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. Introduction

A. Généralités : L'appareil respiratoire

L'appareil respiratoire est composé de deux parties : les conduits respiratoires, qui permettent
I'acheminement de I'air et les poumons ou s'effectuent les échanges gazeux entre l'air et le
sang. La circulation de |'air débute par les conduits nasaux pour ensuite traverser le pharynx,
ou il est réchauffé et réuni a la vapeur d'eau. Puis, I'air descend via le larynx dans la trachée,
passe ensuite dans les bronches, bronchioles terminales et respiratoires. Enfin, grace aux
canaux alvéolaires, I'air gagne les alvéoles ou il pourra étre diffusé dans les capillaires
sanguins.

Les poumons jouent un rble fondamental dans la respiration. Ils permettent de fournir
I'oxygene nécessaire a I'ensemble des organes du corps, ainsi que d'éliminer le gaz carbonique
contenu dans le sang. L'étre humain possede deux poumons séparés médialement par le
médiastin. Le poumon droit est composé de trois lobes (supérieur, moyen et inférieur) et le
gauche de deux lobes (supérieur et inférieur). lls sont recouverts de membranes de
protection : les plevres. Ces membranes sont liées aux cétes de la cage thoracique, ce qui
maintient les poumons au sein de cette cage, et les protege. L'ensemble repose sur le
diaphragme (Ganong et Jobin 2012).

La respiration est, au niveau de I'organisme, une ventilation pulmonaire et au niveau tissulaire,
c'est un échange nutritif de gaz entre le sang et I'air pulmonaire. La ventilation pulmonaire
met en jeu des voies aériennes (fosses nasales, pharynx, larynx, trachée artére, bronches et
bronchioles) et deux poumons (Figure 1). Un cycle respiratoire comprend une phase
d'expiration, pendant laquelle presque tous les muscles thoraciques sont relachés, et une
phase d'inspiration active (remplissage "actif" des poumons), pendant laquelle le diaphragme
et les muscles intercostaux sont contractés. La respiration est réalisée grace aux mouvements
de la paroi thoracique associés aux muscles respiratoires. Lors de l'inspiration ou de
I'expiration de l'air, le volume de la cage thoracique va augmenter ou diminuer afin de ventiler
les poumons. Au repos, I'étre humain effectue 12 a 15 respirations par minute, ce qui
représente 500mL d'air respiré. Cet air se mélange au gaz contenu dans les alvéoles et par
simple diffusion, le dioxygene pénétre au niveau des capillaires pulmonaires, tandis que le

dioxyde de carbone entre dans les alvéoles (Ganong et Jobin 2012; Martin, Vallet, et Riou



2017). Les voies aériennes sont constituées de deux types de voies : supérieures et inférieures.
Les voies aériennes supérieures assurent la conduction mais aussi le conditionnement et le
filtrage de l'air. Elles sont extrathoraciques et se composent du nez, des fosses nasales, de la
bouche, du pharynx et du larynx. Les voies respiratoires inférieures, appelées aussi arbre
bronchique, sont quant a elles, intrathoraciques. Elles sont composées de la trachée, des
bronches, des bronchioles terminales et respiratoires, ainsi que des alvéoles (Figure 2). Les
voies aériennes inférieures participent a la conduction de I'air mais aussi aux échanges gazeux

(Ganong et Jobin 2012; Martin, Vallet, et Riou 2017).
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Figure 1 : Schéma du systeme respiratoire.
D’apres : http://pacp-tpe.blogspot.com

Figure 2 : Schéma du lobule pulmonaire.
D’apreés : http://www.ifsiifaslafleche.fr

1. L'arbre bronchique
L'arbre bronchique constitue I'ensemble des voies aériennes de conduction de l'air inspiré. Il
débute au niveau de la bifurcation trachéale en deux bronches, appelé caréne; et se termine
au niveau des canaux alvéolaires. De la trachée aux bronchioles respiratoires, il y a 23 divisions
successives, ol une bronche mere donne deux bronches filles (Ganong et Jobin 2012). A
chaque division, le diameétre des bronches diminue de 15 a 20%. Ce systéme répond a une loi
hydrodynamique qui permet I'optimisation du flux d'air au sein de I'arbre bronchique. Cet
arbre est composé de deux zones qui different par leur role, une zone de conduction et une

zone de transition et d'échanges gazeux (Martin, Vallet, et Riou 2017).



e Zone de conduction:
Cette zone comprend I'ensemble des bronches et bronchioles jusqu'a la 17 génération. Sa
principale fonction est de véhiculer I'air inspiré et de conditionner I'air en I'humidifiant et en
le réchauffant grace a la présence de la muqueuse. Cette zone ne participe pas aux échanges
gazeux (Martin, Vallet, et Riou 2017).

e Zone de transition et d'échanges gazeux :
Cette zone est caractérisée par la présence d'alvéoles au niveau des parois des bronchioles.
Le nombre d'alvéoles croit avec le nombre de divisions. Ces bronchioles respiratoires sont des
unités fonctionnelles nommées acinus. Puis, aprés la 20®™¢ génération, les bronchioles sont
entiérement bordées d'alvéoles, on parle alors de canaux alvéolaires. Enfin, a partir de la 23™me
génération, les sacs alvéolaires se forment. Les échanges gazeux peuvent avoir lieu au niveau
des bronchioles respiratoires, des canaux alvéolaires ainsi qu'au niveau des sacs alvéolaires

(Martin, Vallet, et Riou 2017).

2. Epithélium trachéo-bronchique

L'organisation morphologique et la composition cellulaire de I'épithélium varient selon le
diametre des voies aériennes. Au niveau trachéal, I'épithélium est pseudostratifié et devient
unistratifié au fur et a mesure des divisions bronchiques. Toutes les cellules constituant cet
épithélium, sont en contact avec la lame basale, mais seules certaines s’allongent jusqu’a la
lumiére bronchique. La lame basale repose, quant a elle, sur un chorion de tissu conjonctif, la
lamina propria.

L’épithélium est constitué des plusieurs types cellulaires: des cellules ciliées, les plus
abondantes, des cellules sécrétrices , dites cellules calciformes et cellules de Clara, ainsi que
des cellules basales (Figure 3) (Martin, Vallet, et Riou 2017). Les cellules ciliées composent
50% de I'épithélium et possédent des cils du coté apicale, environ 200 par cellules. Leur
principale fonction est de lutter contre les agressions extérieures, grace aux battements de
leurs cils apicaux. Les cellules basales reposent sur la lame basale et n’atteignent pas la lumiére
bronchique. Elles ont pour fonction de régénérer I'épithélium apres une agression ( Guyton &
Hall 2014).

Les cellules sécrétrices, dites calciformes, représentent quant a elles 25% de I'épithélium. Ces

cellules ont au niveau apical, des vacuoles de sécrétions riches en mucine, MUC5B et MUC5AC,



pouvant étre libérées en cas d'agression. Le mucus agit comme barriére physique, en retenant
les particules inhalées et les pathogenes. L’association du mucus et des battements ciliaires
entraine le mécanisme de clairance mucociliaire (Bonser et Erle 2017).

Les cellules de Clara sont également des cellules sécrétrices et remplace les cellules
calciformes au niveau de la zone de transition et d’échanges gazeux (Martin, Vallet, et Riou

2017).

<«— Mucus

Cellules ciliées

Cellules
calciformes

Cellules basales

Membrane basale

Figure 3 : Ultra structure de I’épithélium bronchique. Modifié & partir de
https://blogglophys.wordpress.com/2016/09/28/muqueuse-respiratoire

3. Epithélium alvéolaire

Les alvéoles sont de petits sacs qui terminent les voies aériennes, ou se produisent les
échanges gazeux. Leur structure anatomique permet d'obtenir une grande surface d'échange
gazeux avec une distance de diffusion minime. Celle-ci se décompose en trois couches:
I'épithélium alvéolaire, l'interstitium de faible épaisseur et I'endothélium. Parfois, dans les
parties les plus fines, I'épithélium alvéolaire fusionne directement avec |'endothélium
( Guyton & Hall 2014).

L'épithélium alvéolaire est composé de deux types de cellules épithéliales, 35% sont des
pneumocytes de type | et 65% des pneumocytes de types Il. Les cellules de type | sont plates
et dotées de longs prolongements cytoplasmiques. Elles représentent 95 % des cellules
tapissant la surface épithéliale alvéolaire. Grace a leurs jonctions trés spécifiques, ces cellules
forment une barriere peu perméable aux agents hydrosolubles.

