les hommes et 17/100 000 chez les femmes (Fuhrman et al., 2006)

3.4. Facteurs de risque

L’identification du facteur de risque est un pas important vers le développement
d’une stratégie de prévention et de traitement pour la BPCO. Bien que le tabac soit le
principal facteur de risque, il n’est pas la seule cause de cette maladie. En effet, différents
travaux d’épidémiologie montrent que des non fumeurs peuvent développer une BPCO (Chen
and Mannino, 1999). L’exposition professionnelle aux polluants, la pollution de I’air intérieur
et extérieur et des facteurs génétiques sont décrits comme des facteurs de risque dans cette

pathologie.
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34.1. Le Tabagisme

Le principal facteur causal et aggravant de la BPCO est indiscutablement le tabac. La
fumée de cigarette contient plus de 4500 composants dans sa phase gazeuse, parmi eux, des
particules, des radicaux libres et des produits chimiques réactifs. Ceux-ci sont les
responsables d’un processus inflammatoire dans les voies respiratoires. De multiples études
ont montré que la fréquence, 1’évolution fonctionnelle et la mortalit¢ de la BPCO, sont
étroitement liées a I'importance de la consommation tabagique (Hogg and Timens, 2009)
(Figure 7). Ainsi, 80 a 90% des cas de la BPCO sont liés au tabac, le risque augmentant avec
I’ancienneté et I’intensité de 1’addiction. En revanche, seulement 10 a 15% des fumeurs
développent une BPCO. Il existe ainsi, a consommation égale, une susceptibilité individuelle

au tabac due a des facteurs environnementaux et génétiques encore mal connus.
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Figure 7: Accélération du déclin du VEMS chez les sujets fumeurs sensibles a la fumée du tabac.
(D’aprés Hogg et al., 2009)

Les taux de mortalité et de morbidité sont ¢élevés chez les fumeurs de pipes et de
cigares, mais restent inférieurs a ceux rencontrés chez les fumeurs de cigarettes. A noter que
le cannabis a récemment €té reconnu comme responsable de lésions bronchiques pouvant
générer une BPCO. Consommé surtout par les jeunes, souvent en association avec le tabac, il
peut étre considéré comme un facteur de risque dont I’importance va s’accroitre dans les

prochaines années (Tashkin et al., 1987).
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Bien que la fumée de cigarette soit la principale cause de la BPCO, I’arrét du
tabagisme ne permet pas une résolution de la réponse inflammatoire des voies aériennes. Ce
fait suggere que la réponse inflammatoire devient stable. Mais, 1’arrét total et définitif du

tabac constitue un axe principal du traitement.

3.4.2.  Pollution de [’air intérieur et extérieur

Parmi la population mondiale atteinte de la BPCO, certains malades n’ont jamais
fumé, ce qui indique que le tabagisme ne suffit pas a expliquer la prévalence de cette maladie.
La pollution est un ¢lément aggravant de la BPCO, que ce soit la pollution atmosphérique
(gaz d’échappement ou émissions industrielles de fumées produites par la combustion de
biomasse des sources animales ou végétales) ou domestique (combustion de matiéres solides
pour la cuisson des aliments ou le chauffage). Cette pollution contribue énormément a la
fréquence de la BPCO dans des pays en développement comme 1'Inde, la Chine et la
Guatemala (Diaz et al., 2007; Kendrick et al., 2000; Liu et al., 2007). La combustion de
biomasse est particuliecrement dangereuse car les fumées contiennent des taux importants de
polluants (monoxyde de carbone, oxyde d’azote, formaldéhyde et benzéne) qui sont une
source majeure d’irritants respiratoires (Balakrishnan et al., 2002). De plus, la moitié¢ de la
population mondiale y est exposée. Dés le début des années 80, il a été montré que
I’exposition a la fumée de bois équivalait a un tabagisme actif de 20 paquets de cigarettes par
an et des similitudes ont été retrouvées au niveau des lésions pulmonaires induites par la
fumée de bois et de tabac sur des modéles expérimentaux. (Recherche Santé Environnement
Intérieur, Bulletin Décembre 2006). On estime a 2 millions le nombre de femmes et d’enfants
morts chaque année suite a une exposition a ce type de pollution de I’air intérieur (GOLD,
2006).

D’aprés un certain nombre d’études, une forte prévalence de dyspnée et de
symptomes de bronchite chronique serait observée dans les zones exposées a la pollution
atmosphérique, due aux gaz d’échappement des voitures et aux émissions de fumées
industrielles. Les admissions a I’hopital pour exacerbations de BPCO sont augmentées les
jours ou le taux de pollution est ¢levé. Il semble toutefois impossible d’assigner a un polluant

donné une responsabilité spécifique en matiere de BPCO (Anderson et al., 1997)
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3.4.3. L’exposition professionnelle a des polluants

I1 est difficile d’¢étudier les BPCO d’origine professionnelle pour plusieurs raisons.
Tout d’abord elles sont souvent précédées d'asthme ou accompagnées de manifestations
évoquant I’asthme. De plus il est difficile de les distinguer des BPCO liées au tabagisme car la
grande majorit¢ des sujets atteints de BPCO en milieu industriel sont des fumeurs ou
d’anciens fumeurs.

Le milieu du textile est un secteur d’activité professionnelle particulierement touché
en raison d’une exposition a de trés fortes concentrations de poussiéres textiles végétales. Les
premicres BPCO d'origine professionnelle ont ainsi été identifiées dans les années 60 chez les
ouvriers de I’industrie du coton. On note un fort taux de bronchite chronique, de trouble
ventilatoire obstructif et d’hyperréactivité bronchique chez les travailleurs de 1’industrie
textile.

I1 existe aussi un grand nombre de bronchites chroniques dans la plupart des secteurs
agricoles ou il y a une exposition importante aux particules organiques, telles que les
poussieres végétales et les toxines bactériennes ou fongiques. Des cas de BPCO sont recensés
chez les ouvriers des silos a grains de certains élevages de porcins et de bovins.

Des études ont également montré un excés de bronchites chroniques chez les
personnes travaillant dans les mines (charbon, fer...), I'industrie du bois, les travaux
publiques (exposition a des concentrations ¢€levées de poussieres minérales, gaz, particules

diesel, huiles minérales), les cimenteries et la sidérurgie.

3.4.4. Le facteur génétique

De nombreux facteurs génétiques influencent le risque de développer une BPCO. Le
mieux documenté est le déficit héréditaire de la protéine alpha-1 antitrypsine (al-AT)
(Eriksson, 1964). L’al-AT est un inhibiteur de protéase, sécrété par les hépatocytes. Il est
important dans le maintien de l'intégrité du parenchyme pulmonaire. Sa principale action est
d'inhiber 1'¢lastase libérée par les polynucléaires neutrophiles particuliérement lors d'épisodes
inflammatoires ou infectieux. Chez le sujet sain, le poumon est protégé de 1'action de I'¢lastase
des polynucléaires neutrophiles par la présence en quantité importante d'alpha-1 antitrypsine.
Dans sa forme typique, le déficit homozygote se manifeste par une dyspnée progressive,

s’installant avant 1’age de 30-40 ans chez un homme fumeur, une diminution du VEMS, suivi

16



Introduction

d’un emphyseme précoce. On retrouve cette anomalie chez 1 a 3% des sujets atteints de
BPCO.

La découverte du rdle de cet inhibiteur dans la BPCO a conduit a I’hypothése du
déséquilibre de la balance protéase-antiprotéase. Hypothése selon laquelle il existerait un
déséquilibre entre les enzymes de dégradation de la MEC et ses inhibiteurs conduisant au
développement d’un emphyséme précoce (Gooptu et al., 2009; Marciniak and Lomas, 2009).

Le polymorphisme génétique des genes impliqués dans I'homéostasie de la MEC
ainsi que des geénes impliqués dans la production d’enzymes de détoxification telles que la
glutathion transférase, 1'heéme oxygénase 1 et la superoxyde dismutase, sont également
suspectés d'étre impliqués dans la pathologie des maladies BPCO (Marciniak and Lomas,

2009)

3.5. Exacerbations

L’exacerbation de la BPCO est délétere pour le patient. Néfaste elle conduit a
l'accélération de la progression de la maladie et a des cofits de santé ¢levés. Une exacerbation
de la BPCO est définie comme un événement aigiie d’installation brutale caractérisé par une
aggravation de la dyspnée, de la toux et des expectorations au-dela des variations
quotidiennes et nécessitant une prise en charge thérapeutique spécifique (GOLD, 2006). Des
épisodes d’exacerbation répétés conduisent a une dégradation de la qualité de vie, a une
insuffisance respiratoire et a la mort prématurée du patient (Connors et al., 1996; Donaldson
et al., 2002; Seemungal et al., 1998)

Les principaux agents responsables sont des bactéries, des infections virales, ou une
combinaison des deux. Des causes non infectieuses sont aussi décrites (pollution de l'air,
embolie pulmonaire) et chez certains patients, aucune cause n'est identifiée (Papi et al.,
2006a).

Une grande partie des exacerbations d’origine virale sont associées au virus
respiratoire syncytial et au virus influenza. Environ 25% des patients admis a I'hopital avec
une exacerbation de BPCO avaient une co-infection bactérienne et virale conduisant a des
symptomes plus séveres, tels que mesurés par la durée d'hospitalisation. Ceci suggere que les
patients co-infectés par un virus et les bactéries peuvent avoir des exacerbations plus séveres

(Papi et al., 2006a).
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Plusieurs auteurs montrent que la colonisation de 1’arbre trachéobronchique,
principalement par des bactéries Gram-négatives, contribue a ce processus inflammatoire et a
I’aggravation progressive de la BPCO (Patel et al., 2002; Zalacain et al., 1999). Selon
certaines hypothéses des épisodes des infections bactériennes répétées représenteraient la
premicre cause d’exacerbation de cette maladie. Ces exacerbations sont marquées par une
augmentation du nombre de cellules inflammatoires et de cytokines qui sont déja augmentées
dans la BPCO stable. Les mécanismes communs d'exacerbations cellulaires et moléculaires ne
sont pas encore bien compris, mais des €tudes suggerent qu'ils sont dus a lI'amplification du
processus inflammatoire déclenché par des bactéries, les virus et des stimuli non infectieux,

tels que la pollution de l'air (Anderson et al., 1997; Celli and Barnes, 2007; Sethi et al., 2006).

3.6. Physiopathologie de la BPCO

La BPCO conduit a des altérations physiologiques caractérisées par une
hypersécrétion de mucus, une dysfonction ciliaire, une limitation du débit aérien, une
hyperinflation pulmonaire, des anomalies dans les échanges gazeux et une hypertension
pulmonaire. Ces phénomenes se développent habituellement dans cet ordre au cours de la
maladie. L hypersécrétion de mucus et la dysfonction ciliaire conduisent a une toux chronique
et a la production d'expectorations. Ces symptdmes peuvent étre présents pendant de
nombreuses années avant que d’autres symptomes et anomalies physiologiques se
développent. La bronchite chronique et 1'emphyséme sont des caractéristiques de la BPCO
sévere.

La progression de la bronchite entraine des modifications morphologiques
irréversibles des espaces aériens distaux. Une inflammation persistante des bronchioles, les
canaux alvéolaires et des alvéoles est a I’origine de la destruction des septa alvéolaires. Cela
se traduit par une augmentation permanente des espaces aériens, aussi connue comme
I'emphyséme, conduisant a une réduction des zones d'échange de gaz, et par conséquence a
une baisse de la pression artérielle partielle d'oxygéne (PaO,) et a une hausse de la pression
artérielle partielle de dioxyde de carbone (PaCO,) (Caneva et al., 2001; Carolan and
Sutherland, 2013). De plus, le processus de réparation peut avoir pour résultat, un

épaississement des parois des bronches et bronchioles (Hogg, 2004)
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3.7. Mécanismes cellulaires et moléculaires

Les poumons représentent une interface avec I’environnement extérieur d’une
surface d’environ 75m®. Cette surface est nécessaire pour les échanges gazeux, mais rend le
poumon vulnérable vis-a-vis des pathogenes, des particules et des gaz toxiques inhalés. La
reconnaissance des agressions de I’environnement au niveau des poumons est cruciale dans le
déclenchement de la réaction inflammatoire et le recrutement des cellules immunitaires. Des
leucocytes tels que les neutrophiles, les macrophages et les lymphocytes vont étre recrutés
grace aux chimiokines qui sont produites par les cellules présentes sur le site
inflammatoire(Barnes, 2003). Les cellules épithéliales pulmonaires, les leucocytes ainsi que
les cytokines jouent un rdle important dans la réponse inflammatoire et donc dans le
développement de la BPCO. Nous discuterons ici du rdle des cellules épithéliales, des

leucocytes et ensuite des cytokines (Barnes, 2000).
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3.7.1. Les cellules impliquées

3.7.1.1. Les cellules épithéliales

Les cellules épithéliales des voies aériennes sont importantes pour la défense des
voies respiratoires, mais cette fonction de barriere peut étre altérée par une exposition a la
fumée de cigarette. En effet, une augmentation de la perméabilité de 1’épithélium est observée
apres une exposition a la fumée de cigarette (Olivera et al., 2007; Rusznak et al., 2000). Elle
provoque ¢galement une activation des cellules épithéliales pulmonaires qui mettent alors en
place des mécanismes de défense comme la sécrétion de mucus, Iaugmentation de la
fréquence des battements ciliaires, la production d’especes activées de 1’oxygene et le
chimiotactisme de cellules inflammatoires (Maestrelli et al., 2001). Les cellules épithéliales
bronchiques sont en effet une source importante de médiateurs inflammatoires tels que MCP-
1/CCL2 (Monocytes Chemotactic protein-1), Gro-a/CXCL1 (Growth Related oncogene-a),
TNF- a (Tumor Necrosis Factor) et IL-8/CXCLS8 (Interleukine-8) (Traves et al., 2002), et de
molécules d’adhérence comme [-CAMI1 (Intra-Cellular Adhesion Molecule-1), impliquées
dans le recrutement de cellules inflammatoires (Rusznak et al., 2000)

La production de chimiokines par les cellules épithéliales des voies aériennes est en
grande partie stimulée par des endotoxines, des cytokines et par la fumée de cigarette (Becker
et al., 1994; Koyama et al., 1991; Zhang et al., 2011) L’¢épithélium représente également une
cible pour les cytokines libérées par les cellules inflammatoires, il devient par conséquent un
effecteur majeur de I’inflammation agissant de maniére autocrine ou paracrine pour propager
I’activation (Adler et al., 1994). Par exemple, 'IFN-y, I'IL-1f ou le TNF-o peuvent
déclencher une production de médiateurs lipidiques (prostaglandines PGE 2 et leucotriénes)
ainsi que d’autres cytokines (IL-6 et IL-8/CXCLS8) et des especes activées de I’oxygene
(EAO) par les cellules épithéliales (Kampf et al., 1999; Martin et al., 1997; Miyajima et al.,
2005). Enfin, ces dernieéres peuvent aussi étre activées par les protéases (Le Quement et al.,
2008; Witherden et al., 2004). Ce type de cellule ne se limite donc pas qu’a une fonction de
barriere physique, c’est aussi une cellule endocrine capable de participer au processus

inflammatoire.
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3.7.1.2. Les macrophages et monocytes

Les macrophages alvéolaires sont des cellules résidentes des poumons. Ils sont
capables de répondre de facon précoce aux toxines inhalées par leur activité de phagocytose et
d’¢élimination des irritants indésirables. La phagocytose est un systéme de défense important
qui permet de neutraliser les particules toxiques de la fumée. Chargés de ces particules, les
macrophages quittent le poumon via les battements ciliaires et la production de mucus ou via
le systéme lymphatique. Mais chez les patients atteints de BPCO, le nombre de macrophages
alvéolaires est augmenté, ceci étant mis en évidence aprés numération du liquide de lavages
bronchoalvéolaires et des expectorations. (Barnes, 2004b; Di Stefano et al., 1998; Wallace et
al., 1992). Une analyse morphométrique du parenchyme de patients présentant un emphyséme
a montré que le nombre de macrophages dans le tissu et les espaces alvéolaires est multiplié
par 25 par rapport a des fumeurs sains (Retamales et al., 2001). Cette accumulation de
macrophages est corrélée avec la sévérité de la BPCO (Chen et al., 2003). Plusieurs
hypotheéses sont proposées pour expliquer ce phénomene, comme par exemple, la diminution
de Defficacité du systéme muco-ciliaire chez les fumeurs. Alternativement, le systéme
lymphatique pulmonaire peut étre réduit suite a un dommage tissulaire ou simplement étre
incapable de traiter l'afflux pulmonaire accru (Tetley, 2002). Le nombre croissant de
macrophages au sein du poumon chez le patients BPCO peut étre également expliqué par une
prolifération mais aussi une survie prolongée de ces cellules (Tomita et al., 2002).

De plus, P’activation des cellules résidentes (macrophages alvéolaires, cellules
¢pithéliales) par un extrait de fumée de cigarette conduit a la libération de médiateurs
inflammatoires, comme le TNF-a, I’'[L-8/CXCLS8 et d'autres chimiokines responsables du
recrutement de monocytes circulants et d’autres cellules inflammatoires (Traves et al., 2002).
Ces monocytes, apreés avoir traversé la barriere endothéliale et étre arrivés dans le tissu
pulmonaire, se différencient et prennent le phénotype de macrophage, qui participe a
I’entretien de la réaction inflammatoire.

Les macrophages alvéolaires sécrétent aussi des enzymes ¢lastolytiques comme les
métalloprotéases de la matrice : MMP-2, MMP-9, MMP-12, cathepsines K, L et S apres
contact avec la fumée de cigarette. Ces protéases contribuent au remodelage tissulaire en

dégradant la matrice extracellulaire (MEC) (Silvestre and Levy, 2002).
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3.7.1.3. Les neutrophiles

Les neutrophiles jouent un role trés important dans le développement de la BPCO,
car ces cellules sont les premiéres recrutées sur le site aprés 1’exposition a la fumée de
cigarette. De nombreuses études in vivo s’accordent sur I’observation d’un afflux trés précoce
de neutrophiles dans les voies aériennes (Churg et al., 2002; Dhami et al., 2000; Hautamaki et
al., 1997; Hulbert et al., 1985; Leclerc et al., 2006). Ces cellules présentent, dans les tissus,
une durée de vie trés courte (1 a 2 jours), contrairement aux macrophages capables de vivre
plus d’un mois. Une augmentation du nombre de neutrophiles activés est mesurée dans les
expectorations forcées et dans le liquide de la LBA de patients atteints de BPCO (Keatings et
al., 1996; Lacoste et al., 1993), mais celle-ci est relativement plus faible que dans les voies
respiratoires ou que dans le parenchyme pulmonaire (Finkelstein et al., 1995).

Le recrutement des neutrophiles dans les voies respiratoires ainsi que dans le
parenchyme, implique leur adhérence aux cellules endothéliales par les molécules d’E-
sélectine, dont I’expression est augmentée dans les voies respiratoires chez les patients atteints
de la BPCO (D1 Stefano et al., 1994). Les Neutrophiles adhérents migrent ensuite dans le
tractus respiratoire par chimiotactisme (Noguera et al., 2004). Le recrutement est li¢
notamment a la production de facteurs chimiotactiques tels qui l'interleukine-8 (IL-8/CXCLS)
par les macrophages, les cellules épithéliales et les neutrophiles eux-mémes, mais aussi lié¢ a
la libération du (leucotriecne B4) LTB4 et de la chimiokine Gro-o/CXCL1 (Growth Related
Oncogene- a) (Bazzoni et al., 1991; Tanino et al., 2002; Traves et al., 2002).

Ces cellules possedent des granules contentant des molécules pro-inflammatoires
(protéases) et antimicrobiennes (protéases, lysozymes) qui sont requises lors d’une infection
par un pathogene. Arrivés sur le site inflammatoire, les neutrophiles ont la capacité de libérer
ces protéases comme les protéinases a sérine : 1’¢lastase du neutrophile, la cathepsine G et la
protéinase-3. Ils contiennent aussi deux MMPs : la collagénase (MMPS8) et la gélatinase B
(MMP9) qui, en association avec les protéases a sérine, peuvent dégrader la plupart des
composants de la matrice extracellulaire (Owen, 2008). Ces sérines protéases sont aussi des
stimulants puissants de la production de mucus (Park et al., 2005).

Le role des neutrophiles dans la BPCO n'est pas encore clair, mais il a ét¢ démontré
que le nombre de neutrophiles dans les biopsies bronchiques et des expectoration forcées sont
en corrélation avec la sévérité de la BPCO (Di Stefano et al., 1994; Keatings and Barnes,

1997) de méme qu’avec la diminution de la fonction pulmonaire (Stanescu et al., 1996).
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Cependant, il existe une corrélation négative entre le nombre de neutrophiles et le niveau de

destruction alvéolaire dans la BPCO (Sparrow et al., 1984).

3.7.1.4. Les lymphocytes

L’infiltration de lymphocytes T, chez les patients BPCO, a été décrite par Finkelstein
et ses collaborateurs, qui ont montré une corrélation entre la quantité de lymphocytes T par
mm® de poumon et ampleur de I’emphyséme (Finkelstein et al., 1995). Il a ensuite été
observé que le nombre de cellules CD4+ (T helper) et CD8+ (T cytotoxique/suppresseur)
augmente dans le parenchyme pulmonaire et dans les voies aériennes centrales et
périphériques de patients atteints de BPCO, avec une prédominance des CD8+
(O'Shaughnessy et al., 1997; Saetta et al., 1999). Cette infiltration de lymphocytes T CD8+
semble corrélée a la sévérité de 1’obstruction de voies aériennes (Saeta et al., 1999). Ces
cellules CD8+ peuvent étre cytotoxiques, en libérant des perforines et des granzymes qui
induisent la mort des cellules épithéliales. La perforine va s’insérer dans la membrane de la
cellule cible et y créer des pores. La formation de ces pores n’est pas suffisante pour tuer la
cible mais va plutot permettre I’entrée des granzymes dans la cellule. Les granzymes sont des
protéases qui vont cliver de nombreux substrats dans la cellule cible et conduire a la mort de
celle-ci. Par ailleurs, un second mécanisme met en jeu la protéine FasL, membranaire ou
secrétée par le lymphocyte T, qui va se fixer sur un récepteur Fas (FasR) situé sur la cible. La
liaison de FasL a FasR va déclencher un programme intracellulaire conduisant a 1’apoptose de
la cellule cible. Des concentrations importantes de perforines et une apoptose accrue des
cellules alvéolaires ont été mesurées dans des expectorations de patients atteints de BPCO
(Chrysofakis et al., 2004; Majo et al., 2001)

Les lymphocytes T CD4+ jouent aussi un role dans la réponse adaptative au cours de
la BPCO. Cette réponse est caractérise par la syntheése d’interféron gamma et d’IL-2. Les
hauts niveaux d’interféron gamma dans le poumon de souris adulte conduisent au

développement d’un emphyseme (Wang et al., 2000)
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3.7.1.5. Les éosinophiles

L’éosinophile ne semble pas étre impliqué dans la BPCO, contrairement a I’asthme.
On note néanmoins dans certains cas, une augmentation du nombre d’éosinophiles dans les
liquides de lavages bronchoalvéolaires (LBA) de patients présentant une BPCO stable. La
présence d’éosinophiles chez ces patients peut parfois étre le signe d’un asthme co-existant
(Saha and Brightling, 2006). Par ailleurs, plusieurs études s’accordent a dire qu’une
augmentation du nombre d’¢osinophiles peut étre observée aux cours des exacerbations (Papi

et al., 2006a; Papi et al., 2006b; Saetta et al., 1996)

3.7.2. Les médiateurs impliqués

3.7.2.1. Les cytokines

Les cytokines sont des substances de communication solubles synthétisées par les
cellules, et agissant a distance sur d’autres cellules pour en réguler l'activité et la fonction.
Puisque I’inflammation chronique tient une place importante dans la BPCO, il n’est pas
étonnant que les cytokines jouent un rdle clé dans l'orchestration de I'inflammation chronique.
Le role potentiel des cytokines dans la BPCO a été mis en évidence par plusieurs travaux
effectués chez ’Homme et chez la souris. Plus de 50 cytokines ont été identifiées dans la
BPCO (Yamaya and Osanai, 2011). Dans les paragraphes suivants nous décrivons celles que

semblent le plus important.

3.7.2.1.1. Tumor necrosis Factor-a (TNF-a)

De nombreuses cellules ont la capacité de sécréter du TNF-a, parmi celles-ci, les
cellules épithéliales, les macrophages, les lymphocytes T et les cellules musculaires lisses des
voies aériennes. Les niveaux TNF-a sont augmentés dans les expectorations forcées de
patients atteints de BPCO, en particulier pendant les exacerbations (Keatings et al., 1996). Le
TNF-a a également ¢été fortement impliqué dans I’emphyséme induit par la fumée de cigarette
chez la souris (Churg and Wright, 2007). II serait méme responsable de 70% de I’emphyséme

pulmonaire induit par une exposition a la fumée de cigarette (Churg et al., 2004).
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3.7.2.1.2. L’interleukine-1p (IL-1pB)

Une augmentation de la concentration en interleukine-1(IL-1f) dans les
expectorations forcées de patients BPCO a été également décrite, ainsi que sa corrélation avec
la sévérité¢ de la maladie. C’est ce qui suggere que 1'IL-1 B peut jouer un réle crucial dans la
BPCO. De plus, des antagonistes endogénes de I’IL-1p apparaissent réduits dans la BPCO
(Sapey et al., 2009). Cette cytokine est capable d’activer les macrophages de patients atteints
de BPCO, entrainant une augmentation de la sécrétion d’autres cytokines inflammatoires, de

chimiokines et de métalloprotéases (MMP) 9 (Culpitt et al., 2003).

3.7.2.1.3. L’interleukine-6 (IL-6)

L’interleukine-6 (IL-6) est augmentée dans les expectorations forcées, 1'air expiré, et
le plasma de patients atteints de BPCO, en particulier pendant les exacerbations. Cette
cytokine fonctionne souvent avec d'autres cytokines et contrairement a la plupart, celle-ci est
stable dans la circulation. Elle peut étre donc impliquée dans quelques-unes des
caractéristiques systémiques de la BPCO. De plus, I'IL-6 fournit aussi un lien entre

I'immunité innée et acquise (Bhowmik et al., 2000; Bucchioni et al., 2003).

3.7.2.2. Les chimiokines

Le trafic des cellules immunitaires vers les sites d'infection et de l'inflammation est
sous le contrdle étroit d'une classe spéciale de cytokines avec des propriétés chimiotactiques,
les chimiokines. Les chimiokines sont classées en quatre groupes, en fonction de la position
de leurs résidus cystéine en position N-terminale. Les membres de la famille CC (-
chimiokines) possédent deux premiéres cystéines adjacentes; ceux de la famille CXC (a-
chimiokines) contiennent un acide aminé entre les deux premicres cystéines. Dans la famille
CX3C (o-chimiokines), les deux premicres cystéines sont s€parées par trois acides aminés. La
famille C (y-chimiokines) ne contient qu'une seule cystéine. Les chimiokines sont produites
par la majorité des cellules. Elles se fixent a plusieurs types de récepteurs exprimés sur de
nombreux types cellulaires.

Leurs récepteurs sont divisés en deux grands types : les récepteurs CC (CCR) et les

récepteurs CXC (CXCR). Toutes les chimiokines exercent leur fonction en se fixant sur des
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récepteurs couplés aux protéines G. Il existe au moins 10 sous types de récepteurs CCR (B) et
sept CXCR (o). Ces récepteurs montrent souvent une spécificité pour plus d’un ligand. La
fixation de la chimiokine sur son récepteur entraine plusieurs voies de signalisation comme la
voie des MAP kinases, tyrosine kinases et les sérine-thréonine kinases (Devalaraja and
Richmond, 1999; Schwarz and Wells, 2002).

La premiere chimiokine identifiée dans la BPCO a ét¢ CXCLS, mais depuis, d’autres
chimiokines ont été mises en évidence. Trois d’entre elles dont les taux sont augmentés dans
les liquides bronchoalvéolaires de sujets fumeurs comparé a des non fumeurs sont décrites ci-

dessous (Keatings et al., 1996; Kuschner et al., 1996; Lacoste et al., 1993).

3.7.2.2.1. L’interleukine 8 (IL-8/CXCLS)

L’IL-8/CXCLS8 (Interleukine 8) est une cytokine appartenant a la famille des
chimiokines C-X-C. Elle est synthétisée par les cellules épithéliales et macrophages en
réponse a divers stimuli tels que le TNF-a, ’IL-1, le LPS, certains virus, les espéces activées
de I’oxygéne et la fumée de cigarette (Gallelli et al., 2010; Mulligan et al., 2009; Rossol et al.,
2011). L’IL-8/CXCLS8 est dotée d’un pouvoir chimiotactique principalement envers les
neutrophiles mais aussi envers les monocytes, basophiles, lymphocytes T, kératinocytes et
cellules endothéliales. Elle interagit avec ces cellules grace a deux récepteurs appartenant a la
grande famille des récepteurs couplés aux protéines G : CXCRI1 et CXCR2 (Schwarz and
Wells, 2002).

Keatings (1996) et ses collaborateurs ont montré une augmentation des
concentrations de TNF-a et d’IL-8/CXCL8 dans les expectorations forcées des patients
atteints de BPCO en comparaison a des patients fumeurs, mais avec une fonction pulmonaire
normale et des patients non-fumeurs. De plus, ils montrent une corrélation entre
l'augmentation de ces cytokines et le nombre de neutrophiles dans les expectorations

(Keatings et al., 1996; Lacoste et al., 1993)
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3.7.2.2.2. Monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1/CCL2).

La Monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1/CCL2) active le récepteur CCR2 sur les
monocytes et les lymphocytes T. Cette chimiokines est ¢galement secrétée par différents types
des cellules, comprenant les macrophages alvéolaires, les cellules endothéliales, les cellules
musculaires, les lymphocytes T et les fibroblastes. Elle est aussi un puissant facteur
chimiotactique des monocytes (de Boer et al., 2000; Traves et al., 2002; Traves et al., 2004).
De plus, MCP-1/CCL2 peut induire la libération de différentes cytokines, telles que le TNF-a
et [IFN-y, donc MCP-1/CCL2 est impliquée dans I'accumulation de macrophages (Rolfe et al.,
1992; Standiford et al., 1991). D'autres effets de la MCP-1/CCL2 incluent la stimulation de
I'endothélium, la cicatrisation des plaies, la migration des cellules endothéliales,
I’angiogenese, l’augmentation du volume du muscle lisse vasculaire (hyperplasie),
I’augmentation de collagene et de TGF- par les fibroblastes. La MCP-1/CCL2 peut aussi
avoir un effet autocrine sur les cellules épithéliales (Furukawa et al., 1999; Salcedo et al.,
2000; Weber et al., 1999). Ces données confirment le réle majeur de la MCP-1/CCL2 dans le
remodelage et dans I’inflammation des voies aériennes, d’une maniere directe, ou par

l'intermédiaire des macrophages.

3.7.2.2.3.  Growth Related Oncogene-a (Gro-o/CXCL1)

Gro-o/CXCL1 (Growth Regulated Oncogene-alpha) est une cytokine appartenant
¢galement a la famille des chimiokines C-X-C. Elle est capable d’activer les neutrophiles, les
monocytes, les basophiles et les lymphocytes T via le récepteur CXCR2 et CXCR1. Comme
I’IL-8/CXCL-8, elle possede une activité chimiotactique envers les neutrophiles et les
monocytes. En plus de ses propriétés chimiotactiques, la Gro-o/CXCL1 peut étre impliquée
dans la cicatrisation des plaies et dans I’angiogene¢se (McColl and Clark-Lewis, 1999;
Mukaida et al., 1998a). Différents auteurs ont pu mettre en évidence que le TNF-a, I’IL-
8/CXCL-8 et Gro-a/CXCLI1 entrainent une dégranulation de neutrophiles ainsi qu’un stress
oxydant, pouvant étre a I’origine d’une dégradation de la matrice et du tissu épithélial (Jones
etal., 1997).

Les CCL3/MIP-1a, CCL4 /MIP-18, et CCLS5 qui possedent un récepteur commun le
CCRS5, semblent aussi €tre impliquées dans la physiopathologie de la BPCO. En effet, les
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lymphocytes T exprimant CCRS5 sont augmentés d’une maniére 1égeére a modérée dans les
voies respiratoires des patients atteints de BPCO et dans les expectorations de ces patients. De
plus, CCRS contribue au recrutement de ces cellules dans les voies respiratoires des ces
patients (Costa et al., 2008; Di Stefano et al., 2001).

Les lymphocytes T des voies aériennes des patients atteints de BPCO présentent une
augmentation de I’expression de CXCR3 activée par le MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10, I-
TAC/CXCLI11). Une fois activés, les lymphocytes libérent des chimiokines capables d’attirer
d’autres cellules CD8+ et CD4+. Il en résulte donc une boucle « d’auto-attraction » qui peut

expliquer I’accumulation de lymphocytes au niveau des poumons (Barnes and Cosio, 2004).
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Figue 9: Représentation schématique du réseau des cytokines dans la BPCO

(D’aprés: Barnes, 2009)

Dans le but de comprendre le processus inflammatoire sous-jacent et d'identifier des
cibles pour le développement de nouveaux traitements anti-inflammatoires, différentes études
sur le role des cytokines, des chimiokines, dans la BPCO ont été réalisées. Les cytokines
jouent un rdle clé dans l'orchestration de l'inflammation chronique, et plus de 50 cytokines ont

¢té identifiées dans la BPCO. Elles travaillent dans des réseaux complexes qui interagissent,
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et il y a souvent une redondance dans leurs fonctions Ce réseau est complexe, car les
cytokines peuvent avoir des actions différentes, voire opposées, en fonction du contexte
inflammatoire présent ou dans différents types cellulaires (Figure 9). Ainsi, malgré les travaux
¢tendus qui montrent une augmentation de cytokines chez le patient de la BPCO, leur rdle

dans cette pathologie complexe est encore mal connu (Barnes, 2009).
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3.7.3. Les voies de signalisation impliquées

Confrontées aux changements de leur environnement, les cellules doivent étre
capables de détecter et d'intégrer ces modifications pour produire une réponse adéquate grace
a un vaste réseau de voies de signalisation intracellulaires. Les stimuli extérieurs sont percus
par l'intermédiaire de diverses structures membranaires, puis un signal est initié et se propage
vers les structures les plus profondes de la cellule. Cette propagation du signal implique des
activations en cascade de nombreuses molécules. Toute la machinerie cellulaire est alors
mobilisée pour permettre I'émergence d'une réponse appropriée. Ces réponses peuvent
intervenir sur la prolifération, la différenciation cellulaire ou favoriser une réaction
inflammatoire.

Les cytokines jouent un role trés important dans 1I’inflammation et donc dans la
physiopathologie de la BPCO. La régulation de I’expression des cytokines pro-inflammatoires
et des chimiokines implique de nombreuses voies de signalisation.

Il existe plusieurs cascades de kinases qui permettent la transmission des stimuli
extérieurs, mais cette section est consacrée aux voies MAP kinases (« Mitogen Activated
Protein kinases »), JAK/STAT («Janus Kinases / signal transducers and activators of

transcription» et SFKs (« Scr Family of protein tyrosine Kinase »)

3.7.3.1. Les voies MAP kinases (« Mitogen Activated Protein kinases »).

Les « Mitogen Activated Protein Kinases » ou MAP Kinases constituent un groupe
de sérine/thréonine kinases, activées en réponse a de nombreux stimuli extracellulaires (virus,
bactéries, cytokines, facteurs de croissance, hormones). Une fois activées, les MAP kinases
permettent une amplification rapide du signal initial et sa transduction depuis la surface de la
cellule jusqu’au noyau. Cette transmission du signal s’effectue par des cascades de
phosphorylations, aboutissant a terme a une activation de facteurs de transcription, permettant
ainsi ’expression de génes impliqués dans la prolifération, la différenciation, le contréle du
cycle cellulaire, I'apoptose et I’inflammation (Adcock et al., 2006).

Les trois principales familles de MAP kinases majoritairement décrites dans la
littérature sont la voie ERK (« Extracellular signal-regulated kinase »), JINK (« c-jun NH2-
terminal kinase ») et p38 (Figure 10).
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(D’apres: http://www.cellsignal.com/pathways/map-kinase.jsp)

- Lavoie “Extracellular signal -regulated kinase” (ERK-1/ERK-2)

D’une facon générale, la voie ERK1/2 est activée par la fixation d’un ligand, tel

I’EGF, qui se lie a son récepteur a tyrosine kinase (EGFR), entrainant ainsi la formation du
complexe actif Ras. Les molécules adaptatrices Grb2 et SOS sont responsables d’une perte
d’affinité pour le GDP qui est alors libéré dans le cytoplasme et aussitdt remplacé par la
liaison d’une molécule de GTP sur le méme site. Le complexe actif Ras-GTP se lie au
domaine régulateur de Raf, qui phosphoryle et active ainsi MEK, qui active par la suite

ERK1/2.

Dans de nombreux cas, les ERK peuvent également étre activées d'une maniére

indépendante de Ras, par des stimuli pro-inflammatoires incluant le TNF-a, des PAMPs, tels
que le lipopolysaccharide, et par des DAMPs, tels que les lipoprotéines oxydées de basse

densité dans le cas de I'athérosclérose et d'acide urique dans le cas de la goutte. Lorsque la
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proté¢ine ERK1/2 est phosphorylée, elle peut traverser la membrane nucléaire pour
phosphoryler les facteurs de transcription Elkl, SAP et PPARYy ou encore des protéines
cytosoliques comme la phospholipase A2 (PLA2). D’autres cibles d’ERK sont décrites,
comme la protéine kinase RSK2. Celle-ci peut activer le facteur de transcription CREB.
CREB est également activé par phosphorylation dépendante de ’AMP cyclique (Igbal and
Zaidi, 2005; Marinissen and Gutkind, 2001; Matthews and O'Neill, 1999; Park et al., 1999;
Sohn et al., 2007). De plus, les protéines ERK sont également activées par une up régulation
de la Scr Family ou par l'activation de récepteurs de chimiokines couplés a la protéine G
(Ovrevik et al., 2004; Parsons and Parsons, 2004).

Enfin, une fois activée, la voie ERK peut étre inactivée par des mécanismes de
rétrocontrdle induits par eux-mémes ou par leurs substrats. En effet, ERK1/2 est inhibée par
déphosphorylation par les MAP kinases phosphatases, dont l'expression est controlée par
ERK1/2 ou leurs substrats. La voie de ERK1/2 peut étre également inactivée apres 1’inhibition
de SOS, (une des upstream protéines impliquées dans l'activation de la voie RAS-MAPK),
suite sa phosphorylation par RSK2, un substrat d’ERK (Zassadowski et al., 2012) (Figure 11).
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Figure 11: Voies de signalisation des Extracellular signal-regulated kinase (ERK-1/ERK-2)

(D’apreés http://www.cellsignal.com/pathways/map-kinase.jsp)
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- INK (« c-jun NH2-terminal kinase »

La protéine JNK a été initialement identifié¢e comme une protéine kinase purifiée a
partir de foies de rats traités par le cycloheximide, un antifongique qui bloque la synthése
protéique. Cette MAP kinase est activée pendant la mitogénése, mais elle peut étre aussi
activée par des stress environnementaux (choc thermique, radiations UV, les oxydants), par
des génotoxiques, par des peptides vasoactifs, par des cytokines pro-inflammatoires et
finalement par des PAMP/DAMP.

L’activation de cette MAP kinase est médi¢e par deux petites protéines G, Rac et
cdc42. Toutes deux peuvent activer MEKK1,4 (Erk Kinase Kinase 1,4) qui phosphoryle
MKKH4. Des activations de MKK4/7 par les protéines MLK3 (Mixed Lineage Kinase-3) et
ASKI1 (Apoptosis Signal-regulating Kinase 1) sont également décrites. MKK4/7 peut ensuite
phosphoryler JNK qui pourra a son tour activer des facteurs de transcription comme c-Jun,
protéine activatrice-1 (AP-1), ATF-2, etc (Alvarez, 2005). Les JNK sont codées par trois
genes JNK 1-3 et possedent trois isoformes (Yang et al., 2013). JNK1 semble participer a la
phosphorylation de c-jun alors que JNK2 régulerait plutot la stabilit¢ de ce facteur de

transcription (Sabapathy et al., 2004). Finalement JNK 3 est exprimée dans les neurones du

systeme nerveux central (Probst et al., 2011).
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Figue 12 : Représentation schématique de la voie de signalisation JNK
(Adapté d’Alavrez et al., 2005)
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e p38

La kinase p38 est activée en réponse a des cytokines inflammatoires, des endotoxines
(LPS) et des stress osmotiques. Pour résumer, les kinases MLK et TAK peuvent activer
MKK3/6 qui phosphoryle p38. p38 activée favorisera notamment I’action des facteurs ATF-2,
CREB, Stat3, Elkl, c-Myc et NF-kB. La famille MAP Kinase p38 est composée de 4
enzymes : p38a, p38P, p38y et p38d. En particulier, la voie p38 a est bien caractérisée par son
role dans la production de cytokines dans les cellules immunitaires (Hashimoto et al., 1999a;
Hashimoto et al., 1999b; Lee et al., 1994). Cette voie peut étre activée non seulement par un
stress cellulaire tel qu’un choc osmotique, mais aussi par des facteurs de croissance, les

rayonnements UV, les ligands des récepteurs couplés aux protéines G et des hormones.
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Figue 13: Représentation schématique de la voie de signalisation p38
(Adapté d’Alavrez et al., 2005)

Comme précédemment expliqué, le signal de transduction des MAP Kinases est sous
la dépendance de différents stimuli, puis s’ensuit une interaction avec des récepteurs
transmembranaires tels que les récepteurs a tyrosine kinase ou les « RCPG ». Il est bien connu

que la fumée de cigarette est un de ces stimuli, en revanche les récepteurs et les mécanismes
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impliqués restent inconnus. En fait, I’exposition a la fumée de cigarette est associée a une
induction de différentes cytokines pro-inflammatoires, par exemple la production d’IL-
8/CXCS, qui est dépendante de la voie ERK 1/2 (Lau et al., 2011). Le récepteur EGFR semble
étre le responsable de cette activation (Li et al., 2007). Bien que les MAP kinases aient
individuellement montré leur rdle essentiel dans la physiopathologie de la BPCO, la
complexité¢ de leur mécanisme et leurs différentes interactions compliquent leur étude et la

compréhension globale du réle qu’elles jouent dans cette pathologie.

3.7.3.2. Janus Kinases/signal transducers and activators of transcription

(JAK/STAT)

Les ¢études sur l'induction de genes par des interférons ont mené a la découverte de la
kinase Janus (JAK) et des transducteurs de signal et activateurs de la transcription (STAT),
qui depuis ont ¢été largement décrits comme voie de signalisation commune pour de
nombreuses cytokines. En effet, le principal mécanisme par lequel les récepteurs de cytokines
traduisent les signaux intracellulaires débute par ’activation de la voie de signalisation
JAK/STAT. Les réponses des cytokines sont sous la dépendance de I’activation des récepteurs
(JAKs) couplés aux tyrosines kinases cytosoliques, ce qui entraine trés souvent le
rapprochement de deux récepteurs de telle sorte qu’ils puissent s’auto-phosphoryler sur leurs
tyrosines. Ce phénoméne de dimérisation est suivi par une phosphorylation et activation de
protéines régulatrices appelées STAT (Li et al., 2012). Ces protéines migrent vers le noyau
sous forme de dimeres et se lient a leur site de reconnaissance, cytokine responsive promotor

element (CRPE), stimulant la transcription de genes (Liu et al., 1998) (Figure 14).
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Figue 14 : Représentation schématique de la voie de signalisation JAK/STAT.
(Adapté de Yi Liet al., 2012)
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Actuellement, quatre JAK ont été identifiées chez les mammiferes, Jakl, Jak2, Jak3
et Tyk2 (tyrosine kinase 2), et sept éléments STAT ont été caractérisés, Statl, Stat2, Stat3,
Stat4, Stat5, Stat6 avec deux isoformes de Stat5 appelées StatSa et Stat5b. Chaque récepteur
de cytokine est apparemment couplé a un ensemble spécifique de JAK et STAT, résumé dans

le tableau 2.
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Ligand Récepteurs JAK-Kinase Stat Family Members
IL-6 IL-6Ra Jak1,Jak2,Tyk2 Statl, Stat3
IL-11 IL-11R Jak1,Jak2,Tyk2 Stat3

CNTF, CT-1, LIF, OSM

CNTFR, CT-1R, LIFR, OSMR

Jakl1,Jak2,Tyk2

Stat3, Statl,Stat5

G-CSF G-CSFR Jak2,Tyk2 Stat3

IL-12 IL-12RB1, IL-12RB2 Jak2,Tyk2 Stat4

Leptine LeptineR Jak2 Stat3, Stat5, Stat6
IL-3 IL-3Ro+Be Jak2 Stat3, Stat5, Stat6
IL-5 IL-5RpBc Jak2 Stat3, Stat5, Stat6
GM-CSF GM-CSFRfc Jak2 Stat3, Stat5
Angiotensine GPCR Jak2,Tyk2 Statl, Stat2, Stat3
Serotonine GPCR Jak2 Stat3

o-Trombine GPCR Jak2 Statl, Stat3
Chemokines CXCR Jak2, Jak3

1L-2 IL-2Ro+ IL-2Rb+ yc Jakl1,Jak2, Jak3 Stat3, Stat5

1.4 IL-4Ro+ ycR Jak1, Jak3 Stat6

1L-7 IL-7R+ yc Jakl1, Jak3 Stat3, Stat5

IL-9 IL-9R+ yc Jak1, Jak3 Statl, Stat3, Stat5
IL-13 IL-13Ral+ IL-4Ra Jak1,Jak2,Tyk2 Stat6

IL-15 IL-15Ro+ IL-2RB+ye Jak1, Jak3 Stat3, Stat5

IL-19 IL-20Ro+ IL-20RB Jak1 Stat3

IL-20 IL-20Ro-+1L-22,IL-20RB Jakl1 Stat3

1L-21 IL-21R+yc Jakl1, Jak3 Statl, Stat3, Stat5
1L-22 IL-22R+IL10RB Jakl, Tyk2 Statl, Stat3, Stat5
IL-23 IL-12RB1+IL-23R Jak2, Tyk2 Stat4

IL-24 IL-20Ro+1L-22,IL-20RB Jak1 Stat3

IL-26 IL-20Ro+IL-10RB Jakl, Tyk2 Stat3

IL-27 gp130+WSX1 Jak1,Jak2,Tyk2 Statl, Stat2,Stat3 Stat4, Stat5

IL-28A, IL-28B IL-29

IL-28+IL10RB

Jak1,Tyk2

Statl, Stat2,Stat3 Stat4, StatS

1L-31 IL-31Ro+OMR Jakl1,Jak2,Tyk2 Statl, Stat3, Stat5
IL-35 gp130+WSX1 Jak1,Jak2,Tyk2 Statl, Stat3, Stat5
GH GHR Jak2 Statl, Stat5

TPO TPOR Jak2,Tyk2 Statl, Stat3, Stat5
EPO, Pro EPOR, ProlactineR Jak2 Stat5

IFN (o/B) IFNAR 1+ IFNAR2 Jakl, Tyk2 Statl, Stat2, Stat3, Stat4, Stat5
IFN-y IFNyR 1+ IFNyR2 Jak1, Jak2 Statl

IL-10 IL-10Ro+IL10-RB Jak1,Tyk2 Statl, Stat3, Stat5
TLSP TLRPR et IL-17R Jak1 Stat3, Stat5

EGF EGFR Jak1 Statl, Stat3, Stat5
PDGF PDGFR Jakl1, Jak2 Statl, Stat3, Stat5

Tableau 2: Les récepteurs des cytokines et leurs protéines JAK et STAT

38



Introduction

La voie de signalisation JAK/STAT est impliquée dans différentes fonctions tres
spécifiques. En effet, plus de trente cytokines et hormones activent cette voie, celles-ci ont un
role essentiel dans I'immunité innée et acquise, la prolifération, la différenciation et le cycle
cellulaire. De plus, la voie JAK/STAT régule la migration et le métabolisme de la cellule. Les
récepteurs couplés a JAK/STAT sont regroupés en plusieurs familles en fonction de leur
nature multimérique et de leur couplage a une ou plusieurs protéines JAK (Kisseleva et al.,

2002).

La famille du récepteur de [’hormone de croissance :

Elle comprend les récepteurs de I’hormone de croissance (GHR), le récepteur de
’érythropoiétine (EPOR), le récepteur de facteurs de croissance des granulocytes (G-CSFR),
le récepteur de la thrombopoiétine (TPOR), le récepteur de la prolactine (Prolactine R) et le

récepteur de la leptine (leptine R)

- Les familles de récepteurs d’interleukines :

Ces familles comprennent les récepteurs des interleukines 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11,

12,15, 21, 22, 23.

- Les récepteurs des interférons:

IIs correspondent aux trois types d’interférons : les interférons (a/B) du type 1 qui se
lient aux récepteurs IFNAR (sous-unité IFNAR1 et IFNAR?2) ; les interférons (y) du type 2 se
liant aux récepteurs IFNyYR (sous-unité IFNyR1 et IFNyR2) ; les interférons du type 3 (IFNyl
ou IL-29, IFNy2 ou IL-28A et IFNy3 ou IL-28B). Ils se lient aux récepteurs IFNLR composés
de sous-unités (IL-28+IL10R).

Une grande partie des propriétés de JAK/STAT a ¢été¢ démontrée grace a des études
sur des souris knockout. En effet, la délétion du geéne responsable de la transcription de Jak?2
aboutit a un phénotype létal pour I’embryon. Le méme phénotype a été aussi observé chez les
animaux dont le géne Stat3 a été supprimé. Ceci permet de démontrer I’importance de cette
kinase dans les processus précoces du développement embryonnaire. De méme, des souris

knockout pour Jak3 et Stat5a ou Stat5h présentaient une défense immunitaire déficiente.
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Cependant, une activation constitutive de JAK a été remarquée dans un certain nombre de
lignées cellulaires dérivées de tumeurs, suggérant que les mécanismes de dérégulation de JAK
peuvent contribuer a des altérations de croissance et de transformation cellulaire. En
revanche, le mécanisme et le role des facteurs STAT dans 1’oncogéne reste inconnus
(Kisseleva et al., 2002).

La signalisation JAK/STAT est aussi importante dans la réponse immunitaire innée
liée au LPS. De plus, Stat3 semble étre impliquée dans les Iésions pulmonaires aigués induites
par le LPS (Severgnini et al., 2004)

La signalisation de JAK/STAT interagit directement ou indirectement dans d'autres
voies de signalisation. Effectivement, la voie principale de signalisation est souvent
accompagnée de voies annexes permettant 1’activation d'autres voies de signalisation y
compris les MAP kinases, la Phospholipase C vy, la PI3 kinase ainsi que par SFKs (Scr famille
de tyrosine protéine kinase), et plus particulierement de Src. STAT peut également éEtre
activée par des récepteurs de facteurs de croissance, en particulier ’EGF (Shuh et al., 2011;

Su et al., 2010).

3.7.3.3. Les “Src Family of protein tyrosine Kinase”

La famille des tyrosine-Kinases Src comprend au moins huit membres, Src, Blk, Fgr,
Fyn, Hck, Lck, Lyn et Yes. Ces kinases jouent un rdle clé dans la régulation de la transduction
du signal, grace a leurs interactions avec différents récepteurs de surface cellulaire dans
plusieurs contextes. Cette régulation implique de nombreux processus comme la croissance, la
différenciation, la migration et la survie cellulaire. Elle agit aussi sur des signaux cellulaires
spécifiques. En effet, les Src sont activées suite a la reconnaissance des immuno-récepteurs,
des récepteurs de cytokines (JAK/STAT), des récepteurs couplés aux protéines G et des
récepteurs de PTK (New and Wong, 2007; Thomas and Brugge, 1997). De plus, la famille Src
peut étre activée par l'irradiation UV et le LPS (Avila et al., 2012; Byun et al., 2012;
Kitagawa et al., 2002; Tseng et al., 2012).
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Figure 15 : Signalisation de la famille Src et voies de signalisation associées :

(Adapté de New eand Wong, 2007)
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4. Mécanismes impliqués dans la pathogenese de la BPCO

La plupart des auteurs ont montré que les processus concourant a la destruction des
structures alvéolaires au cours de la BPCO sont une conséquence d’une inflammation
chronique qui implique :

- D’une part, la perturbation de 1’équilibre entre lez enzymes protéolytiques et les
antiprotéases dans les poumons, entrainant une augmentation de 1’activité protéolytique et
provoquant la destruction du parenchyme pulmonaire, conduisant ainsi au développement de
I’emphyséme.

- D’autre part, le déséquilibre entre les antioxydants et les espéces réactives de
I’oxygéne (ROS) générées par la fumée de cigarette ou libérées par les cellules
inflammatoires. Ce stress oxydant est responsable d’un dysfonctionnement de la mort

cellulaire et de dommages a la matrice extracellulaire des poumons (Barnes, 2003).

4.1. Role de la balance protéase-antiprotéase

Le concept qu’un déséquilibre de la balance protéase-antiprotéase conduisant au
développement de I’emphyséme est survenu suite a 1’observation par Eriksson, d’une
corrélation entre la diminution des taux sériques de la al-AT et le développement d’un
emphyséme (Eriksson, 1964). Ce constat a ét¢ ensuite appuyé par d’autres travaux qui ont
démontré un lésion pulmonaire trés proche de I’emphyséme humain apres ’instillation intra-
trachéale d’enzymes protéolytiques chez le rongeur (Gross et al., 1965). Ces résultats ont
abouti a la théorie du déséquilibre de la balance protéase-antiprotéase, qui perdure encore
aujourd’hui et est considéré comme la clé de la physiopathologie de la BPCO (Mal et al.,
1999). Différentes protéases régulent la destruction des composants de la matrice
extracellulaire, en particulier 1'élastine, qui produira une perte de 1’¢lasticité du parenchyme

pulmonaire

4.1.1.  Les protéases

Les protéases sont des enzymes protéolytiques qui catalysent la dégradation des
composants des tissus conjonctifs tels que 1'¢lastine, le protéoglycane, la fibronectine et du

collagene type I, II, III, IV. L'élastine comprend un pourcentage appréciable de I'ensemble du
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contenu protéique dans certains tissus, comme les artéres, certains ligaments et les poumons.
Chez 'Homme, les protéases sont retrouvées dans le pancréas et dans certaines cellules telles
que les neutrophiles, les macrophages, les monocytes, les plaquettes, les cellules musculaires
lisses et les fibroblastes. Il existe quatre classes majeures de protéases : les protéases a serine,
les protéases a cystéine, les protéases a acide aspartique et les métalloprotéases. Elles sont
classifiées selon leur mécanisme catalytique. Par exemple, les protéases a serines possedent

dans leur site enzymatique, une sérine nécessaire au clivage protéique.

4.1.1.1. Les sérines protéases

Les protéases a serine représentent environ un tiers de protéases totales actuellement
identifiées. L’¢lastase du neutrophile, la cathepsine G et la protéinase3 sont les sérines
protéases principalement impliquées dans la BPCO. Parmi celles-ci, 1’¢lastase du neutrophile

joue un réle prépondérant.

4.1.1.1.1. L’¢lastase du neutrophile

- Caractéristique

Bien que l'activité des protéases leucocytes ait ét¢ décrite au début du XX siccle,
I’¢lastase du neutrophile (NE) a seulement ¢été identifiée en 1968 par Janoff et Scherer (Janoff
and Scherer, 1968). La NE est une glycoprotéine de 218 acides aminés, d’environ 30 kDa
avec un caractere fortement basique (pI=10.5). Le terme "élastase" est utilisé pour décrire une
enzyme capable de produire des peptides solubles a partir de I'¢lastine insoluble. Cependant,
I’¢lastine ne représente pas leur substrat préférentiel (Owen, 2008). L’¢lastase du neutrophile
est synthétisée sous la forme d’une pré-pro-protéine inactive contenant un peptide signal et un
pro-dipeptide en position N-terminale (Gullberg et al., 1997). Son activation nécessite le
clivage du peptide signal par une peptidase dans le réticulum endoplasmatique et du dipeptide
de la pro-région par la Dipeptidyl peptidase I (Adkison et al., 2002) ainsi que le clivage en C-
terminal d’un peptide de 20 résidus. Les NEs actives sont ensuite stockées dans les granules
azurophiles dans I’enveloppe nucléaire, jusqu’a ce qu’elles soient libérées aprés exposition a

des facteurs pro-inflammatoires (Clark et al., 1980)
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- Fonctions biologiques

La NE est actuellement considérée comme une enzyme multifonctionnelle.
Initialement, elle a été reconnue comme une enzyme de dégradation capable de tuer les agents
pathogénes et de cliver les composants de la matrice extracellulaire. Cependant, des données
récentes lui ont attribué un réle dans la réponse inflammatoire. Elle intervient dans les
processus de chimiotactisme et de migration par clivage des molécules ou agit dans le
processus de libération de chimiokines, de cytokines, des facteurs de croissance, et modulent
leur activité biologique. Nous allons décrire certaines de ces fonctions dans la réponse

inflammatoire ainsi qui ses activités antimicrobiennes.

- La défense antimicrobienne

La NE présente un role important dans la défense de I'hdte contre les infections des
microorganismes. Ce rdle antimicrobien a été notamment mis en évidence chez des souris
déficientes pour la NE. Cette déficience empéche la défense de 1’hdte conte les infections a
E.coli, K. pneumoniae et P. aeruginosa (Belaaouaj et al., 2000; Belaaouaj et al., 1998; Hirche
et al., 2008). Suite a une infection, les bactéries sont internalisées par les neutrophiles par
formation de phagosomes. L’activation des neutrophiles conduit alors a une fusion des
granules intracellulaires avec les phagosomes et a la libération de protéases a I’intérieur des
phagolysosomes. De cette fagon, cette protéase digere les protéines de surface des bactéries,
essentielles au maintien de la virulence et a la stabilité de la structure de la bactérie (Pham,
2006).

La NE a également une activité antimicrobienne a 1’extérieur des PMN. En effet, la
NE est impliquée dans la formation de fibres extracellulaires composées d’ADN. Ces fibres
sont appelées NETs (Neutrophil extracellular trap) car elles vont empécher la propagation,
dégrader les facteurs de virulence et éliminer les bactéries. La NE favorise également la

migration des neutrophiles vers le site inflammatoire (Wartha et al., 2007)

- Roéle dans la réponse inflammatoire

La NE est capable de dégrader différents composants de la matrice

extracellulaire comme 1'¢lastine, le collagéne (type I-IV), la fibronectine, la laminine et les
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protéoglycanes (Ginzberg et al., 2001). De plus, elle cible d’autres molécules biologiques
comme les cytokines et chimiokines. Elle peut également activer des récepteurs par clivage
(exemple du récepteur du TNF-a ou des récepteurs PAR1) ou en inactiver (récepteurs PAR 2
et 3 par exemple) (Cumashi et al., 2001; Dulon et al., 2003; Suzuki et al., 2009). La NE a la
capacité de cliver les précurseurs inactifs des chimiokines et des cytokines en une forme
active. Cette propriété protéasique lui permet de recruter des leucocytes sur le site
inflammatoire et donc de jouer un rdle crucial dans [’orchestration de la réponse
inflammatoire. Cette protéase a la capacité de cliver CXCRI1, le récepteur de CXCLS/IL-8,
augmentant ainsi la concentration de cette chimiokine sur le site inflammatoire (Hartl et al.,
2007)

La NE peut également activer des récepteurs membranaires cibles comme le TLR4
ou I’EGFR « epithelial growth factor receptor » de fagon indirecte. En effet, la NE clive une
protéase membranaire appelée meprin-a, qui va activer le TLR4 et ’EGFR entrainant
I’activation de NFk-B et des MAP Kinases et la production de CXCL8/IL-8 (Bergin et al.,
2008). La NE peut aussi activer ’EGFR par I’intermédiaire d’une autre voie impliquant les
ROS entrainant une production de MUCS5AC (Shao and Nadel, 2005). Les récepteurs PARs
sont aussi des cibles de la NE. La NE peut activer PAR-2 entrainant une action pro ou anti-
inflammatoire. Dulon et al., ont montre une inactivation de PAR-2 par la NE (Dulon et al.,
2003). La NE entraine par ailleurs une augmentation de la production de protéases du
macrophage comme la cathepsine B et la MMP-2(Geraghty et al., 2007). De plus cette
protéase peut aussi étre activée par la MMP-9 et dégrader son inhibiteur endogene, TIMP-1
(tissue inihibitor of metalloprotease 1) (Jackson et al., 2010)

Outre sa fonction d’activateur des récepteurs et cytokines, la NE présente ¢galement
la capacité de les inactiver les rendant ainsi moins sensibles. En effet, la NE est capable de
cliver des cytokines/chimiokines comme le TNF-a, I’'IL-2 et I’IL12p40 et de diminuer ainsi
leur demi-vie et donc la signalisation qu’elles peuvent induire (Ariel et al., 1998).
Curieusement, elle clive aussi I’'IL-6 et CXCLS8/IL-8, alors que elle induit également leur
production (Bank et al., 2000; Witherden et al., 2004).