Par ailleurs, la surface apicale de ces cellules est recouverte d'un liquide ELF (Epithelial Lining

Fluid) d'une épaisseur de 0,2 a 0,3um.
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Cette couche liquidienne possede une phase aqueuse qui sépare |'épithélium de la phase
lipidique hydrophobe, nommé le surfactant, située a l'interface gaz-liquide (Guyton &
Hall 2014; Martin t al. 2017).

Les cellules de type Il, sont des pneumocytes granuleux, qui contiennent de nombreux corps
lamellaires d'inclusion. Leur principale fonction est de sécréter le surfactant qui assure le
maintien de I'architecture pulmonaire et participe a la défense immunitaire innée.

Les pneumocytes de type Il ne représentent que 5% de la surface des parois alvéolaires
( Guyton & Hall 2014).

Enfin, I’épithélium pulmonaire contient des cellules immunitaires résidentes, les macrophages
alvéolaires. lls dérivent de monocytes de la micro vascularisation.

Ces monocytes vont traverser la barriere endothéliale, et ainsi se différencier pour prendre le
phénotype de macrophage. Les macrophages sont des phagocytes, ils peuvent répondre de
facon précoce a la présence d’agents toxiques et pathogénes afin de les éliminer. De par cette
activité, ils participent donc a la réponse immunitaire non spécifigue mais sont également

aptes a stimuler une réponse immune (Martin et al. 2017).

Bronchiole

Conduit alvéolaire

AIR

Alvéole

Bronchioles terminales

Cellule ciliée

Cellule sécrétrice Pneumocytes de type |

Capillaire

Pneumocyte de type Il pulmonaire

Macrophage
alvéolaire

Erythrocyte

Figure 4 : Schéma des alvéoles pulmonaires et ultra structure d’une alvéole. Modifi¢ a partir de
https://www.researchgate.net/figure/Schema-des-alveoles-pulmonaires-humaines-et-de lultrastructure-dune-
alveole_fig6_275098995
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B. Mécanismes de I'immunité des voies aériennes

Le réle du systeme immunitaire est de contréler I'invasion et la prolifération des agents
pathogenes. L'immunité innée est la premiere ligne de défense contre ces agressions. Elle se
caractérise par la mise en place de mécanismes pouvant étre constitutifs et inductibles, avec
des composantes physique, cellulaire et humorale (Jouan et al. 2016).

Au niveau pulmonaire, le premier opposant a l'infection est la barriere constituée par
I’épithélium respiratoire. En effet, de par sa situation a l'interface entre le milieu intérieur
tissulaire et la lumiere des espaces aériens, il a un réle majeur dans les mécanismes de
défense. L’'épithélium des voies respiratoires est au cceur de la défense microbienne
pulmonaire et présente différents systémes, de nature mécanique ou biologique, qui
préviennent la colonisation par un agent pathogéne. Les cellules épithéliales ciliées et les
cellules sécrétrices de mucus constituent un mouvement mucociliaire permettant
I’élimination mécanique de la majorité des pathogenes pulmonaires. Cependant, I'épithélium
respiratoire ne se réduit pas a une fonction de barriere. Une trés grande variété de
mécanismes de défense de I'hOte peut également étre mise en jeu par I'épithélium. Les
cellules épithéliales ont notamment la capacité de réguler les réponses immunitaires innées
et adaptatives grace a la production de médiateurs spécifiques, secondaire a la

reconnaissance de motifs portés par les microorganismes pathogenes (Jouan et al. 2016).

1. Fonction de barriére épithéliale

L’épithélium pulmonaire constitue une barriere mécanique de défense des voies respiratoires.
Il limite 'entrée d’agents pathogenes et toxiques externes ; grace a sa monocouche de cellules
épithéliales polarisées. Celles-ci maintiennent leur intégrité par le biais de jonctions apicales
complexes (AJC) (De Rose et al. 2018). Il en existe différents types: les jonctions serrées (TJs),
les jonctions adhérentes (Als) et les desmosomes (De Rose et al. 2018; Hallstrand et al. 2014).
Les jonctions serrées (Tls), situées au pole apical de la cellule, sont constituées de protéines
de claudines, d’occludines, et de zonula occludens (ZO). Elles régulent principalement la
perméabilité paracellulaire, les mouvements des ions et des solutés.

Elles permettent également de filtrer I'acces des cellules inflammatoires et de protéger
I'entrée d'éventuelles substances toxiques ou pathogenes provenant de la lumiere des

espaces aériens (Jouan et al. 2016; Hallstrand et al. 2014; De Rose et al. 2018).
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Puis, les jonctions adhérentes (Als) situées en dessous des précédentes, utilisent des
adhésions dépendantes au calcium, formées par des E-cadhérines homotypiques. Ces
dernieres sont stabilisées par des protéines d’ancrages de type caténine, comme la B-caténine
et forment une interface avec le réseau de microtubules de la cellule et le cytosquelette d'actine. Ces
jonctions d’ancrage permettent le maintien de la morphologie cellulaire. Elles sont également
impliquées dans les voies de signalisation contrélant la croissance, la morphologie et la
différenciation cellulaire ainsi que I'activation de la voie Wnt par la B-caténine (De Rose et al.
2018; Hallstrand et al. 2014).

Enfin, les desmosomes situés au pdle basal de la cellule, assurent la solidité mécanique du
tissu épithélial. lls constituent des adhésions renforcées par des filaments intermédiaires
entre cellules adjacentes. Ce type de jonctions peut également former des connexions avec la
lame basale, dans ce cas on parle d’hémidesmosomes.

Toutes ces structures permettent ainsi de former une barriere physique efficace dont la
finalité est de maintenir l'intégrité épithéliale (Hallstrand et al. 2014; Jouan, Si-Tahar, et

Guillon 2016).

2. Les mucines sécrétées : MUC5B et MUC5AC
i.Protection épithéliale

A |'état normal, les cellules épithéliales sont recouvertes d'un film de mucus, qui assure leur
protection. Ce mucus constitue la premiere ligne de défense de l'immunité innée, en piégeant
les pathogénes et particules toxiques inhalées. Ces derniers sont expulsés des voies aériennes
via |'aide des battements ciliaires. Ce phénomeéne est appelé clairance muco ciliaire (MCC) (Ha
et Rogers 2016).

Le mucus est composé principalement de mucines qui sont codées par plusieurs genes MUC
(Ha et Rogers 2016). A ce jour, 21 génes ont été identifiés, et répertoriés sous deux familles :
les polyméres de mucines sécrétées et les mucines attachées aux membranes (Ha et Rogers
2016; Ridley et Thornton 2018). La couche de gel périciliaire, environnant les cils, est
principalement constitué de mucines dites « attachées », telles que MUC1, MUC4, MUC16 et
MUC20. Cette couche de mucus permet le maintien de I'hnoméostasie autour des cils et le bon

fonctionnement de la clairance mucociliaire (Ridley et Thornton 2018).
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Les mucines retrouvées dans les voies aériennes, sont MUC2, MUC5B et MUC5AC. MUC2 est
produit par I'épithélium et les glandes submucosales (Ha et Rogers 2016; Rogers 2007) mais
est retrouvé en faible quantité dans les sécrétions bronchiques. (Rose et Voynow 2006).
MUCS5B est décrit comme étant sécrété par les glandes submucosales alors que MUC5AC est
produite par les cellules calciformes (Ha et Rogers 2016; Rogers 2007; Ridley et Thornton
2018). Néanmoins, dans les voies aériennes les plus distales, MUC5B et MUC5AC sont
produites par les cellules sécrétrices a la surface de I'épithélium (Ridley et Thornton 2018).
Les polymeres de mucines sécrétés, MUC5B et MUCSAC, sont des protéines hautement
glycosylées. Sur leur partie peptidique centrale, qui représente 80 a 85 % de leur masse, se
situe de nombreux oligosaccharides liés aux multiples répétitions de sérine, proline et
thréonine. En marge de leurs groupements O-glycane communs, MUC5AC est décrit comme
étant pluto6t fucosylé, alors que MUC5B posséde plus d'acide sialique.

D'autre part, MUC5B possede deux glycoformes chargés différemment : une dite faible et
I'autre dit fortement ; probablement due au niveau de sulfatation de chaque forme.

En outre, ces deux mucines sont riches en cystéines, domaines tres conservés qui leur
conferent le pouvoir de former des réticulations grace a des ponts disulfures (Ridley et
Thornton 2018; Rose et Voynow 2006). Cependant, leurs roles sont physiologiqguement
distincts. MUC5B est décrit comme essentiel pour le bon fonctionnement de la clairance
mucociliaire, en contrélant les défenses médiées par les macrophages et les infections
bactériennes (Ha et Rogers 2016; Ridley et Thornton 2018; Roy et al. 2014; Evans et al. 2015).
Tandis que MUCS5AC jouerait un role important dans I'obstruction des voies aériennes, et dans

I'hyperréactivité des pathologies allergiques (Evans et al. 2015).

ii.Hypersécrétion de mucus
Lors de maladies respiratoires obstructives, telles que I'asthme, la BPCO ou encore Ia
mucoviscidose, la présence de mucus en exces contribue a I'obstruction des voies aériennes.
Cette augmentation de mucus serait en partie due a I'hypertrophie des glandes submucosales
et I'hyperplasie des cellules calciformes (Kramer et Clancy 2018; Bonser et Erle 2017; Ha et
Rogers 2016; Zhou-Suckow et al. 2017; Barnes 2017).
Chez les patients asthmatiques, I'exces de production de I'lL-13, va contribuer a amplifier le

nombre de cellules sécrétrices (Rose et Voynow 2006; Bonser et Erle 2017; Ha et Rogers 2016;
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Zhou-Suckow et al. 2017). Ainsi, il existe un déséquilibre entre la production de MUC5B et
MUCS5AC (Shimura et al. 1996), ou MUC5AC est produite en plus grande quantité que MUCS5B,
et MUC2 est absent des sécrétions (Rose et Voynow 2006; Bonser et Erle 2017; Ha et Rogers
2016; Zhou-Suckow et al. 2017). Par ailleurs, il semble que chez certains asthmatiques, le
domaine extracellulaire de MUCS5AC reste associé aux cellules productrices de mucus,
favorisant un encombrement du lumen entrainant une défaillance de la clairance mucociliaire
(Bonser et Erle 2017). L'accumulation de ces défaillances associés a I'hyperréactivité
bronchique contribue a I'obstruction des voies aériennes (Ha et Rogers 2016; Williams et al.
2006; Bonser et Erle 2017).

Dans le cadre de la BPCO, I'élargissement des glandes submucosales va modifier la distribution
cellulaire favorisant les cellules muqueuses (Ha et Rogers 2016). Les sécrétions de MUC5B et
MUCS5AC sont donc retrouvées en plus grandes quantités et modifient les propriétés
viscoélastiques du mucus en le rendant plus visqueux (Barnes 2019b). La sécrétion de MUC2
est, quant a elle, augmentée bien qu'elle ne soit retrouvé qu'en faible quantité (Ha et Rogers
2016).

D'autre part, les cellules épithéliales des petites voies aériennes possédent le récepteur a
I'EGFR (Epidermal Growth Factor) activé (Barnes 2019b), et il semble étre augmenté chez les
patients BPCO.

Ce dernier joue un role important dans I'augmentation de la sécrétion de mucines (Barnes
2019b; 2016). Il peut étre activé par le TNF-a mais aussi par le stress oxydatif ou encore
I’élastase du neutrophile (NE) induit par l'inflammation chronique (Caramori et al. 2016;

Barnes 2016).
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Figure 5 : Hypersécrétion de mucus et hyperplasie chez un patient BPCO. Modifié a partir de
Barnes: inflammatory mecanisms in patnets with chronic obstructive pulmonary disease (2016)

Enfin, concernant la mucoviscidose, la déshydratation et I'acidification de la surface de
I'épithélium augmentent d'une part la concentration en MUC5B sous sa forme dite «faible»
(Ridley et Thornton 2018) et d'autre part contribuent a I'attachement de MUC5AC aux cellules
sécrétrices (Zhou-Suckow et al. 2017). L'augmentation de la viscoélasticité des expectorations
pourrait également étre amplifiée par d'autres composés comme l'actine et des fragments
d'ADN ou encore des bactéries (Rubin 2007; Ridley et Thornton 2018).

Il s'en suivra une modification de la pression osmotique sur I'espace périciliaire entrainant la
détérioration des cils, ainsi qu’une défaillance de la clairance muco ciliaire, contribuant a
obstruer I'espace aérien. La surproduction de mucine contribue a la mortalité et la morbidité

dans ce type de pathologies (Ridley et Thornton 2018; Rubin 2007; Zhou-Suckow et al. 2017).
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3. Mécanismes de reconnaissance des signaux de dangers
La réponse de l'immunité innée met en jeu des récepteurs spécifiques, les PRRs (Pattern
Recognition Receptors), dont sont pourvues les cellules épithéliales. Ces récepteurs sont pré
déterminés a reconnaitre les signaux de dangers: comme les PAMPS (Pathogen associated
molecular pattern), correspondant aux motifs moléculaires des pathogenes mais aussi les
DAMPS (Damage associated molecular pattern), molécules produites de maniéres endogenes
par les cellules endommagées lors d'un stress physiologique (Jouan, Si-Tahar, et Guillon 2016).
Lorsque ces PPRs sont activés, un réseau de plusieurs voies de signalisation se met en place
aboutissant a la production de médiateurs inflammatoires (Bérubé et al. 2009). Il existe
plusieurs catégories de PRRs: les récepteurs transmembranaires de type TLRs (Toll-like
receptor) , ainsi que les protéines cytosoliqgues comme les NLRs (Nucleotid-binding
Oligomerization Domain (NOD)-like receptors) , les RLRs (Retinoid acid-inductible gene-I (RIGl)-
like receptors) , et enfin les CLRs (C-type lectin receptors) (De Rose et al. 2018; Jouan, Si-Tahar,

et Guillon 2016; Hallstrand et al. 2014).

i.Les Toll-like receptors

Le récepteur Toll a initialement été décrit chez la drosophile en 1996. A ce jour, 13 molécules
de TLRs ont été retrouvés chez les mammiféres, dont 10 décrites chez ’lhomme (Jouan, Si-
Tahar, et Guillon 2016). Ces récepteurs sont des protéines transmembranaires, qui peuvent
étre situés au niveau de la membrane plasmique (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 et TLR10) mais
aussi dans les compartiments intracellulaires tels que les endosomes (TLR3, TLR7, TLR8 et
TLR9) (Jouan, Si-Tahar, et Guillon 2016). Ces récepteurs sont exprimés par les cellules
épithéliales tout le long des voies aériennes, au niveau trachéale, bronchique et alvéolaire de
type Il (De Rose et al. 2018; Hallstrand et al. 2014) et plus particulierement pour TLR2 et 4
fonctionnels sur les cellules épithéliale alvéolaire primaire ainsi que TLR3 et 5 rapportés dans
la lignée cellulaire A549 (Hallstrand et al. 2014).

Chaque type de TLR peut se lier sélectivement a son ligand. Les PAMPS sont reconnus par les
TLR1, TLR2, TLR4 et TLR6. La flagelline, quant a elle, est I'agoniste du TLR5 et les ARNs viraux
sont reconnus par les TLR3, TLR7 et TLR8 (Hallstrand et al. 2014). Concernant le TLR9, il se lie

au motif CpG de ’ADN non-methylé bactérien, et enfin pour le TLR10 son ligand spécifique
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n’est pas encore déterminé (Hallstrand et al. 2014). Au contact du ligand, les deux molécules
de TLRs vont se dimériser et induire |’activation de plusieurs voies de signalisation.

La majorité des TLRs, utilisent les protéines adaptatrices Myeloid differenciation factor 88
(MyD88) conduisant a I'activation de la voie NFkB, et de la voie Interferon Regulatory Factor
5/7 (IRF5/7).

La premiere est impliquée dans I'expression de nombreux génes pro-inflammatoires ; quant a
la deuxiéme, elle cible plus particulierement la production d’interféron de type | (IFN-a et IFN-
B).