Le CD4, le CD8, le CD25, le CD40, le CD80 et le CD86 sont é¢galement des cibles
de I’¢lastase. La réponse immune adaptative médiée par les cellules dendritiques et les
lymphocytes est donc inhibée en présence de la NE (Doring et al., 1995; Roghanian et al.,
2006).
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Enfin, du fait que cette protéase a la capacité de dégrader la MEC pulmonaire et
d’augmenter le nombre de leucocytes dans le LBA, des modeles expérimentaux d’emphyséme

induit par la NE sont développés (Couillin et al., 2009).

4.1.1.1.2. La protéinase 3 et la Cathepsine G

La protéinase 3 (PR3) et la Cathepsine G (CG) sont de protéases homologues a la
NE, les séquences protéiques de ces 3 protéases étant trés proches. Et comme la NE, ce sont
des protéases a serine contenues dans les granules azurophiles des PMN. La PR3 et la CG
possedent un role dans la réponse inflammatoire, notamment dans la dégradation de protéines
intracellulaires (dégradation des pathogenes) et extracellulaires comme les protéines de la
matrice (1’¢lastine ou la laminine) (Boudier et al., 1991; Rao et al., 1991).

La PR3 est capable de cliver les PAR-1 entraine son inactivation (Renesto et al.,
1997). De plus, la PR3 est capable de cliver la pro-IL-B et le pro-TNF-a pour entrainer leur
activation.

La Cathepsine G (CG) est capable de cliver et d’activer les récepteurs PAR-4
(Sambrano et al., 2000) et également de cliver et d’inhiber PAR-1(Renesto et al., 1997). Les
cytokines, telles que I'IL-6 et le TNF-a sont aussi inactivées par la CG (Bank et al., 1999;
Scuderi et al., 1991). Le CDI14 est également clivé par la CG, agissant ainsi sur la
phagocytose (Le-Barillec et al., 2000).

La CG joue aussi un role dans la réponse immunitaire adaptative, dans la mesure ou
elle est capable de diminuer 1’expression de CD2, de CD4 et de CDS, qui sont des molécules
exprimées par les lymphocytes T (Doring et al., 1995).
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4.1.1.2. Les Meétalloprotéase

Les Mé¢étalloprotéase (MMPs) représentent une grande famille de protéases
dépendantes du zinc, elles régulent la destruction des composants de la matrice extracellulaire
et de ce fait, jouent un role dans le remodelage tissulaire et la migration cellulaire.

Cette super famille sont constituées de 25 membres. Celle-ci peut étre subdivisée en
collagénases (MMP-1, 8, et 13), gélatinases (MMP-2 et 9), stromélysines (MMP-3, 10 et 11),
matrilysine (MMP-7), MMP du macrophage (MMP-12), MMP membranaires (MMP-14 a
MMP-25) (Srivastava et al., 2007). Les MMPs peuvent étre produites par diverses sources
cellulaires telles que les cellules inflammatoires, stromales et épithéliales. Elles sont
exprimées a des niveaux bas dans les tissus adultes mais leur expression est induite lors des
processus de remodelage physiologiques ou pathologiques tels que le développement
embryonnaire, la réparation tissulaire, I’inflammation et la cancérogénése. Aussi, de
nombreuses ¢études ont montré que les MMP peuvent soit favoriser ou inhiber un processus
inflammatoire par clivage protéolytique direct de médiateurs de l'inflammation, y compris des
chimiokines, des cytokines pour activer, désactiver ou antagoniser leurs fonctions (Churg et
al., 2011). De nombreuses études suggerent une possible implication des MMPs dans la
pathogenése de la BPCO. Parmi toutes, les MMPs, les MMP-2, 9 et 12 jouent un role
important dans la dégradation progressive des structures alvéolaires, notamment I¢lastine et le

collagene.

4.1.1.2.1. La métalloprotéase 2

Des quantités accrues de métalloprotéase 2 (MMP-2) ont ét¢ mesurées chez des
patients atteints de BPCO. Ainsi, certains patients présentent une augmentation d’activité
gélatinolytique dans leurs expectorations forcées, liée notamment a la présence de MMP-2
(Cataldo et al., 2000). En outre, Ohnishi et ses collaborateurs ont montré que la quantité de
MMP-2 peut étre multipliée par plus de 3 dans les poumons, lorsqu’un sujet souffre
d’emphyséme (Ohnishi et al., 1998). Dans cette étude, la MMP-2 a principalement été

localisée au niveau des pneumocytes, des fibroblastes et des macrophages alvéolaires
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4.1.1.2.2. Les metalloprotéases 9

Des études ont mis en évidence une augmentation de MMP-9 dans LBA. Cette
augmentation est corrélée avec le déclin des fonctions pulmonaires et un afflux de
lymphocytes, d’éosinophiles, de macrophages et de neutrophiles, suggérant une implication
de la MMP-9 dans le maintien de I’'inflammation (Finlay et al., 1997b; Mercer et al., 2005).
De plus, Finlay et ses collaborateurs ont montré que les quantités d’ARNm MMP-9 sont plus
importantes dans les macrophages de patients atteints d’emphyséme que dans ceux de
volontaires sains (Finlay et al., 1997a). Des ¢tudes d’immunohistochimie sur des tissus
pulmonaires de patients atteints de la BPCO ont aussi permis de localiser la MMP-9 au niveau
des neutrophiles (Segura-Valdez et al., 2000). Ce lien entre les neutrophiles et la production
de MMP-9 a également été suggéré dans des modeles murins d’exposition a la fumée de
cigarette et au LPS (Corbel et al., 1999; Leclerc et al., 2006). Finalement, la MMP-9 est
activée par clivage par la MMP-2, MMP-3, NE ou par clivage oxydatif (Ramos-DeSimone et
al., 1999; Zhang et al., 2013).

4.1.1.2.3. Les métalloprotéases 12

L’¢lastase du macrophage, ou MMP-12, est une pro-enzyme de 54 KDa, identifiée
comme une métalloprotéase ¢lastolytique (Banda and Werb, 1981; Werb and Gordon, 1975).
Elle peut également étre sécrétée par des cellules épithéliales bronchiques en culture (Lavigne
et al., 2004) et est exprimée par des cellules musculaires lisses des voies aériennes humaines
(Xie et al., 2005).

La MMP-12 joue un role prépondérant dans le développement la BPCO. D’une part
elle dégrade 1’¢lastine qui représente 2.5 % du poids du poumon et dont les produits de ses
dégradations, comme la desmosine, sont présents en grande quantité dans les urines des sujets
atteints de la BPCO. De plus, une corrélation positive entre celle-ci et le déclin de la fonction
pulmonaire a ét¢ démontré. D’autre part, le recrutement des macrophages observé en réponse
a la fumée de cigarette pourrait étre 1i¢ aux propriétés €lastolytiques de la MMP-12. En effet,
la MMP-12 génere des dérivés peptidiques qui possedent des propriétés chimiotactiques pour
des monocytes (Houghton et al., 2006). Plusieurs études ont montré que la MMP-12 est

augmentée dans les expectorations forcées et dans les LBA de patients atteints de BPCO
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comparés aux témoins, suggérant une implication de la MMP-12 dans le développement de la
BPCO (Babusyte et al., 2007)

La MMP-12 est capable de cliver des protéines non matricielles pour réguler divers
processus biologiques. Elle posséde la capacité de cliver le TNF-a latent a la surface des
cellules pour en libérer la forme active (Gearing et al., 1994). Elle peut également inactiver
par clivage protéolytique 1’al1-AT favorisant ainsi 1’action de 1’¢lastase du neutrophile (Banda
et al., 1988; Banda and Werb, 1981). 1l est intéressant de noter que ces deux protéases ont des
actions coopératives car 1’¢lastase du neutrophile est capable quant a elle d’inactiver le TIMP-
1, favorisant 1’activit¢ de la MMP-12 (Itoh and Nagase, 1995). Enfin, une autre fonction
importante de la MMP-12 est activée d’autres MMPs comme la MMP-2 et la MMP-3,
participant ainsi a ’amplification des processus de cascades protéolytiques (Matsumoto et al.,
1998).

Pendant I’activation, les protéases modulent les processus inflammatoires en clivant
les composant de la MEC, les cytokines/chimiokines et les récepteurs membranaires (Pham,
2006). Mais D’activité excessive des protéases libérées dans le milieu extracellulaire peut
conduire a la dégradation protéolytique du tissu extracellulaire et doit étre maintenue sous
controle. En conditions physiologiques, 1’activée protéolytique des protéases est régulée par

des inhibiteurs naturels, les antiprotéases présentes sur le site inflammatoire.

4.1.2. Les anti-protéases

4.1.2.1. Inhibiteurs de 1’activité protéolytique des protéases a serine du

Neutrophile

L’activité protéolytique des protéases a serine est étroitement contrdlée par des
inhibiteurs endogenes d’origine plasmatique ou tissulaire qui ciblent une ou plusieurs de ces
protéases. L’inhibiteur de I'alpha-1 protéinase (a1-PI) initialement appelé al-Antitrypsine est
le principal inhibiteur systémique de I’activité¢ de la NE qui augmente au cours des phases
aiguées de I’inflammation et de I’infection (Bergenfeldt et al., 1992). Cette antiprotéase est
¢galement capable d’inhiber la PR3. Elle est une des principales anti-protéases de 1’organisme
et fait partie des protéines appelées Serpines pour « Serine protease inhibitors ». Elle est
produite par les hépatocytes et les cellules épithéliales pulmonaires et sa fonction principale

s’exerce au niveau du parenchyme pulmonaire (Boutten et al., 1998; Sallenave et al., 1997,
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Venembre et al., 1994). Chez les sujets présentant un déficit génétique en al-Pl, le
déséquilibre entre cette antiprotéase et protéase peut aboutir a la dégradation de la structure
pulmonaire et au développement d'un emphyséme (Wood and Stockley, 2007).

Par ailleurs, une étude réalisée par Churg et ses collaborateurs a montré que al-PI est
¢galement capable d’inhiber la libération de MMP-12 et de TNF-a par des macrophages
alvéolaires en culture stimulés par la fumée de cigarette (Churg et al., 2007b). Ces résultats
mettent en évidence des aspects anti-inflammatoires de cette anti-protéase.

Durant les infections et lors des libérations accrues de NE, la protection par al-PI
peut étre complémentée par une production locale (par les cellules épithéliales et les cellules
du systéme immunitaire) d’inhibiteurs de protéases « alarmes » tels que le SLPI (Secretory
Leukocyte Protease Inhibitor) et 1’¢lafine (Fitch et al., 2006; Sallenave, 2000). Ces deux anti-
protéases ont été isolées pour la premiere fois dans des expectorations forcées de patients
atteints de BPCO. Le SLPI est produit de maniére constitutive par les cellules épithéliales
pulmonaires (Doumas et al., 2005) buccales (Kretschmar et al., 2011), les kératinocytes
(Wingens et al., 1998) mais également par les cellules de I’immunité comme les macrophages
(van 't Wout et al.) et les neutrophiles (Sallenave et al., 1997).

En plus de protéger les poumons contre I'action excessive de la NE et de la GC, le
SLPI présente également la capacité d’influencer 1’activité des monocytes/macrophages en
favorisant, par exemple, la réduction de leur production de MMP-1 et MMP-9 (Zhang et al.,
1997). 11 a été aussi démontré que le SPLI régule I’apoptose des neutrophiles (Persson et al.,
2006). Il posseéde également des propriétés antibactériennes contre les bactéries telles que
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus (Sallenave, 2002).

L’¢lafine/ESI (elastase-specific inhibitor) a été identifiée pour la premicre fois dans
des secrétions bronchiques comme un inhibiteur de la NE (Simpson et al., 1999). Bien que les
niveaux de production d’¢lafine constitutifs soient faibles, des quantités plus importantes sont
mesurées apres un contact avec I’IL-1, le TNF-q, le LPS et la NE (Reid et al., 1999; Sallenave
et al.,, 1994). En revanche, il semble que les niveaux d’¢lafine soient diminués chez les
patients atteints de pathologies chroniques comme la BPCO (Sallenave, 2000). Connue a
I’origine pour ses activités anti-¢lastase, il semble que 1’¢lafine ait ¢galement des fonctions
antimicrobiennes, identifiées avec Pseudomonas aeruginosa et Staphilococus aureus

(Williams et al., 2006).
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4.1.2.2. Les « Tissue Inhibitor of Métalloprotéase »(TIMPs)

Au sein des tissus, les principaux inhibiteurs spécifiques endogénes des MMPs sont
les TIMPs : « Tissue Inhibitor of Métalloprotéase ». Quatre types de TIMP (TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 et TIMP-4) ont été identifiés chez les vertébrés. Le TIMP-1 est reconnu pour réguler
I’activité des MMP-9 et MMP-12, alors que la MMP-2 est plus préférentiellement inhibée par
le TIMP-2. L’expression du TIMP-1 et du TIMP-3 peut étre induite par des facteurs comme
les cytokines, alors que le TIMP-2 est constitutivement exprimé. Par ailleurs, les TIMP-1, -2
et -4 sont des protéines solubles sécrétées contrairement au TIMP-3 qui est insoluble et
associé¢ a la matrice extracellulaire (MEC).

Il est fortement présumé que le déséquilibre pathologique de ces régulateurs
essentiels a I’homéostasie de la MEC (TIMPs et MMPs) pourrait étre responsable de la
genese d’un microenvironnement favorisant soit 1’accumulation (fibrose), soit une
dégradation protéolytique progressive de la MEC (emphyséme).

La prévalence des TIMPs par rapport aux MMPs est associée a la fibrose pulmonaire
aussi bien chez I’ Homme (Selman et al., 2000) que chez 1’animal (Madtes et al., 2001). La
diminution des quantités de TIMPs, généralement associée a une augmentation des MMPs,
tient donc une place importante dans le déséquilibre de la balance protéases/antiprotéases, en

partie responsable du développement de la BPCO (Mercer et al., 2005).

4.2. Déséquilibre de la balance oxydant/anti-oxydant

Lorsque des especes actives de 1’oxygene (ROS) sont en exce€s par rapport aux
mécanismes de défense anti-oxydants, il se produit un stress oxydatif. Ce déséquilibre de la
balance oxydant/anti-oxydant semble contribuer a la pathogenése de la BPCO.

Les poumons sont constamment exposés a des agents oxydants d’origine endogene
par des réactions métaboliques (respiration mitochondriale ou la phagocytes) ou exogene, tels
que l'air des polluants ou la fumée de cigarette. En effet, la fumée du tabac est constitué¢e
d’environ 4500 composés, parmi eux des composés oxydants (Pryor and Stone, 1993) et aussi
d’autres composants qui activent les cellules des espaces alvéolaires libérant dans le milieu
extracellulaire de grandes quantités d’anion superoxyde (O,") et de peroxyde d’hydrogéne
(H20,) (Schaberg et al., 1992). Cette production de ROS a été directement liée a l'initiation de

la réponse inflammatoire dans les poumons par l'activation de facteurs de transcription
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comme le facteur nucléaire kappa B-(NF-kB), la transduction du signal de la protéine
activatrice-1 (AP-1) et I’expression des génes pro-inflammatoires (Rahman, 2003; Rahman et
al., 2002; Tomita et al., 2003). De plus, les ROS sont aussi responsables de I’oxydation des
protéines, de I'ADN et des lipides, ce qui contribue a provoquer de Iésions pulmonaires
(Repine et al., 1997). Les produits de peroxydation lipidique tels que le 8-isoprostane, sont
¢galement détectés a de taux élevés dans les condensats d’air exhalé de fumeurs atteints de
BPCO en phase d’exacerbation comparés a ceux des non fumeurs (Biernacki et al., 2003). Les
ROS peuvent altérer le remodelage de la matrice extracellulaire inactivant les antiprotéases.
En effet, Lindholt et collégues ont démontré que les ROS activent la forme latente des MMPs.
D’autres travaux ont également montré que les antioxydants diminuent I’expression de MMPs
(Chao et al., 2013). L’ensemble de ces travaux suggere un réle important des ROS dans
I’augmentation de I’activité €lastolitique des enzymes. Le stress oxydatif peut aussi favoriser
I’apoptose des cellules épithéliales et endothéliales, contribuant ainsi au développement de
I’emphyséme (Haddad, 2004; Tuder et al., 2003).

Pendant I’exacerbation de la BPCO, la capacité antioxydant reste faible pendant
plusieurs jours. L'épuisement de la capacité antioxydant pourrait étre expliqué en partie par la
libération de ROS accrue a partir des neutrophiles du sang périphérique ; ceci est illustré par
une corrélation négative entre la libération de 1'anion superoxyde par les neutrophiles et la
capacité antioxydant du plasma (Rahman and MacNee, 1996).

Le stress oxydatif peut donc exacerber la BPCO a travers différents mécanismes,

contribuant ainsi au maintien de I’inflammation (Figure 16).
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Figure 16 : Implication du stress oxydatif dans la BPCO
(D’ apres Barnes, 2000)
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5. Les traitements contre la BPCO
5.1. Les traitements actuels

Les médicaments prescrits dans les cas de BPCO sont des bronchodilatateurs
combinés, en fonction du stade de sévérité de la maladie, a des anti-inflammatoires et a une
oxygénothérapie a domicile. Les fluidifiants bronchiques peuvent étre également utiles en
complément. Les objectifs principaux de la prise en charge des patients sont de diminuer ou
de prévenir les symptdmes et leurs exacerbations, d’améliorer la qualité de vie et d’augmenter
la tolérance a I’exercice physique (GOLD, 2006). Cependant, elle ne permet pas de limiter le
déclin de la fonction pulmonaire. Il est donc impératif de proposer de nouveaux traitements
pour cette pathologie, d’autant plus que ’arrét du tabac et/ou I’arrét de I’exposition toxique
qui est la principale mesure susceptible de ralentir le déclin du VEMS d’un sujet atteint de la
BPCO reste une condition tres difficile a respecter pour un malade.

De nombreux mode¢les d’études de la BPCO ont permis d’identifier divers mécanismes
impliqués dans cette maladie. Depuis, de nouvelles stratégies thérapeutiques ont été

développées. Les principales sont décrites ici (Figure 17).
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Figure 17: stratégies thérapeutiques contre la BPCO
(D’apres Barnes and Stockley, 2005)
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5.1.1. Le sevrage tabagique

Le tabac est la principale cause de la BPCO. Les bénéfices de l'arrét du tabac ont été
clairement démontrés en termes de mortalit¢ comme de morbidité (O'Donnell et al., 2003).
Parce que le tabagisme est un comportement renforcé par une dépendance dont la nicotine est
principalement responsable, une aide au sevrage tabagique se montre indispensable.
Différents traitements de substitution a la nicotine et certains antidépresseurs sont proposés
pour traiter I’état de dépendance (Lancaster et al., 2000). Le bupropion est un antidépresseur
atypique. Son mode d’action dans 1’aide au sevrage tabagique n’est pas complétement
¢lucidé. Cependant il est efficace pour le sevrage tabagique (Tashkin et al., 2001), et fait
I’objet de prescriptions chez les patients motivés. D’autres antidépresseurs ont fait 1’objet

d’¢études dans 1’aide au sevrage tabagique, mais leur efficacité a long terme reste a déterminer.

5.1.2. Les bronchodilatateurs

La dyspnée provoquée par I’obstruction bronchique, peut étre partiellement soulagée
par I’administration de bronchodilatateurs inhalés. Ceux-ci sont utilisés en traitement de fond
ou en appoint pour réduire les symptomes et les exacerbations. Deux classes de
bronchodilatateurs ont démontré un intérét dans la BPCO, d’une part les agonistes [-2
adrénergiques de courte (salbutamol, terbutaline et fenoterol) ou longue (salmétérol,
formotérol) durée d’action et d’autre part, les anticholinergiques de courte (ipratropium et
oxitropium) ou longue durée d’action (tiotropium). Ils sont utilisés seuls en premiere
intention, cependant, leur association peut apporter un bénéfice symptomatique
supplémentaire par rapport a I’administration d’un seul bronchodilatateur. Pour un traitement
de fond, a tolérance et efficacité équivalentes, il est préférable d’utiliser un bronchodilatateur
a longue durée d’action.

Dans I’optique d’améliorer la prise en charge des patients, plusieurs études se sont
tournées vers les nouveaux bronchodilatateurs. Des molécules a action prolongée en
inhalation sont aujourd’hui en cours de développement. Plusieurs agonistes 2 a action
prolongée (LABAs, long acting p2-receptor agonists) a inhalation quotidienne, tels que
l'indacatérol et carmoterol, sont en développement clinique. L’indacatérol est un dilatateur
trés efficace des petites voies aériennes avec une action rapide et prolongée pendant plus de

24 h (Sturton et al., 2008).
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L’utilisation quotidienne d’un antagoniste muscarinique sélectif du récepteur M3 a
action prolongée (LAMASs, long acting muscarinic receptor antagonists) tel quel le bromure
de tiotropium par inhalation a été une avancée importante dans la thérapie contre la BPCO
(Joos et al., 2010). L’association d’agonistes P2-adrénergiques (formoterol) et d’un
antagoniste muscarinique (tiotropium) a action prolongée est actuellement en développement

en raison de leurs effets additifs. (van Noord et al., 2006)

5.1.3. Les Corticoides

Les signes d’inflammation chronique observés au niveau des voies respiratoires
justifient pleinement le fait d’employer des anti-inflammatoires chez les patients atteints de
BPCO. Le recours a une corticothérapie inhalée se justifie pour les stades les plus évolués de
la BPCO caractérisés par un VEMS inférieur a 50 % (inférieur a 60 % pour 1’association
salmétérol/fluticasone) et des exacerbations répétées malgré 1’utilisation de
bronchodilatateurs. Cependant, la résistance aux corticoides des patients atteints de BPCO est
bien connue aujourd’hui. De plus, méme chez les « répondeurs », la réponse d’un patient a
I’autre peut étre trés variable.

Malgré la résistance aux corticoides, un effet bénéfique de la corticothérapie
systémique dans le traitement des exacerbations aigué€s de la BPCO, avec l'amélioration des
résultats cliniques et une réduction de la durée d’hospitalisation ont été cités (Gartlehner et al.,
2006). Mais, seulement 10% des patients atteints de BPCO montrent une certaine
amélioration symptomatique avec les corticostéroides administrés par voie orale et il est
probable que ces patients soient aussi asthmatiques, les deux maladies concomitantes étant
relativement fréquentes. La réponse aux corticostéroides est ainsi trés souvent associée a deux
caractéristiques de I’asthme, a savoir une augmentation du nombre d'éosinophiles dans les
expectorations d’une part, et une augmentation du NO exhalé d’autre part (Keatings and
Barnes, 1997). Dans tous les cas, l'inflammation dans la BPCO n'est pas supprimée par un
traitement aux corticoides, méme sous fortes doses (O'Donnell et al., 2003). Les mécanismes
moléculaires de résistance aux corticoides commencent a étre bien décrits. L’inhibition des
histones-déacétylases (HDAC) induite par la fumée de cigarette et le stress oxydatif a été
démontrée (Barnes, 2004a; Ito et al., 2001; Marwick et al., 2007) ainsi qu’une importante
réduction de P’activité et de I’expression de ces HDACs dans le parenchyme pulmonaire de

biopsies bronchiques et dans les macrophages alvéolaires des patients atteints de BPCO (Ito et
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al., 2005). Chez un sujet sain, un stimulus pro-inflammatoire entraine une acétylation des
histones sous l’influence de 1’Histone Acétyle Transférase (HAT), ce qui permet le
déroulement de la molécule d’ADN et favorise la transcription de geénes codant pour des
protéines inflammatoires (TNF-a, IL-8/CXCL-8...). Un traitement par des corticoides permet
d’inverser ce phénomene. En se liant a leurs récepteurs spécifiques, les corticoides assurent le
recrutement de 1’histone-déacétylase 2 (HDAC?2), qui, en réduisant localement ’activité des
HAT, diminue la transcription de génes pro-inflammatoires. Chez un patient atteint de BPCO,
la fumée de cigarette active une réponse inflammatoire, mais dans ce cas, les glucocorticoides
ne peuvent plus la freiner via 1’activité¢ HDAC2, car le stress oxydatif diminue son activité
(Barnes, 2006)

(Figure 18). La réduction de ce stress oxydatif, par I’administration d’anti-oxydants,

semble restaurer la sensibilité aux corticoides chez les patients atteints de BPCO (Marwick et

al., 2007).
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Figure 18: Mécanisme de résistance aux corticoides chez un patient atteint de BPCO
Abréviations : GR : Glucocorticoide Receptor, HDAC2 : Histone Déacétylase 2
(D’apres Barnes, 2006)
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5.1.4. Les inhibiteurs de la phosphodiestérases

Les phosphodiestérases (PDE) sont une famille d’enzymes qui catalysent 1’hydrolyse
de I’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) et du GMPc (guanosine monophosphate
cyclique) en métabolites inactifs. Depuis la découverte leur activité a la fin des années 1950,
de nombreuses isoenzymes ont été décrites. Aujourd’hui, onze familles de phosphodiestérases
ont été identifiées, nommées PDE1 a PDE11, ayant des affinités différentes pour I’AMPc ou
pour la GMPc.

L’AMPc et la GMPc, seconds messagers importants de par leur role essentiel dans la
signalisation intracellulaire, sont devenus des cibles thérapeutiques d’importance dans une
grande variété de maladies, dont fait notamment partie la BPCO. L’augmentation des
concentrations intracellulaires d’AMPc et de GMPc, induite par des inhibiteurs de la PDE (i-
PDE), conduit a une relaxation des muscles lisses des voies aériennes et donc a une dilatation

des bronches. Des effets anti-inflammatoires d’i1-PDE sont aussi décrits.

- Théophylline

La théophylline est un alcaloide qui, comme son nom 1’indique, provient de la feuille
de thé. Elle a été largement prescrite dans 1’asthme comme bronchodilatateur. Mais ses effets
secondaires, cardiaques et centraux, ainsi que des interactions médicamenteuses ont entrainé
une large diminution de son utilisation.

La théophylline présente aussi des propriétés anti-inflammatoires, mais son
administration seule n’entraine qu’une légére diminution de I’inflammation. En revanche, cet
effet est potentialis¢é en combinaison a de faibles concentrations de dexaméthasone. Cette
association induit la répression de la libération de cytokines inflammatoires dans les
macrophages et les cellules épithéliales, contrairement a son utilisation seule qui est inefficace
(Ito et al., 2002).

Différents mécanismes d’action ont été proposés pour expliquer les effets anti-
inflammatoires de cette molécule. L’un d’entre eux est sa capacité¢ a activer les Histones
Déacétylases (HDAC), responsables de I’inhibition de la transcription de genes pro-
inflammatoires (Ito et al., 2002). La théophylline pourrait ainsi restaurer une sensibilité aux
corticoides chez des patients atteints de BPCO qui présentent, comme nous l’avons vu

précédemment, une activité¢ HDAC faible (Cosio et al., 2004).
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Il y a de plus en plus d’études qui mettent en évidence les effets anti-inflammatoires
des i-PDE. Kobayashi et al., ont montré une diminution significative de 1’élastase du
neutrophile chez des patients atteints de BPCO, apres un traitement de quatre semaines par de
la théophylline (Kobayashi et al., 2004). Une autre étude plus récente suggére un effet de la
théophylline sur I’amélioration de la capacité d'exercice chez les patients atteints de BPCO

traités en combinaison a un bronchodilatateur a action prolongée (ZuWallack et al., 2001).
- Inhibiteurs sélectifs de phosphodiestérases-4 (PDE-4)

La phosphodiestérases de type 4 est une enzyme particuliérement intéressante a cibler pour
diminuer I’inflammation pulmonaire dans la BPCO, parce qu’elle constitue la PDE
prédominante dans les neutrophiles, les lymphocytes T, les monocytes, qui sont les
principales cellules impliquées dans le processus inflammatoire de la BPCO. Elle se trouve
¢galement en plus faible quantité dans les macrophages, les cellules musculaires lisses des
voies aériennes et les cellules épithéliales (Houslay and Adams, 2003). Les inhibiteurs de
PDE4 peuvent donc potentiellement agir pour moduler 1’activité de tous ces types cellulaires

(Figure 19).
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Figure 19 : Cibles potentielles des inhibiteurs de la phosphodiestérases 4
(D’apres Barnes et al, 2003)
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Cette classe de molécules posséde un large spectre anti-inflammatoire tel que
l'inhibition du trafic cellulaire et de la libération de cytokines et de chimiokines par les
neutrophiles, les €éosinophiles, les macrophages et les cellules épithéliales (Cortijo Gimeno
and Morcillo Sanchez, 2010; Fan Chung, 2006). L’efficacité d’inhibiteurs sélectifs de PDE4,
comme le rolipram, le cilomilast et le roflumilast, a ét¢ montrée chez 1’animal dans des
modeles expérimentaux d’inflammation pulmonaire caractérisée par une infiltration de
neutrophiles (Bundschuh et al., 2001; Leclerc et al., 2006; Spond et al., 2001).