Pour le TLR de type 3, il n’utilise pas la protéine MyD88, mais induit I'activation de la voie de
signalisation IRF3, également impliquée dans I'expression des interférons de type | (Delneste,
Beauvillain, et Jeannin 2007).

Les TLRs jouent donc un réle important dans la réponse inflammatoire dirigée contre les
agressions bactériennes et virales (Hallstrand et al. 2014; Jouan, Si-Tahar, et Guillon 2016). Par
ailleurs, des études sur I'inhibition de I'expression de TLR4 et de MyD88 chez les patients
BPCO, affecterait I'expression de multiples cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-18, IL-6,
IL-8, IL-10, TNF-a , INF-y, mais aussi des agents remodelant tel que MMP-1 (Matrix Métallo
Protéinase 1) (Ekman et Cardell 2010; Dutta, Chinnapaiyan, et Unwalla 2019).

Bacterial

lipopeptides. Lipoteichoic acid LPS
GPl-anchored (Gram-positive bacteria).  (Gram-negative Flagellin
proteins (parasites) Zymosan (fungi) b-actena} (motile bacteria)

-

Nature Reviews | Drug Discovery

Figure 6 : Activation des TLRs. D’aprés Border et al 2007, Nature review
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ii.Les NOD-like receptors

Les NLRs sont des récepteurs cytosoliques, dont environ 20 membres ont été décrit chez
I"'Homme (Ekman et Cardell 2010; Wilmanski, Petnicki-Ocwieja, et Kobayashi 2008). Parmi ces
NLRs, les plus décrits sont NOD1 (Nucleotid-binding oligomerization domain 1), NOD2 et
NLRP3 (NACHT-LRR-PYD-containing protein 3) NOD1 et NOD2 reconnaissent le peptidoglycane
des bactéries, et peuvent induire une réponse inflammatoire via le facteur NFkB.

Quant a NLRP3, il est capable de reconnaitre les signaux de dangers tels que le lipolysaccharide
(LPS), les cristaux d’acides uriques mais aussi les particules bactériennes et virales ; provenant
de I'extérieur et alertant le systéme immunitaire.

Les NLRs peuvent étre exprimés par les cellules épithéliales des voies aériennes (De Rose et
al. 2018), et seraient impliqués dans diverses maladies immunologiques comme la maladie de

Crohn ou encore I’'asthme (Ekman et Cardell 2010).

iii.Les RIG-like receptors
Les RLRs sont des récepteurs cytosoliques a domaine hélicase, capables de détecter les ARNs
viraux, et sont exprimés par les cellules épithéliales des voies aériennes (Hallstrand et al.
2014). RIG-1 (Retinoic acid Inductible-1) et le MDA5 (Melanoma differenciation-associated
protein 5) peuvent d’induire la production de I'Interféron de type 1 (IFN |), comme réponse
anti-virale (Hallstrand et al. 2014). lls peuvent également interagir via leur domaine CARD
(Caspase Recruitment domain) avec I'lPS-1 (Interferon 8 promoter stimulator 1) pour induire
I’activation des voies NFkB et IRF (Interferon Regulatory Factor), protégeant les cellules des
infections virales (Kawai et al. 2005). Par ailleurs, il est décrit que RIG-1 reconnait
préférentiellement I'extrémité 5’ triphosphate dans les ARNs viraux simple brin, ainsi que les
petits ARNs viraux double brin, contrairement a MDAS, qui détecte plus particulierement les
longs doubles brins d’ARN viraux. Ainsi, ces deux récepteurs sont complémentaires dans la

lutte contre les agressions virales (Hallstrand et al. 2014).

iv.Les C-type lectin receptors
Les lectines de type C sont exprimées principalement par les cellules dendritiques. Leur
principale fonction est de détecter les oligosaccharides, présents chez les espéeces fongiques ;
comme la dectin-1, impliguée dans la reconnaissance du Beta-glucan de Aspergillus fumigatus

ou présent dans les HDM (House dust mite) (De Rose et al. 2018). Ces récepteurs sont capables
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de stimuler le systéme immunitaire en induisant l'internalisation et la dégradation du

pathogene.

4. Les médiateurs inflammatoires

Apres activation des PPRs, les cellules épithéliales vont sécréter des médiateurs
inflammatoires comme des cytokines pro-inflammatoires mais aussi des chimiokines. Ces
dernieres vont permettre le recrutement de cellules immunitaires sur le site de I'infection. Les
cytokines sont des substances de communication solubles synthétisées par les cellules
épithéliales. Dans les pathologies comme |'asthme, la BPCO ou encore la mucoviscidose,
I'inflammation y joue une place centrale. Par conséquent, le role des cytokines est donc tres
important dans la physiopathologie.

Il existe plusieurs types de cytokines, celles dites Th2 comme I'IL-5, IL-9 et IL-13, surtout
présentes chez les asthmatiques. Elles sont responsables de I'inflammation de type allergique.
Alors que le TNF-a, I'IL-1B et I'lL-6 sont des cytokines pro-inflammatoires, dites de type Th1l.
Ces dernieres participent a I'inflammation des patients BPCO et lors de la mucoviscidose, mais
aussi chez certains patients asthmatiques dit séveres (Barnes 2017; Kuruvilla, Lee, et Lee

2019).

i.Les cytokines Th2
Les cytokines de type Th2, telles que I'lL-4-5-9 et 13 sont retrouvées principalement chez les
patients asthmatiques. Elles sont dues a I'accumulation des lymphocytes CD4+T helper2, dans
leurs voies aériennes. A propos de I'lL-4, cette cytokine joue un rble important pour
I'inflammation de type Th2 puisqu’elle intervient dans la différenciation des lymphocytes ThO
en Th2, ce qui est primordial pour la sensibilisation a I'allergéne. D’un autre coOté,
accompagnée de I'lL-13, elle est capable d’activer les lymphocytes B afin d’augmenter la
sécrétion en IgE, et de promouvoir I'inflammation de type éosinophile. Ces deux interleukines
possedent un récepteur commun : IL-4Ra, qui une fois activé entraine la transcription du
facteur STAT-6 (signal transducer and activator of transcription 6), mais seule IL-13, est
nécessaire a la métaplasie des muqueuses chez les modéles animaux allergiques (Williams et
al. 2006). IL-13 est ainsi décrite comme impliquée dans |’hypersécrétion de mucus,

I"hyperréactivité bronchique, mais aussi dans la fibrose des voies aériennes (Barnes 2018). Son
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niveau est également augmenté dans les voies aériennes de patients asthmatiques alors

gu’elle semble diminuée chez les patients BPCO sévéres (Barnes 2008).

ii.Les cytokines Thl
Les cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-1B, le TNF-a et I'IL-6 sont retrouvés augmenter
dans les expectorations forcées et le BALF (Bronchoalveolar Lavage Fluid) des patients BPCO
et asthmatiques. Ces cytokines amplifient I'inflammation via la voie NFkB qui régule
I’expression de nombreux genes d’inflammation (Barnes 2008). De plus, le TNF-a est sécrété
par de nombreuses cellules inflammatoires, mais aussi les cellules épithéliales et celles du
muscle lisse des voies aériennes. Chez les patients sains, le TNF-a participe a I'inflammation
médiée par les neutrophiles. Néanmoins, il est retrouvé aussi chez les asthmatiques et serait
impliqué dans I’hyperréactivité bronchique ou il influe sur la contraction du muscle lisse. De
plus, via sa sécrétion par les mastocytes, le TNF-a contribue également a amplifier
I'inflammation par la voie NFkB (Barnes 2008). Quant a L'IL-1B, c’est une des premiéres
cytokines a étre activée durant I'inflammation. Chez les patients asthmatiques, son expression
est augmentée dans les voies aériennes. Ainsi, elle participe a I'amplification de I'inflammation
en activant plusieurs génes inflammatoires exprimés dans I'asthme. Chez les patients BPCO,
I'IL-1B induit I'activation des macrophages, entrainant la sécrétion de cytokines, chimiokines
mais aussi de MMP-9 (Barnes 2008). En outre, I'lL-1B peut aussi induire I'augmentation de
I’expression de MUC5AC dans plusieurs lignées cellulaires comme les cellules HNE (Human
Nasal Epithelial), HBE (Human Bronchial Epithelial) mais aussi des lignées cancéreuses

bronchiques NCI H292 et alvéolaires A549 (Chen et al. 2014).

iii.Les chimiokines

Les chimiokines font partie de la famille des cytokines. Elles sont de faible poids moléculaire
(8 a 15 kDA). Pour la plupart, ces médiateurs sont classés selon la position relative des deux
premiers résidus cystéines situés a I'extrémité N-terminale de la chaine peptidique.

Les a-chimiokines possedent leurs deux cystéines séparées par un autre acide aminé (CXC) et
les B-chimiokines ont leurs deux premiéres cystéines de la chaine adjacentes (CC) (Koelink et
al. 2012; Bhusal, Foster, et Stone 2020). Il existe également d'autres familles de chimiokines :
notées C (y-chimiokines) qui ne contiennent qu'un seul résidu de cystéine et les CX3C (les 6-

chimiokines), dont leurs résidus de cystéines sont séparés par 3 acides aminés (Laing et
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Secombes 2004). Ces molécules sont fortement impliquées dans le trafic et |'activation
cellulaire dans les conditions physiologiques mais aussi pathologiques.

Les chimiokines sont initialement traduites en une séquence d’environ 23 acides aminés, qui
sera clivée avant la sécrétion de la forme mature (Stone et al. 2017). Ainsi, une fois matures,
elles peuvent étre activées via leurs récepteurs couplés a une protéine G. Ces récepteurs sont
classés en deux grands groupes les CCRs (Chemokine-Chemokine-Receptors), et les CXCRs
(Chemokine-X-Chemokine-Receptors), présents sur de nombreux types cellulaires.
L'interaction entre la chimiokine et son récepteur entraine une augmentation de la
concentration intracellulaire en calcium et ainsi provoque la migration des cellules cibles sur
le site de l'inflammation (Bhusal et al. 2020; Jouan et al. 2016; Hallstrand et al. 2014; Koelink
et al. 2012).

Les chimiokines CXC ont une particularité qui permet de les différencier en deux sous-
groupes : celles ayant un motif ELR adjacent au motif CXC et les autres. Cette particularité leur
confere le pouvoir d’adhérence aux polynucléaires neutrophiles.

Par ailleurs, elles répondent a de multiples stimuli comme les cytokines pro-inflammatoires
telles que IL-1 ou le TNF-a (Laing et Secombes 2004). La fumée de cigarette peut induire une
réaction inflammatoire au sein des voies aériennes, en activant les cellules épithéliales ainsi
gue les macrophages (Shin et al. 2018). Ces cellules peuvent produire des chimiokines telles
gue CXCL8/IL-8, CXCL1/Gro-a et CCL2/MCP-1. Ces trois chimiokines participent a

I'inflammation des voies aériennes (Barnes 2017).

(1)  L'Interleukine 8 : CXCL8/IL-8

La chimiokine CXCL8/IL-8 (interleukine 8) est produite en particulier par les cellules
épithéliales et les macrophages mais aussi les polynucléaires neutrophiles (Koelink et al.
2012). Lerole principal de CXCL8 est d’assurer le recrutement des polynucléaires neutrophiles,
mais aussi des monocytes, des basophiles et des lymphocytes T sur le site de I'inflammation
grace a son pouvoir chimiotactique.

Cette chimiokine peut étre sécrétée suite a des infections bactériennes et virales, mais aussi
par des agents toxiques tels que les especes réactives de I'oxygene ou encore la fumée de
cigarette (De Rose et al. 2018). Ces différents stimuli peuvent activer plusieurs voies de
signalisation, impliquant les voies MAP Kinases, le récepteur EGFR, mais aussi des facteurs de

transcription tel que NFkB, qui peuvent induire la synthése de CXCL8 par les cellules
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épithéliales (Burgel et Nadel 2008; Koff et al. 2008; Montalbano et al. 2016). D’ailleurs,
certaines cytokines, comme par exemple I'IL-17A, peuvent aussi promouvoir sa sécrétion de
facon dépendante a I'activation de la voie NFkB dans les cellules HBE (Montalbano et al. 2016).
Le CXCL8 interagit avec ces cellules grace a deux récepteurs, CXCR1 et CXCR2. D'ailleurs, ces
deux récepteurs sont plus exprimés chez les patients atteints de BPCO (Koelink et al. 2012;
Barnes 2008). CXCL8 joue un réle crucial dans le recrutement des cellules inflammatoires au
sein des voies aériennes des patients BPCO (Barnes 2004). Son augmentation est corrélée a
celle des polynucléaires neutrophiles (Barnes 2008), dont leur nombre est amplifié dans les
expectorations forcées et les BALF de patients BPCO et asthmatiques séveres (Koelink et al.
2012; Barnes 2008). Il est également décrit que les exacerbations engendrent 'augmentation
de cette chimiokine (Barnes 2008) qui peut entrainer I'accumulation de neutrophiles (Barnes
2008; Folkerts et al. 2008). De méme chez les enfants atteints de mucoviscidose, le taux en
CXCL8 est élevé, conséquence du dysfonctionnement du canal CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator) mais aussi d'infection par des agents pathogénes

(De Rose et al. 2018).

(2)  Growth Related Oncogen-a: CXCL1/ GROa

La CXCL1/GRO-a (growth related oncogene a) est une a-chimiokine, comme CXCL8. Elle est
produite par de nombreuses cellules, comme les cellules épithéliales ou encore les
macrophages. Elle joue un réle important dans I'inflammation comme chimio-attractant pour
les neutrophiles et les monocytes grace au récepteur CXCR2 (Koeling et al. 2012). D’ailleurs,
CXCR2 est retrouvé de facon plus importante dans les biopsies bronchiques de patients BPCO
(Koelink et al. 2012). D'un c6té, CXCL1 semble induire plus de chimiotactisme des monocytes
chez les patients BPCO que chez les fumeurs non atteints par cette pathologie, reflétant
I'importance du turn-over et I'accumulation des monocytes chez ces patients (Barnes 2017).

D'un autre c6té, I'amplification du nombre de neutrophiles dans les BALF et expectorations
forcées des patients BPCO, induit également I'augmentation de production de CXCL1 comme

pour CXCL8 (Koelink et al. 2012; Chen et al. 2014; Barnes 2008).

(3)  Monocyte Chemotactic protein 1 : CCL2 / MCP-1

CCL2/MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1) est une B-chimiokine. Cette famille de

chimiokines est divisée en plusieurs sous-groupes, comprenant celui des allergéniques dont
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fait partie CCL2 (Laing et Secombes 2004). Elle est produite par une grande variété de cellules
telles que les macrophages alvéolaires, les cellules épithéliales, etc. Il s’agit d’'un puissant
facteur chimiotactique des monocytes et des lymphocytes T via leur récepteur CCR2.

CCL2/MCP-1 peut étre induit par divers stimuli, comme Interleukine 1 (IL-1), Tumeur necrosis
factor a (TNF-a) ainsi que le LPS (LipoPolySaccharide) des bactéries Gram-. Cette chimiokine
est également décrite comme stimulant la prolifération de cellules BECs, et donc pourrait étre
un agent important dans la réparation tissulaire des voies aériennes (Lundien et al. 2002). Par
ailleurs, CCL2/ MCP-1 et son récepteur CCR2 sont retrouvés en plus grande quantité dans les
BALF et expectorations des patients BPCO. Cette chimiokine pourrait étre impliquée dans
I’'accumulation de macrophage au sein des poumons de ces patients, grace a son pouvoir

chimio-attractant des monocytes (Koelink et al. 2012; Barnes 2008).