Parmi les inhibiteurs de phosphodiestérases, c’est le roflumilast qui a été le plus
¢tudié. Il réduit l'infiltration de cellules inflammatoires pulmonaires (neutrophiles,
macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes T et cellules B) et 1'¢largissement de I'espace
aérien chez les souris exposées a la fumée de tabac sur une période de 6 mois (Martorana et
al., 2005). In vitro, il améliore la fréquence des battements ciliaires et préserve le phénotype
de la cellule cilié¢e dans des cultures de cellules épithéliales bronchiques humaines
différenciées aprés exposition a la fumée de cigarette et réduit l'expression de MUCSAC
(Mata et al., 2005; Milara et al., 2012). L’action de ce médicament est principalement due a
son métabolite : le roflumilast N-oxide.

Ces effets anti-inflammatoires ont également été observés chez des patients souffrant
de bronchite chronique, et présentant des phases d’exacerbations fréquentes ou nécessitant
’utilisation répétée de bronchodilatateurs. En effet, le roflumilast améliore la fonction
pulmonaire et réduit les exacerbations chez les patients atteints de BPCO sévere (VEMS <
50%) (Field, 2011). D’autres études utilisant I’association du roflumilast avec un
bronchodilatateur de longue durée d’action (le salmétérol et le tiotropium) ont été tres
encourageantes. Ils ont permis de conclure que le roflumilast combiné avec le salmétérol ou le
tiotropium, contribue a I’amélioration de la fonction pulmonaire (Giembycz and Field, 2010).
Ces bénéfices ont permis de proposer le roflumilast comme nouvelle option de traitement par
la Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) en 2010, en reconnaissant
son rdle central dans la diminution de I’inflammation et ses implications cliniques en termes
de réduction des exacerbations chez les patients souffrant de BPCO de stades Il et IV.

Des ¢tudes complémentaires montrent que malheureusement, ses effets secondaires
tels que la diarrhée, la perte de poids, les nausées et les douleurs abdominales, en limitent

I’emploi.
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5.2. Vers de nouvelles propositions de traitements

5.2.1. Les antagonistes de cytokines et chimiokines

Comme nous ’avons vu précédemment, de nombreuses cytokines et chimiokines
régulent la migration et l'activation de cellules inflammatoires impliquées dans la
physiopathologie de la BPCO (Barnes, 2009). Leurs récepteurs représentent donc des cibles
thérapeutiques d’intérét dans la pathologie.

Puisque I’effet chimiotactique de I’IL-8 /CXCL-8, du Gro-a /CXCL1 et de CXCL5
sur les neutrophiles et les monocytes fait intervenir un récepteur commun, le CXCR2,
plusieurs antagonistes de ce récepteur sont développés. Il a ainsi ét¢ démontré qu’un
antagoniste de CXCR1/2 (ADZ8309) est capable d’inhiber l'infiltration de neutrophiles dans
le poumon en réponse a I’inhalation d'endotoxines chez la souris (Chapman et al., 2007). Par
ailleurs, des études sur des antagonistes de CXCR2 ou avec des anticorps anti-IL-8 montrent
une diminution de ’inflammation et des dommages alvéolaires induits par les neutrophiles
(Mukaida et al., 1998a; Mukaida et al., 1998b). Mahler et al. (2004) ont également démontré
que le traitement par un anticorps monoclonal humain dirigé contre IL-8/CXCLS, I’ABX-IL-
8, permet de réduire la sévérité de la dyspnée chez les patients atteints d’'une BPCO sévére ou
modérée (Mabhler et al., 2004).

Un autre récepteur des chimiokines ciblées est le CXCR3, dont les ligands sont le
CXCL3, le CXCL9, le CXCL10 et le CXCL11, quatre chimiokines dont le taux est augmenté
dans la BPCO (Costa et al., 2008). Les effets des antagonistes de CXCR3 n'ont pas encore été
évalués chez des patients atteints de la BPCO, mais sont actuellement en développement.

Le TNF-o semble jouer un rdle central dans la physiopathologie de la BPCO.
Aujourd’hui, trois inhibiteurs de ces cytokines sont disponibles (I’étanercept, 1’infliximab et
I’adalimumab) et trois autres sont en cours de développement (le certizumb, le pegol et le
golimumab) (Matera et al., 2009). L’anticorps bloquant, 1'infliximab, ne présente pas d’effet
significatif sur les symptomes, sur la fonction pulmonaire ou sur la performance physique des
patients atteints de BPCO. En revanche, 1'étanercept entraine une réduction des exacerbations,
contrairement a 1'infliximab, indiquant une éventuelle disparité entre ces différents traitements

anti-TNF chez les patients atteints de BPCO (Dentener et al., 2008; Suissa et al., 2008).
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5.2.2. Les inhibiteurs des signaux de transduction

5.2.2.1. Les inhibiteurs du facteur nucléaire Kappa B

Le facteur de transcription NF-xB est séquestré par de kinases (IKK) dans le
cytoplasme des cellules non stimulées. L’activation de NF-kB nécessite la dégradation des
IKKs, celui-ci est alors transloqué vers le noyau des cellules (Delhase et al., 2000). 1l régule
I’expression des chimiokines, des cytokines inflammatoires, des molécules d’adhérence et de
certaines MMPs. Le NF-kB est activé dans les macrophages et les cellules épithéliales de
patients BPCO (Cappello et al., 2010). L utilisation du TCPA-1, qui bloque la dégradation des
IKKs, est marquée par une diminution de la sécrétion de médiateurs de 1’inflammation tels
que le TNF-a, IL-1B, la MMP-9 dans un mode¢le d’inflammation induite par le LPS (Birrell et
al., 2006)

5.2.2.2. Les inhibiteurs de la Mitogen-activated protein p38

La MAP (Mitogen-activated protein) kinase p38 régule I’expression de médiateurs
inflammatoires tels que le CXCLS8/IL-8, le TNF-a et les MMPs. Le role potentiel des
inhibiteurs de MAPKs dans la BPCO a ¢été¢ démontré dans de nombreux modeles animaux.
L’utilisation d’inhibiteurs de p38 peut diminuer la libération de ces médiateurs, et ainsi
réduire D’infiltration de cellules inflammatoires au niveau des poumons chez les souris dans
des modeles de BPCO, dans lesquelles les corticostéroides sont inefficaces (Smith et al.,
2006).

Plusieurs inhibiteurs de la MAPK p38 sont intégrés dans des essais cliniques, mais il
apparait clairement que leur toxicit¢ hépatique limite leur utilisation (Cohen, 2002).
Cependant, I’administration de ces médicaments par inhalation pourrait réduire 1'exposition

systémique.

5.2.2.3. Les inhibiteurs de phosphoinositides 3 kinase

Les phosphatidylinositol 3-kinases (PI3Ks) sont une famille d'enzymes qui
conduisent a la production de seconds messagers lipidiques. En particulier 1’isoforme y de la

PI3K a un role dans I’activation et le recrutement des monocytes et neutrophiles de sorte que
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des inhibiteurs de PI3K-y pourraient présenter un potentiel anti-inflammatoire (Sasaki et al.,
2000). Cependant, la forte implication de la voie de signalisation PI3K/Akt dans la survie

cellulaire pourrait représenter un frein quant a 1’utilisation de tels inhibiteurs.

5.2.3. Les activateurs du récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes

Les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) sont des
récepteurs nucléaires appartenant a la famille des récepteurs aux stéroides. 1ls sont activés par
des ligands comme les hormones stéroides. Plusieurs études montrent que PPAR-a et PPAR-y
peuvent présenter des propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices. Par exemple,
des agonistes PPAR-y tels que le troglitazone inhibent la libération des cytokines par les
monocytes et induisent 1'apoptose des lymphocytes T, ce qui suggere qu'ils peuvent avoir des
effets anti-inflammatoires dans la BPCO (Belvisi et al., 2006). Ils semblent également inhiber
la fibrose pulmonaire et donc pouvoir prévenir la progression de la fibrose dans la BPCO

(Milam et al., 2008)

5.2.4. Les Inhibiteurs de protéases

Le déséquilibre entre les protéases et les antiprotéases joue un rdle important
dans la progression de la BPCO. Ainsi, I’inhibition de ces enzymes protéolytiques et/ou
I’augmentation de certaines antiprotéases permettraient de freiner la progression de la
maladie. De nombreuses études ont donc été réalisées afin de caractériser des molécules a
activité anti protéasique telles que des inhibiteurs des protéases a serine, des MMPs et des

protéases a cystéine.

5.2.4.1. Les inhibiteurs de 1’¢lastase du neutrophile

De nombreuses sociétés pharmaceutiques se sont intéressées au développement
d’inhibiteurs de I’¢élastase du neutrophile. En effet, I’intervention pharmacologique avec ce
type d’inhibiteurs montre une protection significative (approximativement 60% de réduction)
contre les effets pro-inflammatoires et emphysémateux d’une exposition chronique a la fumée
de cigarette (Wright et al., 2002). Par exemple, ’ONO-6818 et le FR-136706 ont diminué

I’¢largissement des espaces alvéolaires, la perte d’¢lasticité et 1’hyperinflation pulmonaire
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(Ohbayashi, 2002; Tremblay et al., 2003). Mais I’existence d’une toxicit¢ importante a
conduit a un arrét des études. Aujourd’hui, seul le Sivelestat posséde une AMM. Celui-ci a été
approuvé au Japon pour le traitement des patients ayant une 1ésion pulmonaire aigué (ALI)
associée a un syndrome de réponse inflammatoire systémique (Hashimoto et al., 2008;
Kawabata et al., 1991). Cependant, son utilisation est limitée d’une part, en raison de la
toxicité liée a son mécanisme d’action, une interaction irréversible avec l'enzyme cible et
d’autre part, par ’administration par perfusion le rendant difficile d’utilisation.

L’AZD9668 est un inhibiteur réversible spécifique de la NE disponible par voie
orale. Expérimentalement, il permet une réduction des signes d'inflammation et du nombre de
neutrophiles et de macrophages dans les LBA. De méme, il empéche la survenue
d’emphyséme dans un modé¢le chronique d’exposition a la fumée de la cigarette chez le
cobaye (Stevens et al., 2011). Une autre étude plus récente a montré sa capacité a améliorer la
fonction pulmonaire chez les patients atteints de bronchectasie (Stockley et al., 2013).
Cependant, il a été également testé chez des patients atteints de la BPCO mais ne présente pas
d’effet (Gunawardena et al., 2013).

En plus des inhibiteurs synthétiques, 1’activité protéolytique de la NE peut étre
inhibée par I’ al-PI. Il semble que cet inhibiteur physiologique prévienne le développement
de I’emphyséme pulmonaire chez le rat et la souris (Petrache et al., 2006). Cependant, le
rapport GOLD précise que ce traitement, trés coliteux, n’est pas recommandé pour des
patients présentant une BPCO non liée a une déficience congénitale en 1’ al-PI (GOLD,

2006).

5.2.4.2. Les inhibiteurs de métalloprotéases

Les MMPs jouent un réle déterminant dans les altérations tissulaires observées chez
les patients atteints de BPCO. Le développement d’inhibiteurs de MMPs représente donc une
stratégie thérapeutique prometteuse. Les inhibiteurs naturels, les TIMP, ne conviennent pas
pour des applications pharmacologiques en raison de leur trop courte demi-vie in vivo (Skiles
et al., 2001). De nombreux inhibiteurs de MMPs de synthése sont aujourd’hui en
développement, mais en dépit des efforts considérables déployés par presque toutes les
grandes sociétés pharmaceutiques la mise au point d'inhibiteurs de MMP est trés difficile

(Dorman et al., 2010).
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Nénan et al. ont montré que le Marimastat, un inhibiteur non spécifique a large
spectre, peut empécher 1’afflux de neutrophiles et de macrophages et diminuer les taux de
cytokines inflammatoires au niveau des poumons, dans un modéele murin d’inflammation
pulmonaire induite par une instillation de MMP-12, (Nenan et al., 2007). Dans une autre
¢tude, deux inhibiteurs de MMP-12 (RS-113 456 et RS-132 908) se sont montrés efficaces
pour prévenir ou bien bloquer le développement de 1I’emphyséme provoqué par la fumée chez
la souris (Martin et al., 2001). Par ailleurs, Churg et ses collaborateurs ont présenté 1’efficacité
d’un inhibiteur mixte MMP-9/MMP-12 (AZ11557272) pour prévenir le développement d’un

emphyséme pulmonaire chez le cobaye exposé a la fumée de cigarette (Churg et al., 2007a).

6. Modéles d’études de 1a BPCO

Malgré les progres de la recherche sur la BPCO, les interrogations sont encore
multiples. Afin de faire progresser les connaissances sur cette maladie, de nombreux modeles
in vivo et in vitro sont développés. Ils permettent également d’évaluer 1’efficacité de nouvelles

molécules.

6.1. Les modéles in vitro

La plupart des modeles développés in vitro utilisent les macrophages ou les cellules
épithéliales bronchiques ou alvéolaires sous forme de lignées cellulaires ou culture primaire.

Les macrophages sont souvent obtenus a partir des cellules progénitrices CD34 +
issues du sang. Il est possible de générer des macrophages en cultivant des monocytes isolés
avec un cocktail de cytokines spécifiques. Une alternative consiste en I’utilisation de lignées
my¢loides considérées comme des précurseurs proches des macrophages telles que THP-1, U-
937, HL-60, KG-1 et MUTZ-3 (Larsson et al., 2006; Santegoets et al., 2008).

Parmi les cellules épithéliales, les lignées A549 (pneumocytes de type 1I), BEAS-2B,
Calu-3, 16HBE140- (épithéliales bronchiques) sont communément utilisées. Ces lignées
cellulaires conservent de nombreuses caractéristiques phénotypiques de leur type cellulaire
d’origine, mais n’acquierent pas un phénotype complétement différencié¢, comme la formation
de cils, la sécrétion de mucus, etc. Elles ne peuvent pas représenter fidélement la situation in
vivo. Pour pallier ces manques, des modeles de cellules épithéliales primaires obtenues a

partir de tissus sont utilisés. Elles peuvent étre cultivées sur plastique ou sur des surfaces
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revétues de collagéne en monocouche avec un milieu supplémenté en hormones et autres
facteurs de croissance. De plus, des modeles de culture cellulaire (primaire ou lignée) en deux
ou trois dimensions ou encore en interface air-liquide (ALI) ont été développés.

Des mod¢les complexes d’interaction entre deux types cellulaires ont été modélisés.
Les co-cultures de différents types cellulaires peuvent étre réalisées de différentes manicres.
Elles peuvent étre réalisées avec des lignées cellulaires ou des cellules en culture primaires
d'origine épithéliale en co-culture avec des lignées cellulaires ou culture primaires de
différentes origines comme les cellules endothéliales, les cellules immunitaires et les

fibroblastes.

6.1.1. Les modeles cellulaires d’exposition a la fumée de cigarette

La fumée de cigarette est un concentré complexe et dynamique sous forme aérosol,
composé de plusieurs milliers de produits chimiques (Rodgman et al., 2000). L exposition des
cellules a la fumée de cigarette fournit un modele utile pour mimer un contact avec le tabac et
en étudier les effets. L'aérosol de fumée est divisé en deux phases: la phase particulaire et la
phase gaz/vapeur. La phase particulaire est la fraction minoritaire et constitue 4-9% du poids
total de la fumée; la fraction en phase gazeuse est majoritaire et représente 91-96% du poids
total (Clunes et al., 2008). Il existe plusieurs méthodes d’exposition a la fumée de cigarette
pour des mode¢les in vitro qui peuvent diverger selon les types de «fumée» générée. Les trois
méthodes principales permettant d’exposer des cellules a la fumée de cigarette sont la
méthode de la fumée particulaire, ou « particulate matter» (PM), I’obtention d’extraits aqueux
de fumée, appelé également extrait de fumée de cigarette (CSE) ou encore la génération de
fumée directement utilisée dans une chambre d'exposition (Figure 20).

Dans le modele PM, les particules de fumée sont piégées aprés passage dans un
filtre. Le filtre piege efficacement 99,9% des particules supérieures a 0,1 pm (Johnson et al.,
2009). Elles sont ensuite ¢luées a I’aide de solvant tel que le diméthylsulfoxyde (DMSO) et
diluées dans un milieu de culture qui servira a immerger les cellules. Il s'agit d'une méthode
relativement simple et rapide pour I'évaluation biologique de 1’exposition a la fumée de
cigarette, mais le modele PM ne contient que 5% de la fumée totale et ne contient pas de
composés volatiles (Clunes et al., 2008; Haswell et al., 2010; Johnson et al., 2009). De plus,
les solvants utilisés pour extraire les particules des filtres peuvent également influer le

modele, par exemple le DMSO, qui est un antioxydant connu.
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Figure 20 Trois méthodes de production de la fumée pour des tests in vitro : (A) les particulaire (PM), (B)
des extraits aqueux de fumée de cigarette (CSE) et (C) ’ensemble de la fumée.

(D’aprés Adamson et al., 2011)

Par ailleurs, I’extrait aqueux de fumée de cigarette (CSE) est obtenu a partir du
pompage de la fumée par une pompe péristaltique et instillation dans du milieu de culture
cellulaire. Le CSE peut étre dilué¢ et ajouté a des cellules dans des conditions de culture
submergée. L'avantage de cette méthode est qu'elle capture la phase particulaire et la phase
gazeuse de la fumée, méme si des incertitudes subsistent quant a sa composition en produits
chimiques (St-Laurent et al., 2009). Aujourd’hui, des analyses sur la composition de CSE
recueillie sont effectuées et le plus souvent, le CSE est standardis¢ par une mesure de son
absorbance. Cependant, ce type d'exposition manque de pertinence physiologique en
comparaison au poumon humain car les cellules sont submergées dans le milieu de culture. En
réponse aux limites de ces derniers modeles in vitro, des chambres en interface air-liquide
sont spécialement développées (Maunders et al., 2007; Phillips et al., 2005). Dans ce modgle,

les apex des cellules peuvent étre exposés a tous les composants de la fumée. Dans cette
67



Introduction

méthode, les cellules ou les tissus sont exposés a la fumée et cultivés sur une membrane
poreuse submergée par du milieu de culture cellulaire. Ce mode¢le se rapproche des conditions

in vivo et permet d’avoir une exposition plus pertinente.

6.1.2. Les modeles cellulaires d’exposition aux élastases

Comme nous 1’avons vu dans les chapitres précédents, les €lastases, qu’elles soient
issues des macrophages ou des neutrophiles, jouent un role prépondérant dans les
composantes inflammatoire et emphysémateuse de la BPCO. Plusieurs études ont montré que
I’¢lastase des neutrophiles induit la production d’IL-8/CXCL8 et de mucines par les cellules
¢épithéliales (Fischer and Voynow, 2000; Nakamura et al., 1992). L’¢lastase des neutrophiles a
¢galement été décrite comme pouvant favoriser une diminution des battements ciliaires, et
surtout, affecter I’intégrité¢ de I’épithélium (Amitani et al., 1991), ce qui peut se traduire en
culture cellulaire par un détachement des cellules (Van Wetering et al., 1997).

Des données récentes d’études in vitro suggerent que les cellules épithéliales
bronchiques et les cellules musculaires lisses secreétent de la MMP-12 (Lavigne et al., 2004;

Le Quement et al., 2008; Luo et al., 2006), ce qui en fait un mod¢le d’étude pertinent.

6.2. Les modéles in vivo

Les mode¢les animaux permettent de faire le lien entre les études in vitro et les études
chez I’'Homme, et de ce fait, jouent un role majeur dans la recherche médicale. Il faut
cependant bien garder en mémoire les différences anatomiques et physiologiques entre les
animaux et ’Homme avant toute extrapolation de résultats.

Concernant la BPCO, les mode¢les animaux ont principalement apporté des
informations sur les mécanismes mis en jeu lors des phénomeénes d’inflammation et

d’emphyseéme pulmonaires.

6.2.1. Les modeles in vivo d’exposition au LPS

Divers irritants et molécules chimiques ont été utilisés pour reproduire les
symptomes de la BPCO chez ’animal. Les administrations de LPS, notamment réalisées par

aérosol ou par voies intranasale et intratrachéale, sont des modeles fréquemment utilisés
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(Brusselle et al., 2006). En effet, des molécules bio-actives de LPS sont détectées dans la
fumée de cigarette (0.1-0.2 pg/cigarette) (Hasday et al., 1999) et I’instillation de 1’endotoxine
dans les poumons des animaux provoque une inflammation pulmonaire caractérisée par un
afflux de neutrophiles, ainsi qu’une augmentation des niveaux de cytokines et de chimiokines
pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1p, keratinocyte-derived cytokine (KC), MIP-2, IL-8 (Jagielo
et al.,, 1996). Le LPS semble donc étre un agent approprié¢ pour induire une BPCO chez
I’animal. II existe différents modéles in vivo d’exposition au LPS, les modeles aigiis avec une
exposition unique entrainant un recrutement rapide des neutrophiles, et les modéles
chroniques avec des expositions répétées pendant plusieurs semaines provoquant une
accumulation de macrophages et de lymphocytes accompagnée d’un ¢élargissement
irréversible des espaces aériens distaux (Vernooy et al., 2002).

Cependant, il semble que les mécanismes a 1’origine de I’inflammation induite par le
LPS divergent de ceux induits par une exposition a la fumée de cigarette, bien que les

marqueurs de I’inflammation soient similaires (Leclerc et al., 2006).

6.2.2. Les modeles in vivo d’exposition aux protéases

Depuis les premicres expériences réalisées par Gross et ses collaborateurs (Gross et
al., 1965), ou la papaine a été instillée directement dans le poumons de rats entrainant des
Iésions emphysémateuses, beaucoup de recherches sur I’emphyséme se sont basées sur
I’instillation de protéases dans les poumons de divers animaux. L’administration d’¢lastase
pancréatique porcine (EPP) génére un important élargissement des espaces aériens chez les
rongeurs, cobayes, chiens et primates (Kuhn et al., 1976; Snider et al., 1986; Valentine et al.,
1983). Cette rapide dégradation du tissu pulmonaire est suivie d’une accumulation de
neutrophiles puis de macrophages dans les poumons. Cependant, 1’¢lastase pancréatique
semble mieux induire I’emphyséme que 1’¢lastase des neutrophiles (Janoff et al., 1977; Senior
etal., 1977).

L’emphyséme induit par une élastase reste un modele utile d’emphyseéme puisqu’il
est relativement simple a réaliser, et reproduit beaucoup des aspects de la pathologie humaine.
Cependant, il présente trois limites majeures : il ne peut pas étre utilisé pour étudier des
événements précoces du développement de la BPCO, il ne donne pas d’information au sujet
des protéases impliquées dans la pathogeneése de I’emphyseéme, et enfin, il est difficile

d’extrapoler les résultats obtenus a I’Homme, la pathologie humaine étant chronique et de
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progression lente (Brusselle et al., 2006). Mais, 1’avantage de ce mod¢le d’inflammation est sa

résistance au traitement par des corticoides.

6.2.3. Les Modeéles in vivo d’exposition a la fumée de cigarette

L’exposition de différents animaux, comme les cobayes, souris, rats, hamsters et
lapins, a la fumée de cigarette induit une inflammation pulmonaire différente entre les
especes. Les cobayes représentent probablement 1’espece animale la plus sensible,
développant un ¢élargissement des espaces aériens aprés seulement quelques semaines
d’exposition. Pour les souris, leur sensibilité apparait comme étant dépendante de la souche
utilisée (Guerassimov et al., 2004). Enfin, les rats semblent é&tre plus résistants au
développement d’un emphyseme que les souris (March et al., 1999).

Il existe différentes types de protocoles d’exposition a la fumée de cigarette, avec des
régimes d’exposition unique, multiple (quelques jours voire quelques heures) ou chronique
(plusieurs semaines ou mois). La comparaison des résultats obtenus par plusieurs équipes
n’est donc pas toujours aisée, du fait des différences qui existent entre les protocoles, les
doses, les types de cigarette et les especes animales utilisées.

Chez la souris, I’exposition aigué a la fumée de cigarette entraine une augmentation
du nombre des cellules inflammatoires, des cytokines et des produits de dégradation de la
MEC dans les poumons et les LBAs (Churg et al., 2002). L’exposition chronique fournit le
modele le plus représentatif de la BPCO, car il conduit a la formation de Iésions
emphysémateuses associées a un accroissement du nombre de macrophages dans le tissu
pulmonaire (Hautamaki et al., 1997). Cependant, ces modeles correspondent
approximativement au stade II de sévérité de la classification GOLD chez I’Homme. Aucun
d’eux ne permet de reproduire la progression de la maladie apres 1’arrét du tabac, telle qu’elle
est observée chez I’Homme dans les stades III et IV. Il n’existe pas non plus de modele de
bronchite chronique chez I’animal, ni de mode¢le permettant de mesurer les épisodes

d’exacerbations aigu€s (Churg and Wright, 2007).
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II- OBJECTIFS

La bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une maladie caractérisée
par une réaction inflammatoire intense avec une destruction du parenchyme pulmonaire et une
perte d’élasticité du poumon, conduisant a une obstruction quasi-irréversible des voies
aériennes. Le principal facteur de risque de cette maladie est le tabac. Les mécanismes mis en
jeu passent par 1’activation des cellules épithéliales et des macrophages résidents qui en
réponse libérent des protéases, des radicaux libres de l'oxygeéne et des médiateurs
inflammatoires, y compris des cytokines et des chimiokines. Il en résultat une infiltration de
cellules inflammatoires dans le poumon telles que les neutrophiles et les macrophages. Ces
cellules peuvent libérer a leur tour des protéases qui entrainent une destruction de la matrice
extracellulaire et des dommages tissulaires. De plus, de fortes évidences montrent que la
colonisation de I’arbre trachéobronchique, principalement par des bactéries Gram-négatives,
contribue a ce processus inflammatoire et a I’aggravation progressive de la BPCO (Patel et
al., 2002; Zalacain et al., 1999).

Nous nous sommes intéressés aux événements précoces du développement de la
BPCO associés a une infection bactérienne récurrente. Notre étude s’est focalisée sur des
cellules épithéliales alvéolaires car I’épithélium des voies aériennes représente la premicre
ligne de défense contre tous les toxiques inhalés. Nous avons choisi une lignée de
pneumocytes de type Il (A549) car ce type cellulaire constitue 60% de 1’épithélium alvéolaire.
De plus, ces cellules sont une source importante de cytokines, telles que la MCP-1/CCL2,
Gro-a/CXCL1, TNF- a et IL-8/CXCLS (Traves et al., 2002).

Dans un premier temps, nous avons mis en place un mod¢le in vitro de stimulation
de cellules épithéliales alvéolaires par la fumée de cigarette associée a de faibles
concentrations de LPS. Nous avons mesur¢ la libération des cytokines induite par la fumée de
cigarette seule ou associée au LPS et pour comprendre les mécanismes moléculaires de 1’effet
de la fumée de cigarette associée au LPS sur les cellules épithéliales, nous avons évalué
I’implication de différentes voies de signalisation. Nous avons mis en évidence une nouvelle
voie de signalisation au travers de laquelle la fumée de cigarette associée au LPS peut induire
la production de cytokines par les cellules A549. Enfin, les effets anti-inflammatoires de
I’inhibiteur sélectif de la PD4, le roflumilast N-oxide, recommandé¢ dans les cas

d’exacerbations de la BPCO, ont été évalués dans ce modéle.
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Cette premiere partie a donné lieu a un article actuellement en révision a PLOS
ONE: “Roflumilast N-oxide prevents cytokine secretion induced by cigarette smoke combined
with LPS through JAK/STAT and ERK1/2 inhibition in airway epithelial cells”.

Nous avons aussi utilisé ce modele sur d’autres types cellulaires (macrophages et
cellules épithéliales bronchiques).

Dans un deuxiéme temps nous nous sommes intéresse aux effets de 1’¢lastase du
neutrophile, qui est particulierement impliquée dans la destruction de la matrix extracellulaire
apres exposition a la fumée de cigarette. Nous avons mesuré les effets anti-inflammatoires du
roflumilast N-oxide sur un mode¢le in vitro de stimulation de cellules épithéliales alvéolaires
par 1’élastase du neutrophile. Nous avons également évalué I’expression et la libération des
cytokines induites par la NE ainsi que les voies de signalisation impliquées. Nous nous
sommes intéress€s plus particuliecrement aux cytokines et aux voies de signalisations qui
pourraient étre diminuées par le roflumilast N-oxide. Les résultats obtenus sont présentés sous

la forme d’un article dans le Chapitre 2.
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1. Contexte scientifique du travail

Comme nous 1’avons vu auparavant, la BPCO est en grande partie provoquée par une
exposition a la fumée de cigarette, mais ’aggravation de cette pathologie pulmonaire est
¢galement liée a une récurrence des infections, surtout d’origine bactérienne (Sethi et al.,
2006; Sethi and Murphy 2008). Dans ce contexte, ce travail a eu comme objectif de mieux
comprendre les événements précoces du développement de la BPCO associés a des infections
bactériennes. De ce fait, nous avons étudié les effets combinés du CSE et du LPS sur
différents types cellulaires pulmonaires.

Nous avons choisi le modele de « Cigarette Smoke Extract » qui permet la capture de
la phase particulaire et de la phase gazeuse de la fumée de cigarette. De plus, ce modele est
bien décrit dans la littérature comme correspondant a une exposition approximative d’un a
deux paquets de cigarettes par jour (Milara et al., 2012).

Tout d’abord nous avons déterminé la concentration de CSE a utiliser. Nous avons
expos¢é une lignée de cellules épithéliales alvéolaires (A549) a différentes concentrations de
CSE (0,4-10%). Ensuite, afin de déterminer la concentration de LPS nécessaire pour obtenir
une activation de cellules en association avec le CSE, nous avons stimulé les mémes cellules
¢épithéliales avec différentes concentrations de LPS d’E. coli. Enfin, nous avons combing le
CSE au le LPS et mesuré¢ la libération des différentes chimiokines. Nous avons opté pour la
mesure de trois chimiokines pro-inflammatoires, I’IL-8/CXCLS8, Gro-o/CXCL1 et MCP-
1/CCL2 car celles-ci présentent des propriétés chimiotactiques envers les neutrophiles et les
macrophages.

Dans un dernier temps, nous avons exploré les voies de signalisation intracellulaires
aboutissant a la production des ces chimiokines et nous nous sommes particulierement
intéressés aux voies des MAP kinases. Enfin, nous avons étudié ’action anti-inflammatoire
du roflumilast N-oxide, un inhibiteur de la PDE4, dans ce mod¢le d’inflammation induite par
le CSE associée au LPS. Bien que ce médicamente ait déja fait 1’objet d’études sur des
modeles in vivo et in vitro, ses effets sur les voies de signalisation restent encore obscurs. En
paralléle, nous avons étudié 1’effet de deux autres anti-inflammatoires, la dexaméthasone et la

budesonide sur la libération de I’IL-8/CXCLS.
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2. Résumé des principaux résultats

La stimulation des cellules A549 pendant 24 heures par du CSE aux concentrations
de 0,4% a 10% ne permet pas d’augmenter la quantit¢ d’IL-8/CXCLS8 et de Gro-a/CXCL1
libérée (Publication 1 Figure 1A et B). En revanche, la libération de MCP-1/CCL2 a été
significativement augmentée pour toutes les concentrations de CSE étudiées (Publication 1
Figure 1D). Cependant, la stimulation par du CSE 2% ou 4% combiné au LPS 0,1 pg/ml
pendant 24 heures permet d’observer une augmentation significative d’IL-8/CXCLS8 et de
Gro-o/CXCL1 en comparaison au témoin et au LPS seul. De plus, un effet additif sur la
libération de MCP-1/CCL2 (Publication 1 Figure 2A-C) est mesuré en comparaison au LPS
seul. En revanche, la production de ces chimiokines ne semble pas intervenir dans la
transcription des genes, puisque 1’expression des ARNm n’est pas modifiée aprés 4 heures de
traitement (Publication 1 Figure 2D-F).

Une fois notre modele établi, nous nous sommes intéressés aux voies de signalisation
pouvant étre impliquées dans 1’activation des cellules épithéliales par du CSE en combinaison
avec du LPS. Tout d’abord, nous avons ciblé la voie de signalisation des MAP Kinases. La
stimulation des A549 par du CSE/LPS induit une activation rapide et transitoire des MAP
kinases ERK1/ERK2 aprés 5 et 15 minutes, suivie d’une phosphorylation plus tardive apres
60 minutes de traitement. En revanche, aucune activation des kinases P38 et JNK n’a été
détectée dans les mémes conditions expérimentales (Publication 1 Figure 3 A-C). De plus, un
traitement préalable des cellules épithéliales par des inhibiteurs de la kinase MEK (U0126)
permet de réduire la libération d’IL-8/CXCLS8 et Gro-o/CXCL1, mais pas de la MCP-1/CCL2
(Publication 1 Figure 4 B, E et F). Comme attendu, les inhibiteurs des P38 (203580) et JNK
(SP600125) n’affectent pas la libération de ces chimiokines, a I’exception de I’inhibiteur de
JNK a 4 uM, sur la libération de I’'IL-8/CXCLS8 (Publication 1 Figure 4 A-I).

Une analyse protéomique a pu mettre en évidence que 13 kinases ont été augmentées
apres une exposition de 40 minutes au CSE+ LPS 0,1 pg/ml et 7 d'entre elles sont impliquées
dans la voie JAK/STAT. En revanche, seulement 6 phosphokinases sont augmentées avec le
CSE 4% et 9 avec le LPS 0,1pg/ml. Il est important de souligner que I’intensité d’expression
apres exposition au CSE ou au LPS 0,1 pg/ml est largement inférieure a I’expression observée
apres exposition CSE/LPS 0,1 pg/ml.

Enfin, nous avons étudié¢ les effets d’un inhibiteur de la phosphodiestérase 4, le

roflumilast N-oxide, sur la libération des cytokines et sur I’activation de kinases. Le
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prétraitement des cellules avec le roflumilast N-oxide associ¢ a PGE2 permet de réduire la
libération de chimiokines induites par du CSE/LPS 0,1 pg/ml (Publication 1 Figure 7) ainsi
que les voies ERK1/2 et JAK/STAT (Publication 1 Figure 8).

3. Conclusion

En conclusion, notre étude a démontré que le CSE/LPS est capable de stimuler les
cellules A549 en leur permettant de libérer des cytokines impliquées dans les processus
inflammatoires de la BPCO et d’activer les voies JAK/STAT et ERK 1/2. Ce mod¢le in vitro
permet d’émettre des hypothéses sur les conditions d’activation des cellules épithéliales des
voies aériennes dans un contexte d'exacerbation de la BPCO. Un effet additif sur la libération
de cytokines pourrait étre responsable de la progression et I’exacerbation de cette maladie. De
plus, nous avons montré qu’une nouvelle voie de signalisation pouvait étre activée par la
fumée de cigarette associée au LPS et aussi induire la synthése de cytokines par les cellules
A549. Enfin, le roflumilast N-oxide empéche la sécrétion de cytokines, inactivant ainsi les

voies JAK/STAT et ERK1/2.
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4. Résultats supplémentaires

Apres les études menés sur la libération de cytokines et sur 1’activation de MAP
kinases induite par du CSE/LPS, par les cellules épithéliale alvéolaires (A549), nous nous
sommes intéressé€s a des récepteurs pouvant étre impliqués dans ces mécanismes, notamment
le TLR4. En parallele du roflumilast N-oxide, les effets de la déxaméthasone et du budesonide
sur la libération d’IL-8/CXCLS8 ont été analysés. Nous avons également observé la libération
de cytokines par des monocytes issus du sang de donneurs sains différenciés en macrophages
et par des cellules épithéliales bronchiques issues d’un patient atteint de la BPCO, apres

stimulation par du CSE seul ou associé au LPS.

Choix du modele

Afin de mettre en place un modele in vitro de stimulation de cellules épithéliales
alvéolaires par la fumée de cigarette associ¢ a de faibles concentrations de LPS, nous avons
tout d’abord observé la libération d’IL-8/CXCLS8 par les cellules épithéliales en réponse a
différentes concentrations de LPS d’E. coli. Nous avons choisi I’IL-8/CXCLS car la libération
de cette chimiokines par les cellules épithéliales alvéolaires (A549) a bien été décrite dans la
littérature. Comme attendu, la stimulation des cellules A549 avec le LPS, a des concentrations
supérieures ou ¢égales a 0,5 ug/ml, augmente la libération d’IL-8/CXCL8. En revanche, les
concentrations de 0,01 et 0,1 pg/ml de LPS n’augmentent pas significativement la quantité
d’IL-8/CXCLS libérée (Publication 1 Figure 1D). Ensuite, nous nous sommes tournés vers
I’extrait de la fumée de cigarette. Nous avons testé différentes concentrations de CSE (0.4%-
10%), mais aucune n’a été capable d’augmenter la libération d’IL-8/CXCLS8 (Publication
Figure 1A). Cependant, la stimulation combinée du LPS a 0,let 0,01 pg/ml avec les
différentes concentrations de CSE pendant 24 heures, permet une augmentation significative
de la quantit¢ d’IL-8/CXCL8 d’un facteur deux par le LPS 0,01pg/ml et trois par le LPS
0,1pg/ml (Figure 21 B et C). En revanche avec des concentrations supérieures a 0.5ug/ml de
LPS nous n’avons plus ’effet synergique de 1’association du CSE au LPS (Figure 21D). La
concentration de 0,1pg/ml de LPS a été donc sélectionnée pour stimuler les cellules en
association avec l’extrait de cigarette, car elle n’induit pas de modification de la sécrétion
d’IL-8/CXCLS8 et nous permet de voir I’effet en combinaison avec le CSE. Pour la suite de

notre étude, nous avons fixé la concentration de CSE a 2% et 4% associ¢ au LPS a 0,1pg/ml.
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Figure 21: Effet de ’extrait de fumée de cigarette CSE associé au LPS sur la libération d'IL-8/CXCLS,
par les cellules A549. Les cellules A549 sont incubées avec du milieu seul (Témoin), du LPS a 0,01 pg/ml (A),
duLPS 40,1 pg/ml (B) et du LPS a 1 pg/ml (C) seul ou associés a différentes concentrations de CSE pendant 24
h. Les surnageants de culture sont collectés et les concentrations d’IL-8/CXCLS8 sont mesurées par ELISA. Les
données représentent la moyenne + SEM de 3 expériences. *P<0,05 en comparaison avec le témoin, “P<0,05 en

comparaison avec le LPS seul.

Implication du TLR4

Le TLR4 est impliqué dans la réponse immune et dans I’inflammation. Dans ce
contexte, il nous importait de savoir si ce type de récepteur jouait un role dans la libération de
chimiokines par les cellules épithéliales induites par le CSE/LPS. Pour cela, nous avons
vérifié que les cellules A549 expriment le TLR4 et si cette expression est modifiée par le CSE
seul ou en association au LPS (Figure 22 H). Comme attendu, les cellules A549 expriment le
TLR4 mais son expression n’est pas modifiée par la présence de CSE ou de LPS, seul ou en
combinaison. L’activation de ces récepteurs peut induire la synthése de cytokines et de
chimiokines pro-inflammatoires telles que I’IL-8/CXCL-8. Pour confirmer I’implication du
TLR4 dans la libération de cytokines dans notre modele, nous avons prétraité les cellules avec
un antagoniste du TLR-4. Dans un premier temps, nous avons évalué les effets de différentes
concentrations de cet antagoniste sur la libération d’IL-8/CXCL8 induite par LPS 0,5 pg/ml.
La présence d’antagoniste diminue de facon dose dépendent la libération d’IL-8/CXCLS
(Figure 22 G) induite par le LPS 0,5ug/ml. De plus, I’antagoniste du TLR4 aux
concentrations de 100 ng/ml et 1000 ng/ml inhibe fortement la libération d’IL-8/CXCLS8
induite par du CSE/LPS (figure 22 A et B). En revanche, il n’empéche pas la libération de
MCP-1/CCL2 et Gro-o/CXCLI1 induite par du CSE/LPS (Figure 22 C-F). Ces résultats
confirment une libération d’IL-8/CXCL8 dépendent de TLR-4, contrairement a MCP-1/CCL2

ainsi que Gro-o/CXCLI.
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Figure 22: Effet de I’antagoniste du récepteur de TLR4 sur la libération de chimiokines induite par du
LPS 0,5 pug/ml et par du CSE associé au LPS. Expression du récepteur de TLR4 par les cellules A549
stimulées avec du CSE associé au LPS. Les cellules A549 sont incubées avec le solvant (témoin, barres
blanches) ou avec un antagoniste du TLR4 (barres hachurées) pendant 2 heures puis traitées avec du CSE 2% et
4 % associé au LPS 0,1 nug/ml pendant 24 heures. Les surnageants de culture sont collectés et les concentrations
d’IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 et de Gro-o/CXCL1 sont mesurées par ELISA. Les cellules A549 sont incubées
avec du milieu seul ou avec du CSE associée a 0,1 pg/ml de LPS, pendant 4 heures. L expression des génes du
TLR4 est déterminée par RT-PCR. Les résultats sont normalisés en fonction du géne de la GAPDH. Les données
représentent les résultats de trois expériences. *P<0,05 en comparaison avec le témoin, “P<0,05 en comparaison

avec le groupe traité par le véhicule.
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Effet des anti-inflammatoires stéroidiens (budesonide et dexaméthasone)

Parallélement aux effets du roflumilast N-oxide, nous nous sommes penchés sur les effets de
deux anti-inflammatoires stéroidiens, le budesonide et la dexaméthasone, sur la libération
d’IL-8/CXCLS8. Le prétraitement avec le budesonide ou la dexaméthasone diminue la

libération d’IL-8/CXCLS induite par du CSE/LPS.
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Figure 23: Effet des deux corticoides, le budesonide (A) et la déxaméthasone (B) sur la libération d’IL-
8/CXCLS induite par l'extrait de fumée de cigarette associé au LPS. Les cellules A549 sont incubées avec le
solvant véhicule (témoin, barres blanches), budesonide ou dexaméthasone a 0,1uM (barres hachurées) pendant 2
heures, puis traitées avec du CSE 2 % et 4 % associé¢ au LPS 0,1 pg/ml pendant 24 heures. Les surnageants de
culture sont collectés et les concentrations d’IL-8/CXCL8 sont mesurées par ELISA. Les données représentent
les résultats de trois expériences. *P<0,05 en comparaison avec le témoin, “P<0,05 en comparaison avec

CSE/LPS.
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Libération de chimiokines par des cellules épithéliales bronchiques, en culture primaire

stimulée par du CSE et LPS seul ou combiné

Pour nos résultats sur un autre type cellulaire pulmonaire, nous nous sommes
intéressés a la libération de chimiokines par une culture primaire de cellules épithéliales
bronchiques de patient atteint de BPCO (provenant de chez Lonza). Tout d’abord, nous avons
stimulé ces cellules par de fortes doses de LPS d’E. coli. La stimulation de ces cellules
épithéliales bronchiques par du LPS 0,5 pg/ml augmente la libération d’IL-8/CXCLS et de
Gro-0/CXCL1, contrairement a I’augmentation de MCP-1/CCL2 qui n’est pas significative.
Nous avons conclu de ces expériences que les cellules épithéliales bronchiques, comme les
cellules épithéliales alvéolaires, sont capables de produire des chimiokines. Ensuite, nous
avons stimulé ces cellules avec le CSE et/ou LPS a de faibles concentrations. Le LPS 0,1
pg/ml ainsi que le CSE 2% ne sont pas capables d’augmenter de facon significative la
production d’IL-8/CXCLS8. En revanche le CSE seul a 4% et le CSE associ¢ au LPS
augmentent de facon significative la libération d’IL-8/CXCLS8. De plus, I’augmentation d’IL-
8/CXCLS induite par le CSE 4% associé¢ au LPS est différente de celle induite par le LPS 0,1
pg/ml seul. Par contre, la libération de MPCP-1/CCL2 par les cellules épithéliales
bronchiques est faible et nous n’avons observé aucune différence entre les groupes
expérimentaux. Contrairement a I’IL-8/CXCLS, la libération de Gro-a/CXCL1 a été diminuée
par le CSE par rapport au témoin, et le CSE est également responsable d’une diminution de
Gro-o/CXCL1 induite par le LPS 0,1 pg/ml. Ces résultats confirment 1’effet additif du
CSE/LPS sur la libération d’IL-8/CXCL8 dans une culture primaire. En revanche, la
libération de MCP-1/CCL2 et de Gro-a/CXCLI1 aprées I’exposition du CSE/LPS peut varier en

fonction du type cellulaire.
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Figure 24: Effet du LPS sur la libération de chimiokines par des cellules épithéliales bronchiques d’un
patient atteint de BPCO (DHBE). Effet du CSE associé au LPS sur la libération d'IL-8/CXCLS8, Gro-
0o/CXCL1 et MCP-1/CCL2 par les DHBE. Les cellules sont incubées avec du milieu seul (Témoin) et du LPS
a 0,1 ug/ml (bandes hachurées) ou 0,5 pg/ml (bandes noires) seul ou associé¢ au CSE 2% et CSE 4% pendant 24
heures. Les surnageants de culture sont collectés et les concentrations des chimiokines sont mesurées par ELISA.

*P<0,05 en comparaison avec le témoin, “P<0,05 en comparaison avec le LPS 0,1 ug/ml seul.
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Effet du CSE seul ou associé au LPS sur la libération des cytokines et des protéases par les

macrophages en culture primaire

Les macrophages résidents du poumon sont également des cibles de la fumée de
cigarette et sont responsables de la libération de cytokines pro-inflammatoires qui jouent un
role dans la progression de la BPCO. Dans cette partie du travail, nous avons étudié les effets
de la fumée de cigarette seule ou associée au LPS sur des macrophages issus du sang d’un
donneur sain. Les monocytes ont été différenciés en macrophages aprés 7 jours d’incubation
avec du GM-CSF a la concentration de 50 ng/ml. Nous nous sommes intéressés a la libération
d'1L-1B, TIMP-1, MMP-9, d’IL-8/CXCLS8 et d’IL-6 par ces cellules, ces médiateurs étant
impliqués dans le contexte physiopathologique de la BPCO. La stimulation des macrophages
par du LPS 0,1 pg/ml augmente la libération d'IL-1pB, d'TL-8/CXCLS, d’IL-6 et de TIMP-1,
mais nous n’avons pas de différence quant au niveau de MMP-9 libéré. En revanche, le CSE
n’a pas d’effet sur la libération d'IL-1p, d'IL-8/CXCLS, IL-6 et MMP-9, mais nous avons
observé une diminution significative de la libération de TIMP-1 par le CSE en comparaison
avec le témoin. La stimulation par du CSE 2% ou 4% combiné a LPS 0,1 pg/ml pendant 24
heures induit une augmentation de la libération de TIMP-1 comparée au LPS seul ou au
témoin. Néanmoins, nous n’avons pas observé de changement sur la libération d’IL-8/CXCLS8
et de la MMP-9 apres ’exposition au CSE/LPS. Cependant, 1’association du CSE au LPS 0,1

pg/ml permet de diminuer la libération d’IL-6 qui était augmentée avec le LPS seul.
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Figure 25: Effet du CSE associé au LPS sur la libération d'IL-18, TIMP-1, MMP-9, d'IL-8/CXCLS et IL-6
par de macrophages. Les des monocytes issus du sang sont différenciés en macrophages aprés 7 jours de
stimulation par du GM-CSF a 50 ng/ml. Les macrophages sont ensuite incubés avec du milieu (Témoin), du LPS
a 0,1pg/ml, du CSE 2% et 4% seul ou associ¢ au LPS (barres hachurées) pendant 24 heures. Les surnageant de
culture sont collectés et les concentrations des différents médiateurs sont mesurées par ELISA. *P<0,05 en

comparaison avec le témoin, *P<0,05 en comparaison avec le LPS seul
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Effet du CSE seul ou associé au LPS sur la libération des cytokines par la co-culture des

macrophages et des cellules épithéliales alvéolaires

Nous avons étudié la libération d’IL-8/CXCLS8 et d’IL-6 dans une co-culture de
macrophages et de cellules épithéliales alvéolaires (A549) stimulées par le LPS, le CSE ou
’association des deux. Nous avons observé une augmentation de la libération d’IL-8/CXCLS8
et d’IL-6 24 heures apres la stimulation par du LPS a 0,1 pg/ml. En revanche, le CSE seul n’a
pas d’effet sur la libération de ces cytokines et la combinaison du CSE avec le LPS n’altére
pas la libération d’IL-8/CXCLS8 et d’IL-6 par la co-culture stimulée par du LPS 0,1 pg/ml

seul.
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Figure 26: Effet du CSE seul ou associé au LPS sur la libération d’IL-8/CXCLS8 et d’IL-6 par une co-
culture de macrophages et de cellules épithéliales alvéolaires (A549). Les macrophages et les cellules
épithéliales alvéolaires sont cultivés dans des chambres de culture séparées par une membrane pendant 18
heures. Les cellules sont ensuite traitées avec le milieu seul (Témoin), le LPS 0,1 ug/ml et le CSE seul ou

associ¢ pendant 24 heures. Les surnageants de culture sont collectés et les concentrations de cytokines sont

mesurées par ELISA. *P<0,05 en comparison avec le t¢émoin.
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Abstract

Cigarette smoke is a major cause of chronic obstructive pulmonary disease (COPD). Airway
epithelial cells and macrophages are first line cells against cigarette smoke and these cells are
an important source of release pro-inflammatory cytokines. These cytokines play a role in
progressive airflow limitation and chronic airways inflammation. Furthermore, the chronic
colonization of airways by Gram-negative bacteria, contributes to the persistent airways
inflammation and progression of COPD. The current study addressed the effects of cigarette
smoke along with lipolysaccharide (LPS) in airway epithelial as a representative in vitro
model of COPD exacerbations. Furthermore, we evaluated the effects of PDE4 inhibitor, the
roflumilast N-oxide (RNO), in this experimental model.

Epithelial A549 cells were stimulated with Cigarette smoke extract (CSE) alone (0.4% to
10%) or associated with a low concentration of LPS (0.1 pg/ml) for 24h or 4 h for
measurement of chemokine protein and mRNAs and 5-60 min for protein phosphorylation.
Cells were also pre-incubated with Prostaglandin E, alone or associate with RNO, p38, INK
and MEK inhibitor before the addition of CSE/LPS. Productions of cytokines were
determined by ELISA and protein phosphorylation was observed by Western blotting and
Phospho-kinase array.

CSE did not induce production of IL-8/CXCL-8 and Gro-o/CXCL1 from A549 cells, but
increase production of CCL2/MCP-1. However the combination of LPS 0.1 pg/ml with CSE
2% or 4% induced an important production this chemokine that is dependent of ERK1/2 and
JAK/STAT pathways but did not require JNK and p38 pathways. Moreover, RNO associated
with PGE; reduced CSE/LPS-induced cytokine release through the inhibition of ERK1/2 and
JAK/STAT pathways. We report an in vitro model that can reflect what happen in airway
epithelial cells in COPD exacerbation. We also, showed a new pathway where CSE associated

with LPS can induced cytokine release from A549 cells, which is markedly reduced by RNO.
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Introduction

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a major and a growing cause of
morbidity and mortality worldwide. COPD is characterized by airflow limitation that is not
fully reversible [1]. The airflow limitation is usually progressive and associated with an
abnormal inflammatory response of the lungs [2].

The major triggering factor is cigarette smoking, which accounts for 80-90% of the
COPD cases. The cigarette smoke causes airway inflammation by activating epithelial cells
and macrophages, which by releasing proteases and free oxygen radicals cause injury of
parenchyma tissue. These cells can also release inflammatory mediators, including cytokines
and chemokines such as IL-8/CXCLS8, monocyte chemotactic peptide-1 (MCP-1/CCL2) and
Growth-related oncoprotein-a (Gro-o/CXCL1). These chemokines play a role in mechanisms
leading to inflammatory process in airways and progressive airflow limitation [3,4,5].
Besides, there is now increasing amount of evidence that chronic colonization of airways by
respiratory pathogens, predominantly Gram-negative bacteria, contributes to the progression
of COPD and is also responsible for the persistent airway inflammation [6,7]

Several signaling pathways, such as mitogen activated protein kinase (MAPK), control
the expression of these chemokines as demonstrated by taking advantage of selective
inhibitors or siRNA strategies [8,9,10,11]. Indeed, inhibitors of ERK 1/2 and p38 MAP
kinases the decreased the release of cytokines induced by cigarette smoke in airway epithelial
cells [12,13]. Other protein kinases may be involved in inflammatory responses like Scr
family kinases, JAKs (Janus kinases) as well as their downstream transcription factors of the
STAT (signal transducer and activator of transcription) family [14,15].

Phosphodiesterase 4 (PDE4) inhibitors that prevent the degradation of cAMP will
enhance the anti-inflammatory action of this second messenger. Neutrophils, macrophages,

CD4+ and CD8+ T-lymphocytes , epithelial cells or fibroblasts in the lungs and airways
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express PDE4 and their functions are favorably modulated by PDE4 inhibitors such as
roflumilast [16], which may finally translate into a clinical benefit in COPD. Indeed,
roflumilast robustly reduced the rate of acute exacerbations in the frequent exacerbation
phenotype of COPD as documented in large clinical trials [17].

In vivo, roflumilast mitigates lung infiltration by inflammatory cells (neutrophils,
macrophages, dendritic cells, B and T-cells) and airspace enlargement in mice exposed to
tobacco smoke over a period of 6 months [18]. In vitro, the PDE4 inhibitor enhances ciliary
beat frequency and preserves the ciliated cell phenotype compromised by tobacco smoke
extract in differentiated human bronchial epithelial cells [19] and reduces MUCS5AC
expression [12]

The airway epithelium is the first line of defense against inhaled environmental
particles such as tobacco smoke and bacteria. Thus, airway epithelial cells represent an
important source of cytokines and chemokines in the context of COPD [20,21]. The precise
role of epithelial cells in the complex interplay between tobacco smoke, pathogens and the
inflammatory microenvironment has not yet been fully explored. The aim of this study was to
evaluate the effects of cigarette smoke extracts associate with LPS, a constituent of gram
negative bacteria cell walls on airway epithelial cells. Furthermore, the effects of the PDE4
inhibitor roflumilast n-oxide (RNO), the active metabolite of roflumilast were explored in this
experimental model.

To this end, we have examined the effects of combining cigarette smoke extract (CSE)
with a low concentration of lipolysaccharide (LPS) on human alveolar epithelial type II like
cells (A549). We showed that the combination of CSE with LPS further enhanced the release
of several chemokines by A549 cells, in particular IL-8/CXCLS, MCP-1/CCL2 and Gro-

o/CXCL1 to which an activation of the ERKI1/2 and JAK/STAT pathways may have
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contributed. Moreover, RNO associated with Prostaglandin E, (PGE,) reduced the release of

these chemokines through the inhibition of ERK1/2 and JAK/STAT pathways.
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Materials and methods

Reagents Roflumilast-N-oxide (RNO) was provided by Nycomed (Konstanz, Germany). F-
12K Nutrient Mixture Kaighn’s Modification cell culture medium, antibiotics, glutamine, and
trypsin-EDTA were purchased from Invitrogen (Eugene, OR, USA). Fetal calf serum (FCS)
was from Hyclone (Logan, UT, USA). Lipolysaccharide from E. coli 055 :BS5, Thiazolyl Blue
Tetrazolium Blue (MTT), SB-203580, , SP-600125, and U0126 were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA). The specific antibodies against phospho-(p44/42) ERK1/2,
(p44/42) ERKI1/2, phospho-p38 MAP kinase, p38 MAP kinase, phospho-SAPK/JNK,
SAPK/INK, were from Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA). Acrylamide, SDS,
Tris, HEPES, and BSA were from Eurobio (Les Ulis, France). Bradford protein assay and
Precision Plus Protein Dual Color Standards were from Bio-Rad (Hercules, CA, USA).

Cell culture. The human alveolar epithelial cell line (A549) was purchased from American
Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) and cultured in F-12K supplemented with
10% FCS, 1% antibiotics, 2mM L-glutamine, and 10 mM HEPES at 37°C and at 5% CO2.
1x10° cells were transferred to 24-well plates and grown to confluence for the experiments.
Cell culture and treatments. CSE was prepared as previously reported [22,23]. In brief two
2R1 cigarettes (U Kentucky, USA) was bubbled through 20 ml F-12K Nutrient Mixture
Kaighn’s Modification and the resulting suspension (100% CSE) was filtered through a 0.2
um filter, and diluted with complete media. A549 cells were stimulated with CSE (0.4 % to
10%) and with or without LPS (0.1 pg/ml) for 4h or 24h. Cells were also pre-incubated with
RNO (1 nM or 1 uM) with PGE, (10 nM) or without or vehicle for 2h before the addition of
CSE/LPS. To explore possible signaling pathways involved, A549 cell were pre-incubated
with either the p38 kinase inhibitor SB203580 (10 uM and 20 uM) or the JNK inhibitor
SP600125 (2 uM and 4 uM) or the MEK inhibitor U0126 (3 uM and 5 uM) for 2 hours

before being stimulated with CSE/LPS. All experiments were performed in serum-free
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medium, triplicate and repeated at least 3 times. At the end of the incubation period culture
supernatants were harvested and stored at -80°C until further analysis.

Measurement of chemokine protein and mRNAs. The concentrations of IL-8/CXCLS, MCP-
1/CCL2, Gro-o/CXCLI in the culture supernatants were measured by ELISA from R&D
Systems (Abingdon, United Kingdom). Total RNAs were isolated from A549 cells using a
commercially available kit (Promega, Madison, WI, USA). RNA quantity and purity were
assessed with a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Nyxor Biotech, Paris, France). Total
RNAs (1 pg) was reverse-transcribed into cDNA using the High-Capacity cDNA Archive kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Real-time quantitative RT-PCR was performed by the
fluorescent dye SYBR Green methodology using the SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) and the StepOnePlus™ real-time PCR system (Applied Biosystems). Primer

pairs for each transcript were chosen with NCBI software http://www.ncbi.nlm.nih.gov. IL-

8/CXCLS primers forward 5’-AAG AAA CCA CCG GAA GGA AC-3’, reverse 5’-AAA
TTT GGG GTG GAA AGG TT-3’; MCP-1/CCL2 primers forward 5’-TGT CCC AAA GAA
GCT GTG ATC-3’, reverse 5’-ATT CTT GGG TTG TGG AGT GAG-3’; Gro-o/CXCL1
primers forward 5’-AAC CGA AGT CAT AGC CAC AC-3’, reverse 5’CCT CCC TTC TGG
TCA GTT G3’; GAPDH primers forward 5’-GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3’,
reverse 5’-TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC-3’). Amplification curves were read with the
StepOne software V2.1 using the comparative cycle threshold method. The relative
quantification of the steady-state mRNA levels was normalized against GAPDH mRNA.

Evaluation of protein kinase phosphorylation by Western blotting. A549 cells were
incubated with medium alone, CSE 4%, LPS 0.1pg/ml or the combination of both for 5, 15,
30, 60 and 120 min. Then, cells were washed with PBS and lysed with lysis buffer (Novagen,
San Diego, CA, USA) containing 1% protease inhibitor cocktail and phosphatase inhibitor

cocktail (Roche, Mannheim, Germany) for 15 min on ice. Equal amounts of cell lysate (50
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ug) were separated by a 5% or 10% SDS-PAGE gel and then transferred onto a nitrocellulose
membrane, which was further incubated for 1 hour with 5% BSA or 5% w/v nonfat dry milk
in TBS containing 0.1% Tween 20 and then for 2h at room temperature with an antibody
specific. After washing, the membranes were incubated for 2h with a horseradish peroxidase
conjugated anti-mouse/rabbit antibody. Blots were then incubated with an enhanced
chemiluminescence solution for 1 min and exposed.