5. Les voies de signalisation impliquées dans les physiopathologies

pulmonaires
Les facteurs environnementaux tels que la fumée de cigarette, la pollution, mais aussi les
signaux internes comme les cytokines, les facteurs de croissance ou encore le stress oxydatif,
peuvent activer différentes voies de signalisation impliquées dans la production de cytokines
et de mucus. Lors de pathologies respiratoires obstructives, ces productions sont médiées plus
particulierement par les voies MAP Kinases (ERK1/2 et p38) et le facteur de transcription
NFkB. L'activation de I'EGFR, du TLR, et des récepteurs a cytokines sont les principaux

initiateurs de ces différentes voies de signalisation (Figure 7).
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Figure 7 : Voies de signalisation impliquées dans I’activation des genes MUC. D’aprés Rose et Voynow
2006

i.La voie de signalisation impliquant 'EGFR
La voie de signalisation impliquant I'EGFR participe aux processus de protection et répartition
de la barriere épithéliale. L'EGFR appartient a la famille des ErbB comprenant quatre
récepteurs transmembranaires : EGFR (ERbB1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) et HER4 (ErbB4).
Ces récepteurs comprennent trois domaines: un site de liaison au ligand au niveau
extracellulaire, un domaine transmembranaire, ainsi qu'un domaine tyrosine kinase
intracellulaire. Apres liaison avec son ligand, les récepteurs ErbB vont s’homo-ou-
hétérodimériser, entrainant la transphosphorylation des résidus tyrosine et son activation
(Burgel et Nadel 2008). L’activation de I'EGFR peut se faire directement par liaison spécifique
avec son ligand, comme pour le TGF-a, I'amphiréguline, mais aussi I'Héparine-binding (HB),
I’'héréguline, et la betacelluline. Néanmoins, son activation peut également étre induite de
maniére indirecte, comme avec les ligands des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG),
tels que la thrombine, I'lL-8 ou encore I'endotheline-1. Les RCPG activés vont induire la
sécrétion de pro-ligands par les cellules épithéliales des voies respiratoires. Ces pro-ligands
sont ancrés a la membrane et nécessitent d’étre clivés par des métalloprotéases, telle que
TACE (Tumor necrosis factor a converting enzyme), afin qu’ils puissent étre solubles et activer

le récepteur de I'EGF (Burgel et Nadel 2008).
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L'activation de ce récepteur joue un role important dans la production de mucine et de
certains médiateurs inflammatoires. En réponse a divers stimuli, comme la fumée de
cigarette, I'élastase du neutrophile ou encore le LPS, I'activation de la voie a I'EGFR participe
a lI'induction de mucine par les cellules épithéliales des voies aériennes (Shao et al. 2004;
Burgel et Nadel 2008). Par ailleurs, certaines cellules inflammatoires, telles que les
éosinophiles ou encore les mastocytes semblent pouvoir induire la production de mucus par
le biais de 'EGFR (Burgel et Nadel 2008). Certains auteurs suggérent méme que les ROS
(Reactive oxygen species) produits par le stress oxydatif seraient capables d'activer la
phosphorylation du domaine tyrosine de I'EGFR sans passer par la liaison avec un ligand (Kanai
et al. 2015). Ainsi la production de mucine induite par I'activation de I'EGFR, semble étre
promue par les deux types d'activation de ce récepteur, c'est a dire de maniére dépendante
et indépendante aux ligands de I'EGFR (Kanai et al. 2015).

D’un autre c6té, I'EGFR est décrit comme étant également impliqué dans le processus de
synthese de la chimiokine CXCL8, chémoattractant des neutrophiles.

Ces cellules sont fortement impliquées dans la physiopathologie des maladies respiratoires
comme |'asthme séveére, la BPCO ou encore la mucovicidose.

D’ailleurs, I'expression de I'EGFR est faible dans les épithéliums pulmonaires sains, alors
gu’elle est augmentée dans celui de patients asthmatiques, BPCO et atteints de mucoviscidose
mais aussi chez certains fumeurs avec des fonctions pulmonaires normales (Burgel et Nadel
2008). En outre, 'augmentation de la concentration en TGF-a et en EGF, ligands de I'EGFR, est
décrite comme conduisant a l'augmentation de CXCLS8, suggérant l'implication de ce
récepteur. De plus, certains auteurs ont montré que le LPS et I'élastase du neutrophile
induiraient en plus de la synthése de mucine, celle de CXCL8, également par la voie EGFR, et
ce par l'activation Duox1 (Burgel et Nadel 2008). Toutes ces données suggérent donc un role
important de I'activation de I'EGFR dans la physiopathologie des maladies chroniques des

voies respiratoires.

ii.Nuclear Factor Kappa B
Le facteur NFkB est impliqué dans la régulation de divers processus liés a l'inflammation,
I'immunité, la prolifération cellulaire et I'apoptose (Doyle et O’Neill 2006). NFkB est un dimére
pouvant étre formé a partir de cing sous unités : p50, p52, p65, RelB et c-Rel. La forme la plus
commune est I'hétérodimere p50-p65. Ces sous unités sont constituées d'un domaine
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conservé : Rel Homology Domain (RHD) contenant un site de liaison a I'ADN, un domaine de
dimérisation, et un signal de localisation nucléaire (Hatada et al. 2006). NFkB répond a un large
spectre de stimuli, comme des agents infectieux bactériens et viraux, mais aussi des agents
chimiques ainsi que le stress cellulaire.

Dans les conditions physiologiques normales, NFkB est régulé par une molécule inhibitrice 1kB,
qui se lie et retient le facteur de transcription dans le cytoplasme de la cellule. Lors d'un stress
ou d'une agression de la cellule, des signaux vont activés le complexe IKK comprenant IKKa et
IKKB. Ces kinases vont phosphoryler l'inhibiteur, qui sera envoyé pour destruction au
protéasome 26S apres ubiquitination.

Par conséquent, NFkB est libéré, et peut migrer vers le noyau afin de se lier et d'activer les
promoteurs de ses genes cibles (Hatada et al. 2006). La voie NFkB est impliquée dans la
production de nombreux médiateurs inflammatoires comme de CXCLS, I'lL-1B, le TNF-a mais
aussi des MMPs. NFkB est activé au niveau des cellules épithéliales et de macrophages de

patients BPCO (Barnes et Hansel 2004, 20).

Stimuli

Proteasomal
degradation

@ NF-xB target gene
o _transcription

; \]m \U}-‘U/—\‘ ——> Inflammation mediators

Figure 8 : Schéma de la voie d’activation du facteur NFkB. D’aprés Microalgal carotenoids:
Beneficial effects and potential in human health de Zheng Sun 2014
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iii.Les voies Mitogen Activated Protein Kinase

Les voies MAP Kinases sont activées par de nombreux stimuli comme les virus, bactéries,
facteur de croissance et hormones. Elles constituent une cascade d’activation par
phosphorylation de sérines/thréonine kinase, amplifiant le signal capté a la membrane
cellulaire, jusqu’a sa transmission dans le noyau. Enfin, le signal induira I’activation de facteurs
de transcription de genes impliqués dans la prolifération, la différenciation, le controle du
cycle cellulaire, 'apoptose et I'inflammation (Abdock et al. 2006).

Il existe plusieurs voies MAPK (Figure 9), ici nous n’aborderons que les voies ERK1/2 et p38

MAPK, qui semblent étre les plus affectées par I'exposition a la fumée de cigarette (Liang et

al. 2018).
Stimulus Growth Factors, Stress, GPCR, Stress,
Mitogens, GPCR Inflammatory Cytokines, Growth Factors,
Growth Factors Mitogens, GPCR
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Figure 9 : Schéma simplifié des cascades d’activation des voies Mitogen Activated Protein
Kinase. D’apreés Cell Signalling Technology

(1) Lavoie Extracellular signal-regulated kinase : ERK1/2

La voie ERK1/2 est activée suite a la fixation de I'EGF sur le domaine tyrosine Kinase de son

récepteur (EGFR), entraine I'activation du complexe Ras-GTP. Ce dernier active Raf-1, qui est
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une MAPKKK, qui induit la phosphorylation de MEK puis de ERK. Les facteurs de transcription
phosphorylés par ERK inclus : Elk-1, Ap-1, Ets et SP-1 (Arabipour et al. 2019).

D’autres maniéres d’activer la voie ERK sont possibles, comme avec la présence de PAMPS ou
de DAMPS, mais aussi des cytokines pro-inflammatoires. La fumée de cigarette entraine
I’activation de la voie ERK1/2, par le biais de I'EGFR, induisant plusieurs facteurs de
transcription, dont ceux impliqués dans I'expression de MUC5AC, les MMP-1 mais aussi les
sécrétions de ligands a I'EGFR (Arabipour et al. 2019). Les MAP Kinases ERK1/2 participent a
I'induction de MUC5AC dans les cellules épithéliales des voies aériennes.

Divers stimuli comme des neuropeptides responsables de la migration des cellules
inflammatoires (Xu et al. 2014), des cytokines (Song et al. 2003) ou encore le benzoapyréne

(Chiba et al. 2011b) peuvent induire la production de MUS5AC via la voie ERK1/2.