Human Phosphoprotein Array. Cells were pre-incubated with RNO (1 nM) and PGE, (10
nM) or vehicle for 2h before the addition of CSE (4%), LPS (0.1 pg/ml) and CSE/LPS. Cell
lysates (500 pg of total proteins per array) were applied to the phosphoprotein array following
the manufacturer’s instructions (Proteome Profiler Human Phosphokinase Array kit, R&D
Systems, Abingdon, United Kingdom).

Viability assay by the tetrazolium salt method. Cytotoxicity of CSE tested on A549 cells was
assessed by using the tetrazolium salt method (MTT) viability test. MTT was added to the
culture medium at a final concentration of 0.5 mg/ml and incubated at 37°C for 2 h. The
reaction product of MTT was extracted in dimethylsulfoxide (DMSO) and the OD was
spectrophotometrically measured at 570 nm, with DMSO as a blank. Viability was expressed
as percentage of the values (corresponding to 100%) of untreated cells.

Statistical analysis. The results are expressed as means + SEM. Analysis of treatment effects
between groups was performed with a one-way ANOVA. Comparison of treatment
interactions was done by tukey post test. For each analysis, P values less than 5% were

considered statistically significant.
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Results
Effects of the combination of LPS with CSE on the production of cytokines from epithelial
cells.

Incubation of A549 cells with different concentration of CSE (0.1%-10%) for 24h did
not enhance the release of IL-8/CXCL8 and Gro-o/CXCLI1 (Fig 1A and C), but significantly
increase the release of MCP-1/CCL2 (Fig 1B). CSE whatever the concentrations did not
induced toxicity (Fig 1D). As expected, LPS (10 ng/ml-10 pg/ml) concentration-dependently
increased the release of IL-8/CXCLS8 from A549 cells (Figure 1E). For study evaluating the
effects of CSE associated with LPS in further experiments, the concentration of 0.1 pg/ml
LPS was selected to not significantly enhance the release of these chemokines over control
(Fig 2A-F). The incubation of A549 epithelial cells with CSE at 2% or at 4% in combination
with LPS at 0.1 pg/ml for 24h significantly enhanced the release of IL-8/CXCL8, MCP-
I/CCL2 and Gro-a/CXCL1 into the culture medium that was more than additive for IL-
8/CXCLS8 and Gro-o/CXCL1 at both CSE concentrations. As an example with respect to IL-
8/CXCLS release, at baseline 62.5 £ 8.2 pg/ml accumulated in the culture medium over 24 h,
and in presence of CSE at 2% or LPS at 0.1 pg/ml 83.9 + 15.0 pg/ml or 102.5 + 14.92 pg/ml,
respectively were collected. However, in the combined presence of CSE at 2% and LPS at 0.1
pg/ml the concentration of IL-8/CXCLS8 in the culture medium increase up to 214.1 £ 27.7
pg/ml (Fig 2A). In contrast, we did not observed any significant changes in mRNA expression
levels for IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 and Gro-0/CXCL1 under each condition including the

combination of LPS with CSE when measured at 4 h of incubation time (figure 2D-F).

The release of chemokines induced by the combination of CSE and LPS was contingent on

ERK]1/2 but did not require JNK and p38 pathways.
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To analyse the signalling pathways likely involved in CSE/LPS-induced chemokine
release, the expression of MAP kinases such as p38 kinase, JNK and (p44/42) ERK 1/2 and
the abundance of their respective phosphorylated forms was analysed by Western blotting.
Stimulation of A549 cells with CSE (4%) or LPS (0.1 pg/ml) alone or in combination over 5
to 120 min neither increased p38 nor JNK phosphorylation (Fig 3A and B,) (data 60 and 120
min not shown). On the other hand, CSE (4%) and LPS (0.1 pg/ml) alone and when combined
(CSE/LPS) where found to result in a rapid and transient increase in phospho p44/42 ERK1/2
that was observed at 5, 15 and 60 min but not at 30 and 120 min incubation time in A549 cells
(Fig 2Cand D). By taking advantage of specific inhibitors the contribution of ERK1/2, p38
kinase and JNK to CSE/LPS-induced chemokine release was further investigated. First of all,
the MEK1/2 inhibitor U0126 (3 or 5 uM) abolished the CSE/LPS-induced release of IL-
8/CXCLS (Fig 4B) and Gro-o/CXCL1 (Fig 4H) below baseline (p<0.05) while the release of
MCP-1/CCL2 (Fig 4E) was not significantly reduced. The p38 MAPK inhibitor SB203580 at
10 uM or 20 uM did not affect CSE/LPS-induced IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 and Gro-
a/CXCLI1 release (Fig 4C, 4F and 4I). The JNK inhibitor, SP600125, at 4 uM but not at 2 pM
significantly reduced the CSE/LPS-induced release of IL-8/CXCL8 (Fig 4A), but it has not

effect in MCP-1/CCL2 and Gro-a/CXCLI release (Figure 4D and 4G).

Activation of the JAK/STAT pathway following stimulation of A549 epithelial cells with

CSE and LPS

We then further explored intracellular signalling pathways following stimulation of
A549 cells with CSE (4%) (Fig 5A), LPS (0.1 pg/ml) (Fig 5B) or their combination (Fig 5C),
or vehicle (control) for 40min. We used a commercially available human phosphoprotein
array kit that allowed to semiquantitatively assessing the levels of phosphorylated

representatives of the MAP Kinases, Src family and JAK/STAT pathways amongst others. At
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least the phosphorylation of sixteen phosphoproteins were increased after exposure with
CSE/LPS for 40 min and twelve of them are related to the JAK/STAT pathway. On the other
hand, the phosphorylated forms of eight and eleven proteins were increased with LPS 0.1
mg/ml (Fig 5A) and CSE 4% (Fig 5B) alone, respectively. For some proteins the intensity of
the signal reflecting their phosphorylation has been much stronger with CSE/LPS in
combination compared to each of these stimuli on their own (examples are HSP27, CREB,
lyn, STATSa, STAT2). For phosphorylated STAT3, the observations from the phosphoprotein
array were confirmed using Western blotting (Fig 6A, B ). At least following a 1 h incubation
time with CSE/LPS there has been an increase in phospho STAT3 that was however, not
observed with either CSE or LPS alone. Taken together, these data suggest that the

combination of CSE and LPS may induce an activation of the JAK/STAT signaling pathway.

Effects of RNO on chemokine release and protein phosphorylation induced by the
combination of CSE and LPS in A549 cells.

Finally, we investigated the effects of a PDE4 inhibitor, RNO in conjunction with
PGE; (1 nM) on the release of chemokines and the phosphorylation of a range of proteins
following incubation of A549 cells with the combination of CSE (at 2% or 4%) and LPS (0.1
pg/ml). Cells were pre-incubated with RNO (10 nM or 1 pM) and PGE, (10 nM) and then
stimulated with CSE (2% or 4%) together with LPS (0.1 mg/ml) for 24 hours. In the presence
of PGE; (10 nM) and RNO at 1 nM (Fig 7A, B and C) or I uM (Fig 7 D, E and F) elicited a
partial, but significant inhibition of the release of IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 and Gro-
a/CXCLI1 into the culture medium of A549 cells stimulated with CSE and LPS. In contrast
PGE; alone does not modify the cytokine release (data not shown).

Whether RNO (1 nM) along with PGE; (10 nM) would affect the JAK/STAT and

ERK1/2 pathways was next investigated. In the phosphoprotein array, RNO markedly reduced
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the signal intensity for six of the eight phosphorylated STAT isoenzymes analysed, including
STAT2, STAT3, STAT4, STATSa, STAT5ab, and STAT6, that were increased after exposure
for 40 min with CSE/LPS. Moreover, RNO decreased the signal intensity of MAPK and other
kinases protein that can been regulated by STAT, as Lyn, Fyn and Yes, components of Scr-
family, another pathway that was increased after exposure of A549 cells to CSE and LPS (Fig

8).
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Discussion

We have investigated the effects of combining cigarette smoke extract (CSE) with a
subthreshold, low concentration of LPS (CSE/LPS), on human alveolar type II like epithelial
cells, A549. We have observed that such a combination enhanced the release of several
chemokines from A549 cells, in particular IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 and Gro-o/CXCL1 by
activation of the ERK1/2 and JAK/STAT pathways in comparison to CSE or LPS alone. We
also observed that roflumilast N-oxide, a PDE4 inhibitor along with PGE; partly reduced the
release of chemokines induced by CSE/LPS and partly involved the inhibition of ERK1/2 and
JAK/STAT pathways.

Cigarette smoke impairs host immune defense and recurrent infections of the airways
and plays a crucial role in the progression of COPD [24]. In this study, we developed an in
vitro model which can reflect what happen in COPD exacerbations where airway epithelial
cells could face both tobacco smoke and bacterial pathogens. We demonstrated that cigarette
smoke alone is not sufficient to induce the release of chemokines such as IL-8/CXCLS8 and
Gro-a/CXCL-1. These results are in line with the study of Moodie (2004) and colleagues,
showing that cigarette smoke-conditioned medium did not affect IL-8/CXCL8 or IL-6
expression in human lung epithelial cells in vitro [25]. On the other hand, to CSE adding a
low concentration of LPS (0.1 pg/ml), that on its own did not affect release of the
chemokines, elicited a significant increase in IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 and Gro-o/CXCL1
release. Our findings are consistent with those of Pace ef al., (2008) who found an increased
release of IL-8/CXCLS8 from 16-HBE cells when LPS was associated with CSE [26].
However, Pace & colleagues used airway epithelial cells of bronchial origin while the cells in
our study were from alveolar origin. In contrast, other studies report an inhibition of an LPS-
induced cytokine release by CSE in airway epithelial cells [27,28]. The concentrations of LPS

used in the latter studies where 10-100-fold higher compared to the 0.1 pg/ml of LPS used in
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the current investigation that may result in a differential use of intracellular signaling
pathways or levels of cellular stress. Indeed, in healthy volunteers the inhalation of LPS at 5-
50 pg/ml elicits neutrophilic airway inflammation [29]. Based on these studies, we conclude
that concentrations of LPS between 1 pg/ml and 10 pg/ml would be extremely high for in
vitro experiments with human cells. Moreover, LPS up to 1 png/ml was not different from CSE
4% associated with LPS 1 pg/ml in chemokine release (data not shown). Under the current
experimental conditions the increase in chemokine release from A549 cells stimulated with
CSE and LPS was not associated with an enhanced mRNA expression, even though there was
a trend in A549 cells incubated with both CSE and LPS. These observations might indicate
that the constitutive mRNA is sufficient to elicit the expression of chemokines. Alternatively,
the time-course of mRNA versus protein expression may be rather different and the increase
of mRNA if it exists may have occurred earlier than after 4h.

The production of cytokines and chemokines may be regulated by a range of signal
transduction pathways such as MAP Kinases [9] [30]. Thus, we examined by Western blotting
the phosphorylation pattern of p38 kinase, JNK and ERKI1/2 in response to CSE/LPS.
Although the generation of IL-8/CXCLS, MCP-1/CCL2 and Gro-o/CXCL1was reported to
depend on p38 kinase and JNK in several experimental models this was not the case under our
conditions [9,30,31]. In our experimental model by using either Western blotting or selective
inhibitors, we found that the formation of IL-8/CXCLS, MCP-1/CCL2 and Gro-o/CXCLI by
A549 cells stimulated with CSE/LPS is independent from both JNK and p38 kinase
activation. However, we observed a decrease in CSE/LPS-induced IL-8/CXCLS release after
incubation with the JNK inhibitor, SP600125 at 4 pM. It is therefore possible that at this
concentration of SP600125 (4 uM), it might also exerts an inhibitory effect on the ERK1/2
pathway. Indeed, U0126, an inhibitor of the ERK1/2 pathway at concentrations of 3 and 5 uM

decreased the release of IL-8/CXCLS8 and Gro-o/CXCL1 from CSE/LPS-stimulated A549
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cells indicating that the ERK1/2 pathway is involved in the generation of these chemokines
under our conditions. On the other hand U0126 failed to reduce the release of MCP-1/CCL2.
This observation and the relatively low degree of ERK1/2 activation suggest that other
pathways may also contribute to the generation of these chemokines.

Our hypothesis was confirmed by the analysis of phosphoprotein arrays following
stimulation of A549 cells with CSE/LPS. For example the phosphorylation of eight STAT
proteins (STATI1, STAT2, STAT3, STAT4, STATS5a, STATSb, STATS5ab, and STAT6) was
increased after exposure of A549 cells to CSE and LPS. These results suggest that in addition
to ERK1/2, the JAK/STAT pathway is involved in the CSE/LPS-induced chemokine release.
Indeed, the non-receptor tyrosine kinases such as JAK were implicated in the generation of
cytokines or chimiokines [32,33]. The findings from the protein arrays have been confirmed
by Western blotting. Our analysis was focused on STAT3, because this signaling molecule is
associated to epidermal growth factor receptor (EGFR) and EGFR transactivation pathway is
involved in expression of proinflammatory cytokines, including IL-8/CXCLS in response to
cigarette smoke [34]. Moreover EGFR signaling is commonly involved in both the activation
of extracellular signal-related kinases 1/2 (ERK1/2) and Scr-family, two other pathways that
may be involved in CSE/LPS exposure [35,36]. Indeed Goyal et al, (2010) showed that in a
human intestinal epithelial cell line stimulated with fragments of E. coli the expression of IL-
8/CXCLS8 was operated through STAT-3 and ERK1/2 activation [37]. Moreover, STATs can
be independently activated by JAKs, most notably by c-Src [35,38]. We suggest that the
increase of five Src family Kinases (Src, Lyn, Lck, Fyn and Yes) at 40 min of exposure with
the combination of CSE/LPS as showed in protein arrays, might account for the STAT3
phosphorylation at 60 min as observed by Western blotting. Similarly, Src have been shown

to activate MAP Kinases in response to various stimuli [39,40].
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We suggest that activation of ERK1/2 pathway by the combination of CSE with LPS,
may involved Src family and Stat 3. Indeed, we observed an increased activation of this
pathway by western blotting at 60 min and decrease of chimiokines release at 24h after
incubation with the ERK1/2 inhibitor. This hypothesis is supported by Ovrerik et al. (46)
suggesting that the activation of ERK1/2 is dependent of the Scr family for the IL-8/CXCLS
production by A549 stimulated with silica. In this condition, the low level of activation
observed for ERK1/2 in our study, could be due to the delayed (more than 120 min) activation
which is also dependent of the activation of Scr family and Stat3 pathways

We also observed the activation of the transcription factor cyclic AMP response
element-binding protein (CREB), suggesting the involvement of cAMP in this model. It is
possible that CREB is involved in the release of cytokines observed in our study. Indeed, Sun
et al., (2008) observed that CREB regulates CXC chemokine gene expression in A549 cells
[41].

The anti-inflammatory profile of PDE4 inhibitors is broadly documented [42] and it is
support by the recent approval of one of them, roflumilast, in severe COPD where it reduces
the risk of exacerbations [17]. Indeed, clinical trials reported a reduced exacerbation rate and
an improved lung function with roflumilast in severe COPD [43]. The preclinical
pharmacology of roflumilast and its active metabolite, roflumilast N-oxide with a wealth of
anti-inflammatory effects has been described in numerous studies [44,45]. Because an
abnormal inflammatory response largely governs the pathophysiology of COPD and
roflumilast is approved for patients with symptomatic, severe COPD with frequent
exacerbations, we explored the effects of roflumilast N-oxide in our in vitro experimental
model of airway epithelial cells stimulated with CSE and LPS. Roflumilast N-oxide partly
inhibited the release of chemokines after stimulation of A549 cells with CSE and LPS.

Recently, roflumilast and roflumilast N-oxide were described to reduce the LPS-induced
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release of CCL2, 3, 4, CXCL10 and TNF-a from human lung macrophages [44]. Roflumilast
and roflumilast N-oxide prevent the generation of cytokines and chemokines in vitro and in
vivo secondary to an increase in cAMP [45]. Signal transduction affected downstream of
PDE4 inhibition specifically for roflumilast or roflumilast N-oxide has rarely been
investigated but some have shown an inhibition of p38 and p44/42-MAPKpathways [12].
Based on our findings, we hypothesized that the inhibitory effect of roflumilast may have
been caused by an inhibition of the phosphorylation of critical kinases mainly those of the
JAK/STAT activation pathway. Indeed, roflumilast N-oxide at 1 nM (in the presence of 10
nM PGE,) prevented the phosphorylation of seven STAT proteins and five Scr family
proteins.
Conclusions

In conclusion, our study demonstrated that CSE/LPS can stimulate A549 epithelial cells
to release cytokines which participated to the airway inflammatory process in COPD by
activation JAK/STAT and ERK 1/2 pathways. We report an in vitro model that can reflect
what happen in airway epithelial cells in COPD exacerbation. We also showed a new pathway
through which cigarette smoke associate with LPS can induced cytokines release from A549
cells. Furthermore, roflumilast N-oxide prevents cytokine secretion induced by CSE

combined with LPS through JAK/STAT and ERK1/2 inhibition.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4

[ Control
Bl CSE 4% + LPS 0.1ug/ml

>
w
O

n
(=]
[~

200 200

-
a
o

*

150

100 *

o
=]

50

IL-8/CXCL-8 (pg/ml)
IL-8/CXCL-8 (pg/ml)
=)

o
IL-8/CXCL-8 (pg/ml)
=)

(=]

Vehicle Vehicle i-JNK FINK Vehicle Vehicle i-Erk 1/2 i-Erk 1/2 Vehicle Vehicle i-p38 i-p38
(2uM) (4uM) (3uM) (5uM) (10uM)  (20uM)

M

O
m

1000 1000 1000

800 800 800

600 600 600

400 400 400

200 200 200

MCP-1/CCL2 (pg/ml)
MCP-1/CCL2 (pg/ml)
MCP-1/CCL2 (pg/ml)

Vehicle Vehicle i-JNK i-JNK Vehicle Vehicle i-Erk 1/2 i-Erk 1/2 Vehicle Vehicle i-p38 i-p38
(2umM)  (4pm) (3uM)  (5pM) (10pM)  (20uM)

(@)
I

1000 1000 1000

800 800 800

600 600 600

400 400 400

200

Gro-a/CXCL1(pg/ml)
Gro-0,/CXCL1(pg/ml)
Gro-a./CXCL1(pg/ml)

200

Vehicle Vehicle i-JNK i-JNK Vehicle Vehicle i-Erk 1/2 i-Erk 1/2 Vehicle Vehicle  i-p38 i-p38
(2um)  (4uM) (BuM)  (5pM) (10pM)  (20uM)

112



Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8
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Figures legends

Figure 1. Effects of CSE (0.1%-10%) and LPS (10ng/ml-10png/ml) on chemokines release
and cell viability. Serum-starved A549 cells were incubated with medium alone (control) or
with different concentration of CSE (0.1%-10%) and LPS (10ng/ml-10png/ml) for 24 h. The
culture supernatants were collected and the concentrations of IL-8/CXCLS, Gro-a/CXCLI
and MCP-1/CCL2 were measured by ELISA (A, B, C and D) and viability was determined by
MTT test (E). The data represent the mean = SEM of 3 experiments. * p <0.05 compared to

control.

Figure 2. The CSE/LPS induced chemokine release from A549 cells, but did not affect
mRNA expression. Serum-starved A549 cells were incubated with medium alone (control),
CSE 2% or 4% (blank bars), LPS 0.1 pg/ml alone or in combination with 2 or 4% of CSE
(hatched bars) for 24 h. The culture supernatants were collected and the concentrations of
chemokines were measured by ELISA (A, B and C). The data represent the mean + SEM of 7
experiments. A549 cells were stimulated for 4h. mRNA expression was then determined by
real-time quantitative RT-PCR (D, E and F). The results are normalized to the gene
expression of GAPDH. The data represent the mean = SEM of 4 experiments. * p <0.05
compared to control, a p <0.05 compared to LPS 0.1 pg/ml.

Figure 3. Effects of CSE and LPS alone or in combination in ERK1/2, p38 and JNK
activation. Serum-starved A549 cells were incubated with serum free medium alone (control,
Ctrl), LPS 0.1 pg/ml, CSE 4% or CSE 4% associated with LPS 0.1 pg/ml for 5, 15, 30, 60 or
120 min. Total cell lysates were immunoblotted with antibodies specific for phospho-p38
kinase and total p38 kinase (4), phospho-JNK and total JNK (B) or phospho ERK1/2 and total
ERK1/2 (C). A549 cells stimulated with IL-1B (7 ng/ml) were used as positive controls.

Results are representative of 3 independent experiments.

Figure. 4. Effect of ERK 1/2, p38 and JNK inhibitor on chemokines release induce by
CSE/LPS.

Serum-starved A549 cells were preincubated with serum-free medium alone (control: blank
bars), vehicle (0.1% DMSO), the p38 MAPKinhibitor SB203580 (10 uM and 20 uM), the
MEK1/2 inhibitor U0126 (3 uM and 5 uM) or the JNK inhibitor SP600125 (2 uM and 4 uM)
for 2h and then stimulated with CSE (4%) together with LPS (0.1 pg/ml) for 24h (black bars).
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At the end of the incubation period culture supernatants were collected for IL-8/CXCLS,
MCP-1/CCL2 and Gro-o/CXCL1 quantification by ELISA. Data are expressed as means +
SEM of 3 independent experiments; * p <0.05 compared to control. B p<0.05 compared to
CSE/LPS.

Figure. 5. Effects of CSE and LPS alone or in combination on selected phosphoproteins
in A549 cells. Cells were incubated for 40 min with serum-free medium alone (control), LPS
0.1 pg/ml (A), CSE 4% (B), or CSE 4% and LPS 0.1 pg/ml (C). Then cell extracts were
probed on human phosphoprotein arrays. Results representing the signal intensity (AU) were

expressed as % of the unstimulated control.

Figure.6. Effects of CSE and LPS alone or in combination on STAT3 phosphorylation in
A549 cells. Serum-starved A549 cells were stimulated with serum free medium alone
(control), LPS 0.1 pg/ml , CSE 4% or CSE 4% and LPS 0.1 pg/ml for 5, 15, 30 or 60 min.
Total cell lysates were immunoblotted with antibodies specific for phospho STAT3 and total

STAT3. Results are representative of 3 independent experiments.

Figure.7 Roflumilast N-oxide associate with PGE, partly inhibits chemeokines release
from A549 cells stimulated with CSE/LPS. Cells were preincubated with vehicle (blank
bars) or 10 nM PGE, with roflumilast N-oxide at 1 nM (A, B and C) or 1 uM (D, E and F)
(hatched bars) for 2 h and then stimulated or not with CSE at 2% or 4 % in combination with
LPS at 0.1 pg/ml. After 24 hours cell culture supernatants were collected and chemokines
were quantified by ELISA. Results are expressed as means + SEM of 3 independent
experiments * p <0.05 compared to control (0.01% DMSO). # p <0.05 compared to vehicle.

Figure. 8: Effects of roflumilast N-oxide on selected phosphoproteins in A549 cells. Cells
were preincubated for 2h with vehicle (blank bars) or PGE, (10 nM) and roflumilast N-oxide
(1 nM) (hatched bars) then co-stimulated with CSE (4%) and LPS (0.1 pg/ml). Cell extracts
were probed on human phosphoprotein arrays. Results representing the signal intensity (AU)

were expressed as % of the unstimulated control.
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1. Contexte scientifique du travail

Comme nous 1’avons vu précédemment, les neutrophiles sont les premiéres cellules a
migrer vers les poumons apreés une exposition a la fumée de cigarette. Ces cellules sont
capables de libérer des protéases. Parmi les différentes protéases libérées dans le milieu
extracellulaire, la NE semble avoir un role majeur dans le processus inflammatoire de la
BPCO. En effet, I’intervention pharmacologique avec des inhibiteurs de la NE montre une
protection significative (approximativement 60% de réduction) contre les effets pro-
inflammatoires et emphysémateux (Wright et al., 2002). Cette partie du travail a consisté a
analyser les effets pro-inflammatoires de la NE sur des cellules épithéliales alvéolaires en
culture (lignée A549), ainsi qu’a tester les effets du roflumilast N-oxide dans ce modele. Dans
un premier temps, nous avons mesuré¢ les cytokines et chimiokines libérées apres une
stimulation par la NE, et dans un deuxiéme temps, nous avons exploré les voies de
signalisation intracellulaires aboutissant a la production de ces chimiokines.

Nous nous sommes enfin intéressés aux effets anti-inflammatoires du roflumilast N-
oxide dans ces mod¢les in vitro. Nous avons étudi¢ en comparaison, 1’effet de la budesonide,

un anti-inflammatoire stéroidiens.

2. Résumé des principaux résultats

Nous avons observé une augmentation de la production d’IL-8/CXCL8, MCP-
1/CCL2 et Gro-o/CXCL1 quand les cellules étaient exposées a la NE a la concentration de 10
nM, pendant 30 min. En revanche, avec des concentrations supérieures a 10nM, nous avons
une diminution de la libération de ces cytokines en raison d’un effet cytototoxique des hautes
concentrations de la NE (Publication 2 figure 1A-D). La production de ces chimiokines
induite par la NE fait intervenir la transcription du géne puisqu’un pic d’ARNm est observé a
2h mais pas a 4h (publication 2 figure 2A-D). Les effets synergiques du LPS ont aussi été
¢tudiés dans ce modele. Cependant, nous n’avons pas trouvé d’effet additif sur la libération
d’IL-8/CXCL8, MPCP-1/CCL2 et Gro-o/CXCL1 du LPS aprés une stimulation par le NE
(Publication 2 Figue 3A-C).

Par la suite, nous avons étudi¢ les différentes voies de signalisation qui pourraient

étre activées par la NE. La stimulation des cellules A549 par la NE induit une activation de
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P38 aprés 5 min (Publication 2 Figue 4A). En revanche, nous n’avons pas observé
d’activation par la NE des protéines ERK1/2, INK ou STAT3 (Publication 2 Figue 4B-D).
Finalement, nous avons observé les effets du roflumilast N-oxide sur la libération de
chimiokines induite par la NE. Le roflumilast N-oxide associe a la PGE, a été capable de
diminuer la libération de I’IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 et Gro-o/CXCL-1 de fagon dose
dépendente. Nous avons aussi montré une diminution de la libération d’IL-8/CXCL8, MCP-

1/CCL2 avec la PGE, seule mais les effets du Roflumilast N-oxide ont été supérieurs.

3. Conclusion

L’ensemble de ces résultats, nous a permis de conclure que la stimulation par la NE
peut conduire a la libération de chimiokines par des cellules épithéliales alvéolaires. De plus,
la NE est capable d’activer la voie de signalisation p38 et le roflmilast N-oxide associé a la
PGE; empéche la sécrétion de chimiokines induite par le NE. Cette étude met aussi en
évidence que le LPS n’a pas d’effet sur I’augmentation de cytokines induites par la NE. Prises
ensemble, ces données suggerent que le CSE associ¢ au LPS et NE n’induisent pas de voies

de signalisation communes.
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ABSTRACT

Introduction: Inflammatory process in COPD is mainly represented by neutrophil
chimiotactism and activation. Neutrophil elastase (NE), an enzyme stored in the azurophilic
granules of neutrophils. This enzyme is able to be release in the extracellular space following
pulmonary cell activation and inflammatory process. It has been previously demonstrated that
NE is able to induce IL-8/CXCLS8 release from epithelial cells. The aim of this study is to
investigate the effect of roflumilast n-oxide, a type 4 phosphodiesterase inhibiteur, on
production of chemokines by A549 epithelial cells induced NE and to analyze the signaling
pathways involved.

Methods: A549 cells were stimulated with NE alone (1-50nM) or associate with a low
concentration of LPS (0.1 pg/ml) for 24h or 2 and 4 h for measurement of chemokine protein
and mRNAs and 5-60 min for protein phosphorylation. Cells were also pre-incubated with
Prostaglandin E, (10nM) alone or associate with RNO (InM or 1uM before the addition of
CSE/LPS. Production of IL-8/CXCL-8, CCL2/MCP-1 and Gro-o/CXCL1 were determined by
ELISA and protein phosphorylation was observed by Western blotting.

Results: NE induced IL-8/CXCL-8, CCL2/MCP-1 and Gro-a/CXCLI production by
activating of p38 MAP Kinase, but don’t required ERK1/2 and STAT activation. Moreover,
of roflumilast N-oxide (RNO), the PDE4 inhibitor, associate with PGE, reduced NE-induced
cytokine release.

Conclusions: In conclusion, we showed that NE is able to increase the release of chemokines
from epithelial cells and that this effect is mediated by p38 MAP-kinase However, we
confirmed the anti-inflammatory activity of N-oxide Roflumilast and support it as a treatment

of the inflammatory process in COPD.
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Introduction

Proteases including metalloproteinases (MMPs) and elastase are very important player in a
wide range of inflammatory diseases including chronic obstructive pulmonary disease
(COPD). Indeed, these enzymes are able to be release in the extracellular space following
pulmonary cell activation and inflammatory process. These enzymes are also to degrade most
of the component of the extracellular matrix leading to respiratory failure and emphysema.
Therefore, proteases may provide opportunities for therapeutic intervention as selective target
to reduce the degradation of the tissue and the inflammatory process.

Inflammatory process in COPD is mainly represented by neutrophil chimiotactism and
activation. For example, in COPD, the number of neutrophils in bronchial tissue is correlated
with the severity of airflow obstruction (1)

Neutrophil elastase (NE), an enzyme stored in the azurophilic granules of neutrophils, is an
aggressive and cytotoxic 29-kDa serine protease (2). Extracellular NE activity is regulated by
endogenous protease inhibitors including o;-antitrypsin (o;-AT), secretory leukoprotease
inhibitor, and a,-macroglobulin (3) When the extracellular free enzyme concentration exceeds
the buffering capacity of endogenous inhibitors, NE becomes implicated in the signs,
symptoms, and disease progression in inflammatory lung disorders via its role in the
inflammatory process (4), mucus overproduction, (5) and lung tissue damage (6). In
bronchoalveolar lavage (BAL) fluid from patients with COPD, increased NE and reduced
endogenous antiprotease levels are correlated with emphysema severity, with high levels of
NE expressed in patients with rapidly declining lung function (7). In animal models, genetic
deficiency or pharmacological intervention with small-molecule or physiological inhibitors of
NE affords significant protection (approximately 60% reduction) against the proinflammatory
and emphysematous effects of chronic cigarette smoke exposure (6). In addition, a broader

role for NE modulating mucus hypersecretion and mucociliary clearance has been reported in
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several in vitro and in vivo pharmacological studies(8) It has been previously demonstrated
that NE is able to induce IL-8/CXCLS release from epithelial cells showing an active cell-cell
interactions in the microenvironment in airways during inflammatory process(9). The aim of
this study is to investigate the effect of the incubation of A549 epithelial cells with NE on the
production of chemokines and to analyse the signaling pathways involved. Furthermore, we
also investigated the anti-inflammatory properties of the type 4 phosphodiesterase inhibiteur,
roflumilast n-oxide on this in vitro model and compared with the corticosteroid, budesonide.
Materials and methods

Reagents Roflumilast-N-oxide (RNO) was provided by Nycomed (Konstanz, Germany).
Human neutrophil elastase was obtained from Biocentrum (Krakow, Poland). F-12K Nutrient
Mixture Kaighn’s Modification cell culture medium, antibiotics, glutamine, and trypsin-
EDTA were purchased from Invitrogen (Eugene, OR, USA). Fetal calf serum (FCS) was from
Hyclone (Logan, UT, USA). Lipolysaccharide from E. coli 055 :B5, Thiazolyl Blue
Tetrazolium Blue (MTT) and IL-1p recombinantand were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). The specific antibodies against phospho-(p44/42) ERKI1/2, (p44/42)
ERK1/2, phospho-p38 MAP kinase, p38 MAP kinase, phospho-SAPK/INK, SAPK/INK,
were from Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA). Acrylamide, SDS, Tris, HEPES,
and BSA were from Eurobio (Les Ulis, France). Bradford protein assay and Precision Plus
Protein Dual Color Standards were from Bio-Rad (Hercules, CA, USA).

Cell culture. The human alveolar epithelial cell line (A549) was purchased from American
Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) and cultured in F-12K supplemented with
10% FCS, 1% antibiotics, 2mM L-glutamine, and 10 mM HEPES at 37°C and at 5% CO2.
1x10° cells were transferred to 24-well plates and grown to confluence for the experiments.
Cell culture and treatments A549 cells were washed and cultured for over-night in serum-

free medium. The starved cells were incubated with neutrophils protease (NE) for 30 min then
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washed with PBS and cultured in serum free F-12K for 2h or 4h by qPCR and 24h by
cytokines measurement. Alternatively A549 cells were incubated with LPS (0.1 pg/ml) for
24h after NE incubation. Cells were also pre-incubated with PGE, (10 nM) alone or
associated roflumilast n-oxide (RNO) at 0.1uM. 0.3uM and 1 uM and vehicle for 2h before
the addition of NE All experiments were performed in serum-free medium, triplicate and
repeated at least 3 times. At the end of the incubation period culture supernatants were
harvested and stored at -80°C until further analysis.

Measurement of chemokine protein and mRNAs. The concentrations of IL-
8/CXCL8/CXCLS, MCP-1/CCL2, Gro-o/CXCL1 in the culture supernatants were measured
by ELISA from R&D Systems (Abingdon, United Kingdom). Total RNAs were isolated from
A549 cells using a commercially available kit (Promega, Madison, WI, USA). RNA quantity
and purity were assessed with a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Nyxor Biotech,
Paris, France). Total RNAs (1 pg) was reverse-transcribed into cDNA using the High-
Capacity cDNA Archive kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Real-time quantitative
RT-PCR was performed by the fluorescent dye SYBR Green methodology using the SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) and the StepOnePlus™ real-time PCR system

(Applied Biosystems). Primer pairs for each transcript were chosen with NCBI software

http://www.ncbi.nlm.nih.gov. IL-8/CXCLS8 primers forward 5’-AAG AAA CCA CCG GAA
GGA AC-3’, reverse 5’-AAA TTT GGG GTG GAA AGG TT-3’; MCP-1/CCL2 primers
forward 5°-TGT CCC AAA GAA GCT GTG ATC-3’, reverse 5’-ATT CTT GGG TTG TGG
AGT GAG-3’; Gro-a/CXCL1 primers forward 5’-AAC CGA AGT CAT AGC CAC AC-3’,
reverse 5’CCT CCC TTC TGG TCA GTT G3’; GAPDH primers forward 5’-GGC ATG GAC
TGT GGT CAT GAG-3’, reverse 5’-TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC-3’). Amplification

curves were read with the StepOne software V2.1 using the comparative cycle threshold
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method. The relative quantification of the steady-state mRNA levels was normalized against
GAPDH mRNA.

Evaluation of protein kinase phosphorylation by Western blotting. A549 cells were
incubated with medium alone, vehicle and NE for 5, 15, 30, 60 and 120 min. Then, cells were
washed with PBS and lysed with lysis buffer (Novagen, San Diego, CA, USA) containing
1% protease inhibitor cocktail and phosphatase inhibitor cocktail (Roche, Mannheim,
Germany) for 15 min on ice. Equal amounts of cell lysate (40 pg) were separated by a 5% or
10% SDS-PAGE gel and then transferred onto a nitrocellulose membrane, which was further
incubated for 1 hour with 5% BSA or 5% w/v nonfat dry milk in TBS containing 0.1% Tween
20 and then for 2h at room temperature with an antibody specific. After washing, the
membranes were incubated for 2h with a horseradish peroxidase conjugated anti-mouse/rabbit
antibody. Blots were then incubated with an enhanced chemiluminescence solution for 1 min
and exposed.

Viability assay by the tetrazolium salt method. Cytotoxicity of NE was tested on A549 cells
was assessed by using the tetrazolium salt method (MTT) viability test. MTT was added to
the culture medium at a final concentration of 0.5 mg/ml and incubated at 37°C for 2 h. The
reaction product of MTT was extracted in dimethylsulfoxide (DMSO) and the OD was
spectrophotometrically measured at 570 nm, with DMSO as a blank. Viability was expressed
as percentage of the values (corresponding to 100%) of untreated cells.

Statistical analysis. The results are expressed as means £ SEM. Analysis of treatment effects
between groups was performed with a one-way ANOVA. Comparison of treatment
interactions was done by tukey post test. For each analysis, P values less than 5% were

considered statistically significant.
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Results

Effect of NE on the production of IL-8/CXCLS8, Gro-o/CXCL1 and MCP-1/CCL2.
Incubation of A549 epithelial cells with NE (10 nM) elicited a significant increase in the
release of IL-8/CXCL-8, MCP1/CCL2 and Gro-o/CXCL1 (Figure 1 A, B and C). Lower
concentration (1 nM) of NE or upper concentrations (50 and 100 nM) were ineffective. It is
possible that upper concentrations induced cell toxicity since we observed a reduction of cell
viability under the presence of 50 and 100 nM of NE, which was significant at 100 nM
(Figure 1D). We also investigated the effect of NE on mRNA expression for chemokines. NE
(10 nM) elicited a significant increase in mRNA expression at 2h for IL-8/CXCL-8,
MCP1/CCL2 and Gro-o/CXCLI (Figure 2 A, C and E) but not at 4h (Figure 2 B, D and F).
This confirmed the increased production of chemokines by NE from A549 epithelial cells.
Since most of cells are primed with LPS, we investigated the effect of the combination of NE
(1nM to 50 nM) with an effective concentration of LPS (0.1 pg/ml) when using alone. As you
can see on figure 3, there was no difference whether NE was combined with LPS on the

release of IL-8/CXCL-8, MCP1/CCL2 and Gro-o/CXCL1 (Figure 3 A, B and C).

Effects of NE on the activation of signaling pathways

We then investigated whether NE is able to activate several signaling pathways by using the
western blot technique. Incubation of the cells with NE elicited the activation of
phosphorylated P38 kinase at 5 min (Figure 4A) but not at 15, 30 and 60 min (Figure 4A).
Moreover, there was no difference in the, JNK ERK 1/2 STAT3 phopho and total kinases
whether the cells were stimulated or not with NE in comparison to control and vehicle (Figure

4B, C,D).
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Effects of roflumilast N-oxide on the release of IL-8/CXCLS8, Gro-a/CXCL1 and MCP-
1/CCL2 from A549 cells stimulated with NE. Cells were pre-incubated with PGE; 10 nM
alone or associated with roflumilast N-oxide (0.1puM; 0.3uM and 1uM) or vehicle and
Budesonide (1uM) for 2h and then stimulated with NE for 30min. After 24 hours cell culture
supernatants were collected and chemokines were quantified by ELISA. PGE2 elicited a
significant inhibition of the release of IL-8/CXCL-8, MCP1/CCL2 and Gro-o/CXCL1
induced by NE on A549 cells (Figure 5 A, B and C). However, the addition of RNO (0.3 and
1 uM) significantly reduced the production of MCP1/CCL2 and Gro-o/CXCLI1 (Figure 5 A
and B), but not of IL-8/CXCLS (Figure 5C) as compared to PGE2 alone. Budesonide (1uM)
elicited a marked and significant inhibition of the production of IL-8/CXCL8, MCP1/CCL2

and Gro-o/CXCLI1 (Figure 5, D, E and F).

Discussion

In this study, we investigated the anti-inflammatory effects of PDE type 4 inhibitor,
N-oxide roflumilast on alveolar epithelial cells stimulated by NE. We showed that NE is able
to elicit the production of various chemokines from epithelial cells incubated with NE and
that this effect is mediated by P38 MAP-kinase signaling pathway. Moreover the treatment of
the cells with either RNO or budesonide significantly reduced the production of chemokines.

Numerous studies have reported that smokers, particularly those suffering of COPD,
have higher levels of neutrophils which consequently induced a significant amount of elastase
released into the extracellular medium (7). Several authors have also reported evidence that
NE induced the release of chemokines by epithelial cells of the respiratory tract (10, 11).
Thus, NE may potentiate the inflammatory process by interactions between neutrophils and
epithelial cells by stimulating the release of chemokines. Indeed, we have shown that NE is

capable of increasing the release of IL-8/CXCL-8, MCP-1/CCI2 and Gro/CXCL-1 and
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mRNA expression by A549 cells. However, as showed previously and by us in this study , the
release of chemokines induced by a low concentrations of NE (10 nM) and is reduced when
the concentrations of the enzyme increase, probably due to the proteolytic effect of NE.
Indeed, NE at 50nM elicited cell detachment of about 10%. In vivo, it is possible that the
action of the enzyme is controlled by inhibitors such as al-proteinase, secretory leukoprotease
inhibitor or elafin. But, in vitro, these inhibitors are absent and this probably would explain
why NE is active at low concentrations and participate to the extension of inflammatory
process. This has been shown in pulmonary secretions in COPD patients (7).

Walsh et al. (2001) have shown that the release of the IL-8/CXCL8 stimulated by NE
in bronchial epithelial cell line could be prevented by specific inhibition of this enzyme,
suggesting that the release of chemokines involves proteolytic activity of the NE and possibly
via the activation of surface receptors. Different cell surface receptors could be involved in
the release of chemokine. Dulon and colleagues reported that NE induced an inactivation of
PAR-2 in two airway epithelial cell lines, A549 and 16HBE (12). Others studies have
reported that NE induced the release and gene expression of IL-8/CXCLS8 via TLR4 —
MyD88 iraql — TRAF6 —NF - kB (13). Studies on bronchial epithelial cells reported that
the transcription of the gene for IL-8/CXCLS8 and the release of the protein are dependent on a
transient activation of EGF receptor (EGFR) (3). EGFR can be activated by two processes:
the binding of a ligand to EGFR (for example, TGF-a, EGF) of EGFR activates the tyrosine
kinase receptor and induces tyrosine phosphorylation (14,15). Alternatively EGFR may
activate a mechanism independent of the ligand such as oxygen free radicals (16). Kohri et al.
developed evidence that production of MUCS5AC induced by NE occurs via the cleavage of
pro-TGF-a and its binding to EGFR, but independently of oxidative stress (17).

It has been shown that NE may activate a MAP kinase namely ERK and p38. The

increase in the expression of the gene coding for IL-8/CXCL8 induced by NE seems to
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regulate NF-kB, AP-1 and p38 transcription factors (10, 18). In addition, Sparkman and
Boggaram reported that the stability of the IL-8/CXCL-8 mRNA was increased by p38
activation (19). On the other hand, Yu and colleagues showed that p38 induces the synthesis
of IL-8/CXCL-8 by regulation of translation rather than by stabilization of the transcript.
Thus, several mechanisms regulate the production of IL-8/CXCL-8. Our results clearly
showed an activation of phosphorylated p38 by NE. These are in agreement with others
works. who showed that A549 cells stimulated with NE induced the increase in production of
IL-8/CXCL-8 through the p38 signaling pathway. It has been previously reported that Stat3
may play a role in the inflammatory process in airways (20). However, in contrast to that it
has been observed after stimulation of the epithelial cells with cigarette smoke extract (CSE)
(Victoni et al., 2013), we did not observe any activation of Stat 3 by NE.

Phosphodiesterase 4 inhibitors appear to be new therapeutic agents capable of
suppressing the inflammatory response in COPD. However, the effect of this compound on
the NE-induced release of chemokines has not yet been described. We investigated the effect
of RNO, on the stimulation of A549 cells by NE. We clearly showed that RNO is able to
reduce the NE-induced production of chemokines. However, this inhibition is observed in the
presence of PGE2. Indeed, PGE2 stimulates the increase in intracellular cAMP which was
then degraded by phosphodiesterase type 4. This indicates that A549 epithelial cells are poor
in cAMP and therefore PDE4 inhibitors are not active in the absence of PGE2 and
intracellular cAMP.

In conclusion, we showed that NE is able to increase the release of chemokines from
epithelial cells induced by NE and that this effect is mediated by p38 MAP-kinase However,
we confirmed the anti-inflammatory activity of N-oxide Roflumilast and support it as a

treatment of the inflammatory process in COPD.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figures legends

Figure 1. Effect of NE on IL-8/CXCLS8, Gro-0/CXCL1 and MCP-1/CCL2 release and cell
viability (MTT test). Serum-starved A549 cells were incubated with medium alone (control), vehicle
and different concentration of NE (0.1 nM-100 nM) for 30 min then incubated with medium alone for
24h. The culture supernatants were collected and the concentrations of chemokines were measured by
ELISA (A, B, and C) and viability was determined by MTT test (D). The data represent the mean +
SEM of 6 experiments. * p <0.05 compared to control.

Figure 2. Effects of NE on IL-8/CXCLS8, Gro-o/CXCL1 and MCP-1/CCL2 mRNA expression.
Serum-starved A549 cells were incubated with medium alone (control), vehicle and NE (10 nM) for
30 min and then incubated with medium alone for 2h (A, C and E) and 4h (B, D and E). mRNA
expression was determined by real-time quantitative RT-PCR. The results are normalized to the gene
expression of GAPDH. The data represent the mean = SEM of 3 experiments. * p <0.05 compared to
control

Figure 3. Effects of combination of LPS NE induced IL-8/CXCLS8, Gro-o/CXCL1 and MCP-
1/CCL2 from A549 cells. Serum-starved A549 cells were incubated with medium (control), vehicule
and NE (0.1nM-100 nM) for 30min, and then incubated with medium alone (blank bars) or LPS 0,1
pg/ml (hatched bars) for 24 h. The culture supernatants were collected and the concentrations of
chemokines were measured by ELISA. The data represent the mean + SEM of 3 experiments. * p
<0.05 compared to control, a p <0.05 compared to LPS 0,1 pg/ml.

Figure 4. Effects of NE on phosphorylated and total ERK1/2, p38 kinase and JNK in A549 cells
Serum-starved A549 cells were incubated with serum free medium alone (control), vehicle and NE
10nM for 5, 15, 30, 60 or 120 min. Total cell lysates were immunoblotted with antibodies specific for
phospho-p38 kinase and total p38 kinase (4), phospho-JNK and total JNK (B) or phospho ERK1/2 and
total ERK1/2 (C). A549 cells stimulated with IL-1p (7 ng/ml) were used as positive controls.

Figure.5 Effects of roflumilast N-oxide associate with PGE, on IL-8/CXCLS8, Gro-o/CXCL1 and
MCP-1/CCL2 release from A549 cells stimulated NE. Cells were pre-incubated with PGE, 10 nM
alone or associated with roflumilast N-oxide (0.1uM; 0.3uM and 1uM) or vehicle and Budesonide
(1uM) for 2h and then stimulated with NE for 30min. After 24 hours cell culture supernatants were
collected and chemokines were quantified by ELISA. Results are expressed as means = SEM of 3
independent experiments. * p <0.05 compared to control. a p <0.05 compared to NE 10nM group. #. p
<0.05 compared to PGE.
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Discussion

IV-DISCUSSION

Les cellules épithéliales sont les premieres cellules du poumon a étre exposées aux
constituants de 1’air inhalé¢ et par conséquent a la fumée de cigarette et aux pathogenes
potentiels. Dans la premiére partie de ce travail, nous avons développé un modéle in vitro

d’activation cellulaire par un extrait de fumée de cigarette associ¢ au LPS.

- Effets du CSE et LPS seul ou en combinaison sur les cellules épithélial.

Nous avons débuté notre étude avec une lignée de cellules épithéliales alvéolaires
(A549). Ces cellules sont connues pour libérer des chimiokines telles que I’IL-8/CXCLS, le
MCP-1/CCL2 et le Gro-o/CXCL-1 en réponse a divers stimuli (Becker et al., 1994; Mio et al.,
1997; Standiford et al., 1991). Ces chimiokines ont un fort pouvoir chimiotactique envers les
neutrophiles, les macrophages et les monocytes, des cellules inflammatoires majoritairement
recrutées dans les voies aériennes de patients atteints de BPCO. De plus, elles sont retrouvées
en grande quantit¢ dans les LBA et expectorations de ces patients (Capelli et al., 1999;
Keatings and Barnes, 1997). Nous avons décidé d’évaluer dans un premier temps la libération
de ces chimiokines par les cellules épithéliales stimulées par du CSE seul.

Nos résultats montrent que le CSE n’entraine pas d’augmentation significative des
taux d’IL-8/CXCL8 et de Gro-o/CXCL-1. En revanche, nous avons observé une
augmentation de la libération de MCP-1/CCL2. Nos résultats confirment ainsi les études de
Kode et al. et Moodie et al. qui n’observent pas de différence significative dans la libération
d’IL-8/CXCLS8 apres exposition au CSE (1% ; 2,5% ; 5%) (Kode et al., 2006; MacRedmond
et al., 2007; Moodie et al., 2004). Cependant, certaines études rapportent une augmentation de
production d’IL-8/CXCLS par les cellules A549 aprés une exposition a la fumée de cigarette
(MacRedmond et al., 2007; Masubuchi et al., 1998). Les conditions de culture et le nombre de
passage des cellules utilisées pourraient expliquer cette différence. En revanche, peu d’études
portent sur 1’effet du CSE dans la libération de Gro-o/CXCL1 et MCP-1/CCL2 par les A549.

Des épisodes de surinfection, souvent d’origine bactérienne, peuvent contribuer a
I’aggravation progressive de la BPCO. Selon certaines hypotheéses, ces épisodes
représenteraient la premiére cause d’exacerbation de cette maladie. Sur cette base, nous nous
sommes penchés sur les événements précoces du développement de la BPCO associés a une

infection bactérienne récurrente.
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La stimulation des cellules A549 par des concentrations ¢levées de LPS augmente la
libération d’IL-8/CXCLS, mais une concentration de 0,1 pg/ml de LPS n’augmentent pas
significativement la quantité d’IL-8/CXCLS libérée (Publication 1 Figure 1D). Cependant, la
stimulation combinée du LPS 0,1 pg/ml avec du CSE pendant 24 heures entraine une
augmentation significative de la quantité d’IL-8/CXCLS, Gro-o/CXCL1 et MCP1/CCL2
(Figure 21 B et C). Ces résultats corroborent ceux de Pace et al. qui montrent une
augmentation d’IL-8/CXCL8 avec du CSE 10% combiné a du LPS a la concentration de 1
pg/ml sur des cellules épithéliales bronchiques 16-HBE (Pace et al., 2008). Ceci contraste
avec les études de Witherden et al. qui mettent en évidence une diminution des niveaux d’IL-
8/CXCLS, de Gro-a/CXCLI1 et de MCP-1/CCL2 par les cellules épithéliales stimulées ou non
par le LPS (10 pg/ml) aprés exposition au CSE. Dans cette étude, des cellules épithéliales
alvéolaires de type II provenant d’un carcinome pulmonaire ont été utilisées en culture
primaire (Witherden et al., 2004). Nous avons ¢galement observé une diminution de la
libération du Gro-o/CXCL1 (basale ou apreés stimulation par du LPS 0,1 pg/ml) apres
I’exposition au CSE dans une culture primaire de cellules épithéliales bronchiques provenant
d’un patient atteint de BPCO. En revanche, nous avons montré une augmentation de la
libération d’IL-8/CXCLS sans observer de variation du taux de MCP-1/CCL2 sur ces cellules
exposées au CSE. Cette disparité peut résulter d’une réponse distincte entre 1’épithélium
alvéolaire et 1’épithélium des voies respiratoires de conduction, mais aussi de la provenance
des cellules de carcinome. Alternativement, les divergences entre les études peuvent aussi
s'expliquer par les différences de concentrations de CSE et LPS utilisées. Witherden et al. ont
utilisé des concentrations de CSE et LPS environ 10 fois supérieures aux ndtres. Cependant, il
est difficile de relier les concentrations de CSE utilisées in vitro avec celles in vivo.

Plusieurs études ont montré que le CSE peut inhiber la production basale ou induite
par le LPS de cytokines par les lignées cellulaires et par les cellules en culture primaire (Laan
et al., 2004; MacRedmond et al., 2007; Moodie et al., 2004; Witherden et al., 2004).
Cependant, les concentrations de LPS utilisées dans ces études sont de 10 & 100 fois plus
¢levées que la concentration utilisée dans notre étude (0,1 pg/ml). Chez des volontaires sains,
l'inhalation de LPS a 5-50 pg/ml provoque une inflammation caractérisée par un recrutement
de neutrophiles dans les voies respiratoires (Korsgren et al., 2011). De plus, la concentration
de LPS dans le LBA chez les patients atteints du syndrome de détresse respiratoire aigué est
de 1-1,585 pg/ml (Martin et al., 1994). Les doses de LPS de 1 pg/ml et 10 pg/ml utilisées

dans ces études semblent donc extrémement élevées pour des expériences in vitro. De plus,
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I’exposition de cellules épithéliales au CSE associé¢ au LPS a la concentration de 1 pug/ml n’a
pas d’effet sur la libération des IL-8/CXCL-8 dans notre modele.

Cet effet «anti-inflammatoire » du CSE observé par certains auteurs semble
s’opposer a I’augmentation des cytokines pro-inflammatoires et également au recrutement de
cellules inflammatoires dans les poumons des patients atteints de BPCO. De plus, il existe une
corrélation entre la colonisation bactérienne, 1’augmentation des marqueurs de l'inflammation
dans les expectorations et la fréquence des exacerbations (Patel et al., 2002; Stockley et al.,
2000).

Plusieurs hypothéses sont avancées pour expliquer les exacerbations de la BPCO lors
d’infections bactériennes récurrentes. Ainsi, certains auteurs soumettent I'hypothése qu’une
exposition prolongée a de faibles doses de LPS présent dans la fumée de cigarette peut
conduire a une tolérance au LPS et induire un risque d'infection bactérienne. Depuis 1999,
certains travaux ont montré que le LPS ou d’autres contaminants bactériens sont présents dans
la fumée de cigarette (Hasday et al., 1999; Pauly et al., 2010; Sapkota et al., 2010). Dans cette
optique, nous avons analysé la présence de LPS dans notre solution de CSE a 100%. Nous y
avons constaté de faibles concentrations de LPS (inférieures a 100 pg/ml). Bien que la fumée
de cigarette contienne des molécules bioactives de LPS (Hasday et al., 1999), nous
n’attribuons pas les effets de libération de cytokines a la présence d’endotoxine dans la fumée.
Nous proposons comme hypothése que la fumée de cigarette altére la réponse innée du
poumon, entrainant une réponse inflammatoire accrue aux infections bactériennes, se
caractérisant par une augmentation des cytokines pro-inflammatoires. Celles-ci jouent un role
crucial dans la progression de la BPCO, contribuant au déclin des fonctions respiratoires
connues comme I'hypothese du cercle vicieux (Sethi and Murphy, 2008).

L’augmentation de la libération de chimiokines a partir de cellules A549 stimulées
par la combinaison CSE/LPS n'a pas été associée a une modification significative
d’expression d’ARNm. Ces observations peuvent nous indiquer que I'ARNm constitutif est
suffisant pour provoquer l'expression de chimiokines. Mais si tel n’est pas le cas, nous
pouvons supposer ¢galement une évolution temporelle des taux d’ARNm décalée par rapport
a l'expression des protéines. Cette augmentation de 'ARNm, si elle existe, pourrait se

produire avant 4h.
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- Les voies de signalisation impliquées lors de [’exposition au CSE/LPS

La capacité des cellules a libérer des cytokines résulte d’une cascade d’événements
qui est en partie amorcée par des voies de signalisation, notamment par la voie des MAP
kinases. Les MAP kinases sont activées par des stimuli variés, dont fumée de la cigarette.
Aussi, nous avons examiné par western blotting la phosphorylation de la MAP kinase p38,
JNK, et ERK1/2 en réponse au CSE/LPS. Bien que la libération d’IL-8/CXCL8, de MCP-
1/CCL2 et de Gro-o/CXCL1 apparaisse dépendante de JNK et de p38 dans plusieurs modeles
expérimentaux (Bhattacharyya et al., 2010; Ip et al., 2006; Issa et al., 2006), nous avons
montré a 1’aide d’inhibiteurs ou par observation directe que la libération de MCP-1/CCL2 et
de Gro-o/CXCL1 par les cellules A549 stimulées par le CSE/LPS est indépendante de JNK et
p38. Nous avons cependant observé une diminution de la libération d’IL-8/CXCLS8 apres
incubation avec l'inhibiteur de JNK, SP600125 a 4 puM. Nous supposons que cette
concentration d'inhibiteur peut aussi exercer un effet inhibiteur sur d’autres kinases comme
ERK1/2. En effet, ’'U0126, un inhibiteur de la voie ERK1/2, utilisé a des concentrations de 3
et 5 uM, diminue la libération d’IL-8/CXCL8 et de Gro-o/CXCL1 induite par du CSE/LPS
par les cellules A549, indiquant que la voie ERK1/2 est impliquée dans la production de ces
chimiokines. Nous avons également détecté une phosphorylation d’ERK1/2 par western
blotting. Ces résultats sont en accord avec Chang et al., qui ont montré une activation de
ERK1/2 dans des cellules épithéliales exposées a la fumée de cigarette (Chang et al., 2001)
De plus, une augmentation significative de la forme activée d’ERK1/2 a été retrouvée dans les
voies respiratoires et dans les cellules épithéliales alvéolaires des patients atteints
d'emphyséme, par rapport aux témoins non-emphysémateux (Mercer et al., 2004). D'autre
part, I’inhibiteur d’ERK 1/2 n'a pas réussi a réduire la libération de MCP-1/CCL2

Cette observation suggere que d'autres voies de signalisation peuvent également
contribuer a la génération de ces chimiokines. Pour tenter de les identifier, nous avons utilisé
une membrane a protéines. Celle-ci permet de caractériser 47 phospho-kinases différentes.
Les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence que la voie JAK/STAT est
fortement stimulée apres 1’exposition a la combinaison CSE/LPS en comparaison aux témoins
non exposés ou exposés au LPS 0,1 pg/ml. En effet, les taux de 13 MAP kinase, dont 8 sont
impliquées dans la voie JAK/STAT (STATI1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb,
STAT5ab et STAT6) étaient augmentés apres une exposition de 40 minutes au CSE/LPS. En

revanche, seuls les taux de 6 phospho-kinases étaient augmentés avec le CSE 4% et 9 avec le
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LPS 0,1 pg/ml. Il est important de souligner que 1’intensité de 1’expression apres I’exposition
au CSE ou au LPS 0,1 pg/ml est largement inférieure a 1’expression observée aprés une
exposition au CSE combiné au LPS. Ces résultats suggerent qu’en plus de la voie ERK1/2, la
voie JAK/STAT est impliquée dans la libération de chimiokines induite par le CSE/LPS. En
effet, il a été décrit que les récepteurs couplés aux tyrosines kinases tels que JAK sont
impliqués dans la production de cytokines ou de chimiokines (Biswas and Sodhi, 2002; Choi
et al., 2012). Les résultats des puces a protéines ont été¢ confirmés par western blotting et notre
analyse a porté sur STAT3 car cette molécule de signalisation est souvent impliquée dans
I’activation d’ERK1/2 et de la famille Src (Ovrevik et al., 2004; Scaltriti and Baselga, 2006),
deux voies de signalisation activées par I’exposition au CSE/LPS. Goyal et al.., (2010) ont
démontré que des fragments de E. coli induisaient la sécrétion d'TL-8/CXCL-8 par I’activation
de STAT3 et de ERK1/2 dans une lignée de cellules épithéliales intestinales (Goyal et al.,
2010). Par ailleurs, STAT3 peut étre activée indépendamment de JAK, notamment par les Src
kinases (Scaltriti and Baselga, 2006). Dans de nombreux cas, une activation alternative de
STAT est sous la dépendance d’autres tyrosine-kinases. Dans différents types de cancers,
comme le cancer colique, il a été observé une augmentation de I’expression de Src
accompagnée d’une surexpression d’EGFR, suggérant une forte interaction entre les protéines
STAT et celles de la famille des Src. Une hypothése d’activation de STAT3 par les Src
pourrait expliquer la phosphorylation tardive de STAT3 observée par western blotting a 60
minutes en plus de celle observée a 15 minutes. En effet, nous avons mesuré une
augmentation des 5 Src kinases (Src, Lyn, Fgr, Fyn et Yes) apres 40 minutes d’exposition
avec du CSE/LPS qui pourrait étre responsable de ’activation de STAT3 a 60 minutes.