(2) p38 Mitogen activated Protein Kinase

L'activation de p38 MAPK est induit principalement par des stress intracellulaires tel que le
choc osmotique, les UV, les ligands des récepteurs couplés aux protéines G et les hormones
(Arabipour et al. 2019). Lorsque p38 est activée, elle favorise I'action de plusieurs facteurs de
transcriptions : ATF-2, CREB, STAT-3, Elk-1, c-Myc et NFkB. La famille de p38 est constituée de
guatre enzymes, p38a, p38B3, p38y et p386. Cette voie est impliquée dans la régulation de
I'inflammation induite par le TNF. (Arabipour et al. 2019). Elle participe a la synthése de
cytokines par les cellules inflammatoires (Arabipour et al. 2019). De plus, I'activation de
ERK1/2 et p38 MAP kinase, jouerait un role important dans l'induction de MUC5AC aprés

stimulation par des cytokines telles que I'lL-1B et le TNF-a (Song et al. 2003).
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C. Pathologies des voies respiratoires

Les maladies respiratoires telles que la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO),
I'asthme, la mucoviscidose, le Syndrome de Détresse Respiratoire Aigué (SDRA), le cancer
bronchopulmonaire sont parmi les causes les plus représentatives de la mortalité et de la
morbidité dans le monde (> 20%) selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS).

Ces pathologies respiratoires sont responsables de la détérioration des voies aériennes, en
affectant les bronches, les voies nasales ainsi que les poumons. Elles peuvent étre classées
comme aigles (la pneumonie et la bronchite), mais également comme chroniques (I’asthme,
la mucoviscidose ou la BPCO) (De Rose et al. 2018; Barnes 2017). Ces trois pathologies
chroniques sont également obstructives. Elles sont caractérisées par une inflammation
persistante des poumons, avec une production excessive de mucus, participant a I’'obstruction

des voies aériennes.

1. L'Asthme

L'asthme est une pathologie trés répandue dans les pays développés, elle touche plus de 10%
des personnes adultes (Barnes 2017). Elle débute généralement durant I'enfance, et semble
étre la conséquence de facteurs combinés, comme la pollution ou le tabac, mais aussi des
prédispositions génétiques, ainsi qu’une probable défaillance du microbiote pulmonaire ou de
ces métabolites (Mims 2015).

Cette pathologie est principalement caractérisée par une inflammation chronique allergique,
dite Th2. Elle s’étend de la trachée aux voies aériennes périphériques. L'inflammation est
déclenchée par des allergenes tels que les produits irritants, I'air froid, ou encore les
stimulants.

Celui-ci est pris en charge par les cellules dendritiques, qui une fois activées favorisent le
recrutement de cellules de type Th2, telles que les lymphocytes CD4+Thelper-2, et les Cellules
Lymphoides Innée du groupe 2 (ILC2). Ces cellules ont la capacité de produire des cytokines
telles que l'interleukine (IL)-4, IL-5, IL-9 et IL-13 (Barnes 2018). Ces interleukines vont induire
une persistance dans l'inflammation allergique par leurs multiples effets (Figure 10). Tout
d’abord, la libération d’IL-4 favorise la différenciation des cellules ThO en Th2, mais peut aussi
entrainer, comme I'lL-13, I'activation des lymphocytes B, promouvant la synthese d’IgE. Ainsi,

cette libération d’IgE va conduire a la dégranulation des mastocytes. Par ailleurs, I'lL-13 peut
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également agir sur les cellules épithéliales bronchiques en potentialisant I'hyperréactivité
bronchique, mais aussi en favorisant I’hypersécrétion de mucus (Barnes 2008; 2018).

Enfin I'lL-5, accentue la différenciation des éosinophiles chez les cellules précurseurs, et
prolonge leur survie, alors que I'IL-9 joue un réle important dans la différenciation et
prolifération des mastocytes (Barnes 2008; 2018).

La dégranulation des polynucléaires éosinophiles et des mastocytes conduit a la contraction
du muscle lisse des bronches entrainant une dyspnée et une respiration sifflante. Cette
contraction est réversible et est généralement traitée par inhalation des bronchodilatateurs
et de corticostéroides. Cette pathologie s’accompagne d’une accumulation de mucus dans les
voies aériennes, en partie due a I'augmentation du nombre de cellules sécrétrices chez les
patients asthmatiques (Bonser et Erle 2017).

La majorité des patients asthmatiques appartiennent a ce phénotype, dit T2 lié a
I'inflammation Th2 (Barnes 2017). Cependant, certains patients asthmatiques possedent un
phénotype différent nommé non-T2. Il est associé une inflammation présentant une majorité
de cellules neutrophiles, avec I'activation de cellules inflammatoires Th1 et /ou Th17 (Kuruvilla
et al. 2019).

La mortalité par asthme a diminué, bien qu'il soit dénombré encore 851 déces en France en
2014, selon I’Agence Santé Publique France. Par ailleurs, des crises aigués chez les

asthmatiques, peuvent engager le pronostic vital et nécessiter une hospitalisation du patient.

31



Epithélium
bronchique

Hypersécrétion de mucus
Hyperactivité bronchique

IL-4/1L-13 @
A k%
/V
IgE
/ Dégranulation des
mastocytes

s N
\\ Th2 ) lefere'ngatl'on \‘ .
\ / et prolifération 0
— des mastocytes o0

IL-13

Génération et activation des
éosinophiles

Figure 10 : Role des cellules Th2 dans 'asthme. Modifié a partir de
https://www.biologiemaroc.com/2017/08/asthme-allergique-memoire-de-fin-detude.htim

2. Broncho Pneumopathie Chronique Obstructive (BPCO)

La broncho pneumopathie chronique obstructive est une pathologie qui touche actuellement
plus de 300 millions de personnes. Elle est répertoriée comme étant la troisieme cause de
mortalité dans le monde ; et la cinquieme en terme de morbidité (Barnes 2019b; 2016). Cette
pathologie peut étre induite par plusieurs facteurs environnementaux et ou génétiques mais
le principal facteur de risque de la BPCO est le tabagisme qui déclenche une inflammation
chronique des petites voies aériennes (De Rose et al. 2018).

La BPCO est due a une inflammation systémique dite de type Thl, orchestrée par les
lymphocytes CD8+ Tcl (cytotoxiquel) ainsi que des CD4+ Thl et Th17 (Figure 11) (Barnes
2019a). La fumée de cigarette, les agents pathogenes ainsi que les espéces réactives de
I’oxygene sont impliqués dans I'activation de I'inflammation. D’une part, ils vont stimuler la
production de médiateurs inflammatoires par les cellules épithéliales, activant les voies NFkB
et p38 MAPK. Ainsi, les taux de TNF-a, de CXCL1 et CXCL8 seront augmentés au sein des voies
aériennes. En parallele, ils vont aussi activer les macrophages résidents, attractants des
cellules Th17 et ILC3, engendrant I'augmentation de la production d’IL-17. Cette interleukine,

va contribuer a accroitre la sécrétion de I'IL-6 et de CXCL8 par les cellules épithéliales ; formant
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ainsi une boucle d’amplification. D’autre part, les chimiokines, CXCL1 et CXCL8 ainsi produites,
vont attirer les neutrophiles sur le site de I'inflammation grace aux récepteurs CXCR2. La
libération du TNF-a, va quant elle, amplifier I'inflammation par la voie NFkB (Barnes 2008;
2018) mais aussi induire la production de médiateurs lipidiques tels que les leukotriénes LTBa.
Ces dernieres jouent également un réle dans le recrutement des neutrophiles via leur
récepteurs LTB; (Barnes 2019a; Bui et al. 2012). Par conséquent, les neutrophiles vont
s’accumuler dans les voies aériennes, entrainant d’'une part, une augmentation du taux de
I’élastase du neutrophile (NE), potentiel inducteur de I’hypersécrétion de mucus et de métallo
protéinases (MMPs); et d’autre part générer un stress oxydatif, le tout entretenant
I'inflammation (Barnes 2019a).