De méme, les Src kinases ont été¢ identifiées comme activatrices des MAP kinases en
réponse a divers stimuli (Kitagawa et al., 2002; Liu et al., 2001). Cette hypothése est soutenue
par Ovrerik et al, qui suggerent que 1’activation de ERK1/2 est dépendante des Src kinases et
qu’elle est responsable d’une augmentation de la libération d’IL-8/CXCLS par les cellules
A549 stimulées par la silice (Ovrevik et al., 2004). Dans notre étude, 1’activation d’ERK1/2,
mesurée apres 60 minutes par western blotting, par des kinases Src est une hypotheése
plausible. Suivant ce raisonnement, le faible niveau d'activation d’ERK1/2 observé par
western blotting, mais 1’effet important de son inhibiteur sur la libération de cytokines
pourraient étre dus au retard (plus de 120 min) d’activation d’ERK1/2 dépendant d’abord de
l'activation de la famille des Src et de STAT3 par du CSE/LPS.
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Nous avons également observé l'activation du facteur de transcription CREB (C-
AMP Response Element-binding protein), suggérant I'implication de ' AMPc dans ce mod¢le.
Ce résultat est en accord avec 1’étude de Sun et al., montrant que CREB régule I'expression du
gene de la chimiokine CXC dans les cellules A549 (Sun et al., 2008).

Les cascades de transduction de signaux sont généralement initiées par divers stimuli
qui activent les récepteurs transmembranaires. Le role précis de la fumée de cigarette n’est
pas encore clairement identifié¢, mais elle pourrait altérer les interactions ligand-récepteur ou
entrainer une activation directe des récepteurs membranaires.

Depuis quelques années, la recherche de nouveaux récepteurs impliqués dans la
BPCO se tourne vers les récepteurs TLRs et plus particulieérement le TLR4. En effet, les
TLR4 sont impliqués dans la réponse inflammatoire pulmonaire induite par I’exposition a la
fumée de cigarette (Doz et al., 2008). Ce dernier est connu comme étant le récepteur du LPS.
Nos résultats montrent que la libération d’IL-8/CXCLS8 est dépendante du TLR4, a I’inverse
de celle de la MCP-1/CCL2 et du Gro-o/CXCL-1. Pace et ses collaborateurs ont mis en
évidence a I’aide d’anticorps anti TLR4, I’implication de ce récepteur dans la libération d’IL-
8/CXCLS8 induite par la fumée de cigarette en utilisant des cellules épithéliales (Pace et al.,
2008). Il semble que la libération d’IL-8/CXCLS par la fumée de cigarette soit dépendante du
TLR4, mais la fumée de cigarette activerait non seulement ce récepteur, mais aussi d’autres
récepteurs comme par exemple I’EGFR et les récepteurs nicotiniques, qui sont responsables
de la libération d’autres cytokines. Certains auteurs suggerent aussi une altération de
I’expression du TLR4 par le CSE. Cette diminution de I’expression du TLR4 a la surface
cellulaire peut s'expliquer par l'internalisation de ce récepteur (Sarir et al., 2009). De plus,
I’expression du TLR4 semble étre diminuée dans les macrophages exposés a la fumée de
cigarette. En revanche d’autres auteurs ont montré que des cellules issues de lavage broncho
alvéolaire (LBA) de patients atteints de BPCO présentent une augmentation de 1’expression
du TLR4 (Pace et al., 2008).

Plusieurs équipes ont montré une phosphorylation directe de 'EGFR par la fumée de
tabac, ce qui va dans le sens de notre hypothése. Ces travaux ont montré une activation
transcriptionnelle et post-traductionnelle de ’EGFR par la fumée de cigarette dans une lignée
de cellules épithéliales bronchiques (NCI-H292) qui expriment de maniére constitutive
I’EGFR. Ces résultats montrent I’implication de I’EGFR dans 1'expression de cytokines pro-
inflammatoires, y compris I’IL-8/CXCLS8 en réponse a la fumée de cigarette par activation

d’ERK1/2 (Richter et al., 2002). En 2004, Gensch et al., ont montré que l'activité EGFR est
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nécessaire a l'induction de MUCSAC par la fumée (Gensch et al., 2004). Ces travaux ont
montré que la fumée de cigarette et les especes réactives de 1'oxygeéne induisent 1'expression
des genes MUCS5AC a la fois par un mécanisme indépendant de I'EGFR, dans lequel les
especes réactives de I'oxygeéne traversent la membrane pour activer des protéines JNK mais
¢galement via une voie dépendante de I'EGFR qui active ERK1/2. 1l est aussi important de
rappeler que la signalisation par ’EGFR est souvent impliquée dans ’activation d’ERK1/2,
Src et STAT3 qui sont activées par du CSE/LPS.

L'acroléine est un composé du tabac qui contribue également a la phosphorylation
d'EGFR, et par conséquent a une activation d’ERK1/2 dans des cellules épithéliales
(Deshmukh et al., 2008). Un travail récent a montré que 1’acroléine et le CSE stabilisent
I’ARNm de I’IL-8/CXCLS par I’activation de la voie p38 dans les cellules musculaires lisses
bronchiques (Moretto et al., 2012). Ces auteurs suggerent que la signalisation de la voie p38
est un mécanisme important de la régulation post-transcriptionnelle conduisant a la hausse du
niveau de I'ARNm d'IL-8/CXCL-8 induite par le CSE et 'acroléine.

Un autre composé du tabac est la nicotine. Il a été démontré a partir de cultures de
cellules épithéliales pulmonaires que la nicotine pouvait activer la voie de signalisation
ERK1/2 (Tsai et al., 2006). Dans des cultures de cellules pulmonaires cancéreuses, la nicotine
n'a pas d'effet sur les voies de signalisation JNK et p38, mais elle semble activer ERK1/2
(Heusch and Maneckjee, 1998). D’autres travaux ont démontré que la nicotine et le CSE ont
la capacité de phosphoryler STAT-3 via les récepteurs a7 nicotiniques (nAChR) dans les
macrophages et les kératinocytes oraux (Arredondo et al., 2006; de Jonge et al., 2005). En
effet, le facteur de transcription STAT3 est phosphorylé et recruté aprés activation des
récepteurs a7 nicotiniques (nAChR), elle-méme dépendante de 1’activation de JAK-2 par la
nicotine. De plus, il semble que, sur des kératinocytes oraux, la nicotine active la voie
Ras/Raf-1/MEK1/ERK conduisant a une augmentation de 1’expression du géne codant pour
STATS3, ce qui amene a proposer d’autres voies complémentaires pouvant activer STAT3
(Arredondo et al., 2006). Par opposition a nos observations sur les cellules épithéliales
exposées au CSE/LPS, Jonge et al. ont mis en évidence dans des macrophages péritonéaux
une diminution par la nicotine de la libération de TNF-a, de MIP-2 et d'IL-6 induite par le
LPS via STAT3 (de Jonge et al., 2005). L'effet anti-inflammatoire de la nicotine a été

¢galement identifié¢ dans des macrophages alvéolaires (Matsunaga et al., 2001).
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- Effets du LPS et du CSE sur les macrophages et comparaison avec les cellules
épithéliales

Dans notre étude, nous avons aussi observé une forte diminution des niveaux d’IL-6
induits par le LPS aprés I’exposition des macrophages au CSE. Nos résultats sont en accord
avec Birrell et al., puisque leurs travaux ont montré une diminution de 1’expression des
ARNm du TNF-a, du Gro-o/CXCL1, d’IL-1p et du MIP-1a induits par le LPS (0,1n g/ml) sur
des macrophages apres exposition au CSE 2,5% et 5 %. En revanche, nous n’avons pas vu de
changement du niveau d’IL-8/CXCLS8 basal ou induits par le LPS, apres I’exposition au CSE.
Ces résultats contredisent d’autres ¢études qui montrent une augmentation de 1’expression
d’IL-8/CXCLS8 par les macrophages et monocytes exposés au CSE ou un effet additif du CSE
sur la libération d’IL-8/CXCLS8 induite par le LPS (Birrell et al., 2008; Facchinetti et al.,
2007). Ces derniers ont ¢également montré que les inhibiteurs de MAP kinases sont
responsables de la diminution d’IL-8/CXCLS8 induite par du CSE/LPS sur une lignée de
monocytes (THP-1). Bien que nous ayons une diminution d’IL-1f induite par le LPS avec le
CSE 4%, elle n’est pas significative comme I’ont montré Birrell et ses collaborateurs.

Comme nous I’avons vu, les macrophages et les cellules épithéliales répondent
différemment a I’exposition au CSE/LPS. Ces mémes observations ont ét¢ faites par Thorley
et al., en réponse au LPS seul. Dans cette étude, le LPS induit la libération de Gro-a/CXCLI1,
d’IL-8/CXCL8 et de MCP-1/CCL2 par des macrophages et des cellules épithéliales
pulmonaires obtenus a partir des mémes donneurs, mais leurs effets autocrines sont plus
importants pour les cellules épithéliales que pour les macrophages. De plus, leurs travaux ont
mis en évidence la phosphorylation d’ERK1/2 et de p38 suite a I’exposition des macrophages
au LPS. Cela n’a pas été observé sur les cellules épithéliales. Ceci suggere que ces deux types
cellulaires présentent des différences concernant des voies de signalisation et la libération des
cytokines en réponse au LPS. (Thorley et al., 2007).

Deux types cellulaires bien distincts, les macrophages et les cellules épithéliales
alvéolaires, sont ainsi présents dans I’alvéole pulmonaire. Nous nous sommes intéressés aux
effets du CSE seul ou associ¢ au LPS sur une co-culture de macrophages et de cellules
¢épithéliales. Notre travail permet d’observer une augmentation d’IL-8/CXCLS et d’IL-6 apres
exposition au LPS 0,1ug /ml, mais le CSE n’a pas d’effet sur les taux de base ou induits en
co-culture. De plus, I’effet anti-inflammatoire du CSE sur les macrophages et les effets

additifs du CSE sur les cellules épithéliales ne sont plus observés dans la co-culture.
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Il est clair que la libération basale ou induite de cytokines par le LPS, peut étre
altérée par la fumée de cigarette différemment dans ces deux types cellulaires. Mais, nos
expérimentations ne permettent pas d’expliquer ces phénomeénes. Nous suggérons que la
libération de ces cytokines par les cellules épithéliales et les macrophages implique des
récepteurs et des voies de signalisations distinctes. De plus, des patients sains et non fumeurs
ont un ratio entre cellules épithéliales et macrophages de 5/1 (Stone et al., 1992). 1l est alors
possible que les cellules épithéliales jouent un role crucial dans la réponse inflammatoire, et
soient la principale source de chimiokines responsables du recrutement des cellules
inflammatoires. Ces cellules peuvent ainsi amplifier la réponse inflammatoire due a
l'augmentation de la sécrétion de chimiokines, non seulement par interaction directe avec les
différents agents (LPS et/ou fumée de cigarette), mais aussi avec les médiateurs de
I'inflammation au travers d’un effet autocrine. Tandis que les macrophages sont surtout
susceptibles d'étre un modulateur important prévenant une réponse inflammatoire
inappropriée ainsi que sa contribution a la libération de protéases.

Le processus inflammatoire chronique provoqué par la fumée de cigarette peut
induire la production de MMPs et de TIMPs. Ce déséquilibre protéase/anti-protéase joue un
role prépondérant dans le développement de la BPCO. Dans notre étude, nous n’avons pas
observé d’effet du CSE seul ou en combinaison avec le LPS sur la libération de la MMP-9 par
des macrophages. Cependant, Russel et al. ont mis en évidence une libération de la MMP-9
par des macrophages en culture primaire exposés a la fumée de cigarette (Russell et al., 2002).
Nous pensons que notre temps d’exposition (24h) aux différents stimuli est trop long pour
observer une libération de MMP-9. En revanche, comme Russel et al., nous avons mis en
évidence une diminution de la sécrétion de TIMP-1 par des macrophages aprés une exposition
au CSE, une augmentation significative de sa sécrétion, en présence de LPS et enfin une

libération encore plus importante avec la combinaison CSE/LPS.

- Effets de trois molécules anti- inflammatoire

L’exposition a la fumée de cigarette est susceptible d’induire une corticorésistance
(Barnes and Adcock, 2009). Pour vérifier si le CSE/LPS induit une corticorésistance, les
cellules A549 ont été traitées avec le budésonide ou la dexaméthasone avant stimulation par
du CSE/LPS. Les deux corticostéroides ont induit une inhibition de la libération d’IL-
8/CXCLS8 induite par le CSE/LPS, ce qui suggere que la corticorésistance n’est pas impliquée
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dans notre modéle. Il faut cependant rappeler que la corticorésistance observée chez les
patients est relevée aussi bien apres une exposition chronique a la fumée de cigarette qu’apres
administration répétée de médicaments corticoides.

Parmi les molécules développées actuellement pour traiter la BPCO, un inhibiteur de
phosphodiestérase-4, le roflumilast, a récemment été mis sur le marché. Le profil anti-
inflammatoire de ce type de molécules est largement identifi¢ et I’autorisation du roflumilast a
¢t¢ obtenue dans le traitement continu de la BPCO sévere associée a des exacerbations
répétées (Buenestado et al., 2011; Diamant and Spina, 2011; Field, 2011; Hatzelmann et al.,
2010). Les effets obtenus s’appliquent également au roflumilast-N-oxide, le principal
métabolite actif du roflumilast. Dans notre étude, nous avons exploré les effets du roflumilast-
N-oxide sur la libération de chimiokines par des cellules A549 et sur les voies de signalisation
activées apreés une exposition a la combinaison CSE/LPS. Nous avons montré que le
roflumilast-N-oxide associé¢ a la PGE, inhibe la libération de chimiokines aprés stimulation
des cellules A549 par du CSE/LPS. L’utilisation de PGE2 semble nécessaire dans des
modeles in vitro puisque Sabatini et a/ ont montré que l’inhibition de la PDE4 était
dépendante de la présence de PGE, (Sabatini et al., 2010). Nous supposons que les cellules
épithéliales ne produisent pas de grandes quantités d’AMPc. Il semble donc difficile d’inhiber
sa dégradation en 5’AMP par la PDE4. L’utilisation de PGE2 permettrait 1’activation de
I’adénylate cyclase et par conséquent une augmentation d’AMPc intracellulaire, entrainant
une inhibition de la PDE4, ce qui pourrait expliquer I’efficacité du roflumilast dans ce
modele. Nos résultats semblent en accord avec la littérature car les effets inhibiteurs du
roflumilast et du roflumilast-N-oxide sur la libération de cytokines et de chimiokines, in vitro
et in vivo, ont bien ét¢ démontrés. En revanche, les voies de signalisation qui pourraient étre
affectées par ces molécules ont été rarement ¢tudiées méme si certains auteurs ont montré une
inhibition de p38 et de p44/42-MAPK par les i-PD4 (Jacob et al., 2004). Nous avons voulu
observer l'effet inhibiteur du roflumilast sur la phosphorylation des kinases. En effet, le
roflumilast-N-oxide a 1 nM (en présence de 10 nM de PGE,) a empéché la phosphorylation
des MAP kinases, des 7 protéines STAT et des 5 des protéines de la famille Src induites par
du CSE/LPS.

Dans le premier chapitre de cette thése nous avons développé un modéle in vitro qui
refléte ce qui se passe avec les cellules épithéliales des voies aériennes dans le contexte
d'exacerbation de la BPCO. Un effet additif du CSE sur la libération de cytokines a été

observé par les cellules épithéliales en contact avec des pathogénes comme des bactéries
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Gram négatives. Cet effet additif du CSE pourrait étre responsable de la progression et des
exacerbations de la BPCO. Cependant, les effets additifs du CSE ne sont pas présents dans
tous les types cellulaires pulmonaires. De plus, nous avons mis en évidence pour la premiére
fois le role de la voie JAK/STAT dans la libération des cytokines induites par la fumée de
cigarette associée au LPS par les cellules A549. A terme, une utilisation thérapeutique
d’inhibiteurs, et plus précisément de STAT3, pourrait étre intéressante dans le cadre de

nouveaux traitements contre la BPCO.

- Effets de [’élastase du neutrophile sur les cellules épithéliales

Dans la seconde partie de cette these, nous avons mené des recherches in vitro sur les
effets anti-inflammatoires du roflumilast N-oxide sur les cellules épithéliales alvéolaires
stimulées par les neutrophiles ¢lastases.

De nombreuses ¢études montrent que les fumeurs, et en particulier ceux souffrant de
BPCO, ont des niveaux élevés de neutrophiles et par conséquent une quantité importante
d’¢lastase libérée dans le milieu extracellulaire (Betsuyaku et al., 1996). Plusieurs auteurs ont
mis en évidence que la NE stimule la libération des chimiokines par les cellules épithéliales
des voies aériennes (Kuwahara et al., 2006; Witherden et al., 2004). Ainsi, la NE peut
potentialiser l'inflammation en stimulant la libération des chimiokines par les cellules
épithéliales. En effet, nous avons montré que la NE est capable d’augmenter la libération
d”'IL-8/CXCL-8, du MCP-1/CCI2 et du Gro-o/CXCL-1 ainsi que I’expression des ARNm par
les cellules A549. Comme a été démontré dans cette étude et précédemment, la libération de
cytokines induite par une faible concentration de NE (10 nM) est diminuée en fonction des
quantités croissantes d'enzyme, probablement en raison de 1’effet protéolytique de la NE
(Witherden et al., 2004). En effet, la NE a une concentration 50 nM a des effets sur le
détachement cellulaire a hauteur d’environ 10%. In vivo, l'action de la NE est contrdlée par
des inhibiteurs tels que 1’al-PI, le SLPI, et éventuellement 1'¢lafine. Si ces inhibiteurs sont
peu présents ou peu actifs, une activité enzymatique incontrdlée de la NE aura lieu et de
faibles concentrations de NE active, inférieures a 10 nM, pourraient stimuler la libération des
chimiokines par les cellules épithéliales et potentialiser 1’inflammation. Cela a ét¢ montré
dans les sécrétions pulmonaires chez des patients porteurs de BPCO (Betsuyaku et al., 1996).

Walsh et ses collégues ont montré que la libération de I’IL-8/CXCLS stimulée par la

NE dans une lignée de cellules épithéliales bronchiques pourrait étre bloquée par une
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inhibition spécifique de cette enzyme, suggérant que la libération des chimiokines implique
une activité protéolytique de la NE, éventuellement via l'activation de récepteurs de surface
(Walsh et al., 2001). Plusieurs récepteurs de surface cellulaire impliqués dans la libération de
chimiokines par la NE ont été proposés. Dulon et al. ont rapporté que la NE inactive le PAR-2
dans deux lignées de cellules épithéliales des voies aériennes, A549 et I6HBE (Dulon et al.,
2003). Une autre étude a mis en évidence une stimulation de la libération et de l'expression
génique de I’IL-8/CXCLS8 par la NE via une cascade d’événements impliquant les récepteurs
TLR4 (TLR4 — MyD88 IRAK1 — TRAF6 —NF-kB (Walsh et al., 2001)). Des études sur
des cellules épithéliales bronchiques rapportent que la transcription du gene de I’'IL-8/CXCLS8
et la libération de la protéine dépendent d’une activation transitoire du récepteur a I’EGF
(Kuwahara et al., 2006). L’EGFR peut étre activé par deux processus: la liaison d'un ligand de
I’EGFR (par exemple, le TGF-a, ’EGF) qui induit I’activation du récepteur a tyrosine kinase
(Hunter and Cooper, 1981; Reynolds et al., 1981) et alternativement, I’activation de ’EGFR
peut étre induite par un mécanisme indépendant du ligand par exemple, les radicaux libres de
l'oxygéne (Goldkorn et al., 1998). Kohri et al., ont mis en évidence que la production de
MUCSAC induite par la NE se produit via le clivage du pro-TGF-a en TGF-a et sa liaison a
I'EGFR, mais indépendamment d’un stress oxydant (Kohri et al., 2002).

II a été¢ démontré que la NE peut activer des MAP kinases, plus précisément les voies
ERK et p38. L’augmentation de I’expression du géne codant pour I’IL-8/CXCLS induite par
la NE semble réguler les facteurs de transcription NF-kB et AP-1 (Chen et al., 2004;
Kuwahara et al., 2006). De plus, Sparkman et Boggaram ont rapporté que la stabilit¢ de
I’ARNm de I'IL-8/CXCL-8 était augmentée par l'activation de p38 (Sparkman and Boggaram,
2004). D'autre part, Yu et al. ont démontré que p38 induit la synthése d'IL-8/CXCL-8 par
régulation de la traduction plutot que par stabilisation du transcrit (Yu et al., 2003). Ainsi,
plusieurs mécanismes régulent la production d'IL-8/CXCL-8. Nos résultats montrent que la
NE induit I’activation de p38. Ceux-ci sont en accord avec d’autres auteurs qui ont mis en
évidence que les cellules A549 stimulées avec la NE augmentent leur production d'IL-
8/CXCL-8 par la voie p38 (Chen et al., 2004; Kuwahara et al., 2006).

Comme nous I’avons déja abordé, les fumeurs et en particulier ceux souffrant de
BPCO, ont des niveaux ¢levés de NE (Betsuyaku et al., 1996). La NE peut provoquer une
hypersécrétion de mucus et un ralentissement du battement ciliaire. Ces conditions sont
propices a la colonisation par des bactéries. Par conséquent, les cellules épithéliales

alvéolaires peuvent étre exposées aux molécules bactériennes, comme le LPS et la NE. Dans
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cette optique, nous avons formulé 1’hypothése que la NE associée au LPS pourrait contribuer
a une augmentation de la libération des chimiokines. Nos résultats montent que le LPS
n’entraine pas d’augmentation de la libération des chimiokines induite par la NE.

Les inhibiteurs de phosphodiestérases 4 semblent étre de nouveaux agents capables
de supprimer la réponse inflammatoire dans la BPCO. En effet, différentes é¢tudes ont montré
les effets anti-inflammatoires du roflumilast N-oxide. En revanche, les effets de cette
molécule sur la libération de chimiokines induite par la NE n’était pas encore décrit. Nous
nous sommes aussi intéressés a I’action du roflumilast N-oxide sur la stimulation des cellules
AS549 par la NE. Il a été capable de diminuer le taux de chimiokines induites par la NE de
fagon dose dépendante. Ces résultats confirment 1’effet thérapeutique du roflumilast N-oxide

dans la BPCO.
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V-CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’ensemble de ces travaux a permis de montrer que la fumée de cigarette et la
neutrophile ¢élastase peuvent activer les cellules épithéliales alvéolaires a travers des voies de
signalisation distinctes. Ces cellules semblent étre les principales sources de chimiokines
inflammatoires des voies aériennes. En effet, elles peuvent amplifier la réponse inflammatoire
provoque par la fumée de cigarette lorsqu’elles sont en contact avec des produits bactériens
via activation de la voie JAK/STAT. Cet effet synergique pourrait €tre responsable de la
progression et de I’exacerbation d’origine bactérienne de la BPCO.

Nous avons aussi montré que la NE induit la libération de chimiokines par les
cellules épithéliales alvéolaires par activation de la voie p38. En revanche, les effets additifs
ne sont pas présents quand la NE est associée au LPS. Cependant, la roflumilast N-oxide est
capable d’inhiber la libération de cytokines induites ou par la NE ou par le CSE/LPS, mettant
alors en lumiére d’autres voies de signalisation par lesquelles cette molécule exerce son effet
anti-inflammatoire dans le contexte de la BPCO.

Les perspectives de ce travail sont de plusieurs types:

D’une part, il conviendrait de confirmer ces résultats avec une culture primaire de
cellules épithéliales alvéolaires. En effet, les premiers résultats obtenus sur des cultures
primaires bronchiques permettaient de mettre en évidence des résultats similaires notamment
pour la libération d’Il1-8 mais différents pour d’autres chimiokines étudiées. Il conviendrait
donc de voir si ce type de résultats est également obtenu au niveau alvéolaire.

Des études complémentaires devraient également étre menées sur des monocytes en
culture primaire. En effet, ces cellules sont aujourd’hui tres étudiées et de nombreux résultats
montrent qu’elles ont une plus forte réactivité par rapport aux macrophages. Compte tenu de
I’infiltration de monocytes dans le poumon dans le contexte de la BPCO, il est donc essentiel
de bien connaitre les effets de la CSE sur ce type cellulaire.

D’autres études pourraient également étre réaliséees, notamment sur de co-culture de
macrophages et/ou de monocytes et de cellules épithéliales, de manicére a connaitre les

mécanismes d’interactions entre ces deux types cellulaires majeurs.

D’une part I’implication de la voie de signalisation JAK/STAT doit étre confirmée par

I’usage d’inhibiteurs spécifiques ( Nom d’inhibiteur ?) ou de Si RNA ciblés dans les mémes
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conditions expérimentales que celles que nous avons choisies. Ceci nous permettrait de bien
connaitre I’implication de cette voie dans la libération de chimiokines. Ces travaux pourraient
étre menés également sur des macrophages et des monocytes en culture de maniere a
comparer I’intervention des voies de signalisation dans ces types cellulaires.

Si ces inhibiteurs fonctionnaient, ils pourraient étre évalués dans des modeles in vivo
chez la souris exposée a la fumée de cigarette ou au LPS d Escherichia coli.
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Figure 27 : Schéma sur les différentes récepteurs et voies de signalisation qui peuvent étre activé par la

fumée de cigarette, par le LPS et par la NE.
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Résumé

La bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une maladie caractérisée par
une réaction inflammatoire intense avec une destruction du parenchyme pulmonaire et une perte
d’élasticit¢ du poumon conduisant a une obstruction quasi-irréversible des voies aériennes.
L’utilisation du tabac est le principal facteur de risque de cette maladie. La fumée de cigarette active
les cellules épithéliales et les macrophages résidents en libérant des protéases et des chimiokines. Ces
phénomeénes sont responsables de I’infiltration de cellules inflammatoires dans le poumon, telles que
les neutrophiles, les macrophages et les lymphocytes. Ces cellules libérent des enzymes protéolytiques
capables de dégrader les composants de la matrice extracellulaire. Parmi ces protéases, 1’élastase du
neutrophile (NE) semble stimuler la sécrétion de cytokines, participant ainsi & une inflammation
chronique. De fortes évidences montrent que des infections bactériennes récurrentes contribuent a ce
processus inflammatoire et par conséquent a 1’aggravation de la BPCO. A partir de ces observations,
nous nous sommes intéressés aux événements précoces du développement de la BPCO associés a une
infection bactérienne récurrente.

Dans un premier temps, nous avons montré que l’association d’un extrait de fumée de
cigarette a de faibles doses de LPS est capable d’augmenter de facon synergique la libération des
chimiokines par les cellules épithéliales alvéolaires. Ce phénoméne implique I’activation des voies de
signalisation MAP kinase ERK1/2 et JAK/STAT. Nous avons mis en évidence que 1’inhibiteur de la
phosphodiestérase 4, le roflumilast N-oxide, empéche la sécrétion de ces cytokines inactivant ainsi les
voies JAK/STAT et ERK1/2.

Dans un deuxiéme temps, nous avons démontré que la NE peut conduire a la libération de
chimiokines par des cellules épithéliales alvéolaires en activant la voie de signalisation p38 et que le
roflumilast N-oxide diminue le taux de ces chimiokines.

Une approche in vitro sur un modele de cellules épithéliales alvéolaires a permis de
démontrer 1’effet synergique du CSE associé au LPS sur la libération de cytokines et sur 1’activation
des voies de signalisation. Cet effet pourrait étre responsable de la progression et de I’exacerbation de
la BPCO. Notre ¢tude montre aussi les effets du roflumilast sur la libération de cytokines induites par
la NE ou par le CSE/LPS. Ces résultats mettent en lumiére d’autres mécanismes par lesquels le
roflumilast N-oxide exerce son effet anti-inflammatoire dans la BPCO.

Abstract

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a pathology characterized by an abnormal
inflammatory response and associated with a destruction of lung parenchyma and loss of lung
elasticity, leading to an airway limitation not fully reversible. Tobacco smoking continues to be a
major cause of COPD. Cigarette smoke activates epithelial cells and resident macrophages by
releasing proteases and chemokines. This phenomenon is responsible of the migration of inflammatory
cells in the lung tissue such as neutrophils, macrophages and lymphocytes. These cells are able to
release proteolytic enzymes leading to the degradation of components of the extracellular matrix.
Among these proteases, neutrophil elastase (NE) seems to stimulate the secretion of cytokines
involved in chronic inflammation. Strong evidence shows that recurrent bacterial infections contribute
to the inflammatory process and consequently to the worsening of COPD. Based on these
observations, we studied the early events in the development of COPD associated with recurrent
bacterial infection. Initially we showed that the combination of a cigarette smoke extract associated
with low doses of LPS is able to synergistically increase the release of chemokines, by alveolar
epithelial cells through the activation of MAP kinase signaling pathways ERK1/2 and JAK/STAT. We
also demonstrated that the phosphodiesterase 4 inhibitor, roflumilast N-oxide (RNO) inhibits the
secretion of these cytokines, thereby inactivating pathways JAK/STAT and ERK1/2. Moreover, we
have demonstrated that neutrophil elastase (NE) can lead to the release of chemokines by alveolar
epithelial cells by activating the p38 signaling pathway. Moreover the treatment of the cells with
roflumilast N-oxide significantly reduces the production of these chemokines. This in vitro model
demonstrates the synergistic effect of CSE associated with LPS on the release of cytokines and
activation of signaling pathways. This effect could be responsible for the progression and exacerbation
of COPD. Our study also shows the effect of RNO on the release of cytokines induced by NE or by
the combination CSE/LPS. These results highlight other mechanisms by which Roflumilast N-oxide
exerts its anti-inflammatory effect in COPD