Ainsi, cette maladie est caractérisée d’un c6té par une obstruction des voies aériennes dont
la réversibilité est incomplete, et d’un autre coté de la perte d’élasticité accompagnée de la
destruction des parois alvéolaires (emphyséme). En conséquence, la progression de la
bronchite est due a une inflammation persistante des bronchioles; elle-méme due a
I’exposition a la fumée de cigarette entrainant des modifications morphologiques irréversibles
des espaces aériens, accompagnée d’une destruction des parois élastiques des alvéoles. 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, provoquant la dyspnée
(Barnes 2017).

Ce phénomene est irréversible et s’accompagne d’un exces de production de mucus qui
aggrave |'obstruction des voies aériennes. Aussi, les exacerbations vont augmenter la sévérité
des symptOomes, ainsi la maladie va s’aggraver et peut aboutir a une fibrose et /ou cancer

pulmonaire.
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Figure 11 : Inflammation de type Thl dans la Bronchopneupathie chronique Obstructive. D’aprés Barnes
2019 : review : Inflammatory endotypes in COPD

La sévérité de la BPCO peut étre classée selon différents stades d’atteintes, et déterminée par
la valeur de trois facteurs : le Volume Expiratoire Maximale par Seconde (VEMS), la Capacité
Vitale (CV), la Capacité Vitale Forcée (CVF). lls sont mesurés par spirométrie suite a une prise
de bronchodilatateurs. Les niveaux de sévérités débutent au stade I, ou I'obstruction
bronchique est dite Iégére, jusqu'au stade IV, ou I'obstruction bronchique est dite trés sévere

(Tableau 1).
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Stade Caractéristiques
Spirométrie Normale
0: arisque R . .
Symptdmes Chroniques (toux, expectoration)
VEMS/CVF< 70%
1: BPCO VEMS > ou égale a 80% des valeurs prédites
débutante R . .
Avec ou sans symptomes chroniques (toux, expectoration)
VEMS/CVF < 70%
2: BP,COI VEMS entre 50% et 80% des valeurs prédites
modérée R . .
Avec ou sans symptomes chroniques (toux, expectoration)
VEMS/CVF< 70%
3 B‘PCO VEMS entre 30% et 50% des valeurs prédites
sévere
Avec ou sans symptomes chroniques (toux, expectoration)
VEMS/CVF< 70%
4: BPCO tres L .-
sévére VEMS < 30% des valeurs prédites ou FEV1 < 50% des valeurs prédites et
insuffisance respiratoire

Tableau 1: Classification GOLD de la BPCO: 5 niveaux de sévérité croissante Global Initiative for Chronic
Obstructve lung disease (GOLD) 2006

3. La mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie génétique multi viscérale ; liée a la mutation du gene codant
pour la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmenbrane Conductance Regulator). Cette
pathologie se transmet de facon autosomale et touche plus fréguemment les populations de
type caucasien. Ainsi en 2015, environ 70 000 cas étaient dénombrés dans le monde, dont
6585 répertoriés en France (Kramer et Clancy 2018).

Au niveau respiratoire, la mucoviscidose se caractérise par une bronchite chronique suppurée,
sécrétante et obstructive. La défaillance de la protéine transmembranaire CFTR, entraine un
défaut de sécrétion des ions chlorures, accompagné d’une augmentation d‘absorption d’ions
sodiums en sur activant les canaux EnaC (Epithelial Sodium Chanel).ll en résulte une
acidification ainsi qu'une déshydratation de la muqueuse épithéliale qui se traduit par une
perte de volume du liquide a sa surface et |'épaississement du mucus (De Rose et al. 2018).
Cela engendre un dysfonctionnement du systéme de clairance mucociliaire qui contribue a

I'obstruction des conduits aériens.
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De plus, le défaut de sécrétion des ions HCO3-, altere également l'activité des peptides
antimicrobiens tels que les défensines dépendantes des ions calciums (Bui et al. 2012). Par
conséquent, le risque d’infection bactérienne va augmenter et entretenir une inflammation
systémique (De Rose et al. 2018; Kramer et Clancy 2018).

D’un autre c6té, I'inflammation inhérente a cette pathologie est associée a une accumulation
de neutrophiles dans les voies aériennes, en partie due a la présence excessive de CXCLS.
L"augmentation de CXCL8 semble étre induite par le dysfonctionnement intrinseque du canal
CFTR mais aussi la présence d'agents infectieux (Bui et al. 2012; De Rose et al. 2018). Ainsi, la
forte présence des neutrophiles induit I'élévation de la concentration en élastase du
neutrophile (NE), qui représente 90% de I'activité protéolytique chez les patients atteints de
mucoviscidose. D’une part, la NE potentialise les autres protéases et inhibe le rétrocontrole
anti-protéasique, aggravant la destruction des tissus pulmonaires. De plus, cette enzyme joue
un réle dans le recrutement des polynucléaires neutrophiles, en activant les TLRs par la
production de CXCL8 via la voie NFkB, mais aussi par production de leucotriene B4, en activant
la voie du stress oxydatif. D’autre part, la NE contribue a I'obstruction des voies aériennes, en
induisant la sécrétion de mucus via I'EGFR, mais aussi en inhibant les battements ciliaires.
Enfin, cette enzyme est également impliguée dans I'amenuisement des défenses
immunitaires aux niveaux innés et adaptatifs (Bui et al. 2012).

La maladie est progressive et s’aggrave au cours des exacerbations responsables de
changements structuraux. Ainsi, au cours du temps, le patient risque de développer une
bronchiectasie ou encore un emphyseme qui vont compromettre les fonctions respiratoires,
pouvant aller jusqu’a l'insuffisance respiratoire terminale (De Rose et al. 2018; Reix et al.
2018). La mucoviscidose est une pathologie |étale dont I‘age médian de mortalité est prédit a
41,7 ans (Kramer et Clancy 2018). Elle est associée a de multiples problématiques, comme
I'insuffisance pancréatique exocrine présente chez 80% des patients ; ainsi que des atteintes

hépatobiliaires plus ou moins graves retrouvées tres fréquemment (Reix et al. 2018).
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Figure 12 : Physiopathologie de la mucoviscidose. D’apreés https://www.institutcochin.fr/la-rec
herche/3i/equipe-witko_sarsat/mucoviscidose/mucoviscidoseschema.png

4. Traitements actuels
i.Traitements contre I'asthme

Chez les patients asthmatiques, la prise en charge thérapeutique est basée sur le traitement
des symptomes par voie inhalée. Pour cela, [lutilisation de bronchodilateurs
sympathomimétiques, tels que les agonistes des récepteurs B2 adrénergiques est préconisé.
ls peuvent agir rapidement et sur une courte durée: SABA (Short Acting 62-
adrenergicreceptor Agonist), et dans ce cas, sont suffisants pour traiter les symptomes lors
d’un asthme léger. Néanmoins, ils peuvent aussi agir sur une durée plus prolongée : LABA
(Long Acting B82-adrenergicreceptor Agonist) et sont alors utilisés chez les patients
asthmatiques modérés (Chanoine et al. 2018; Barnes 2018).

D’autre part, les corticostéroides inhalés (ICS), vont diminuer I'inflammation et sont utilisés
comme traitement de fond chez tous les patients présentant des symptémes persistants. Dans
le cadre d’asthme modéré a sévere, les ICS peuvent étre ajoutés aux bronchodilateurs
sympathomimétiques a action longue durée (LABA). Néanmoins, environ 5% des patients
souffrant d'asthme sévere vont nécessiter d’inclure un antagoniste muscarinique inhalé a
action prolongée : LAMA (Long Acting Muscarinicacetylcholinereceptor Antagonist), de la

théophylline orale a faible dose ou un antagoniste des récepteurs des leucotrienes.
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Enfin, environ 1% des patients peuvent nécessiter une dose d'entretien de corticostéroides
oraux, et chez ces patients, un traitement anti-IgE par omalizumab peut étre tenté si les

patients présentent des taux élevés d'IgE plasmatiques (Barnes 2018).

ii.Traitements contre la Bronchopnumopathie Chronique Obstructive
Dans le cadre de la BPCO, le sevrage tabagique est prioritaire afin de ralentir le déclin de la
fonction pulmonaire (Kossmann, Quillet, et Lebargy 2018). Par ailleurs, le traitement le plus
efficace correspond a l'utilisation de bronchodilatateurs a action prolongée de type
sympathomimétiques et parasympatholytiques. Ils vont ainsi réduire les symptomes et les
exacerbations. Les LAMA et les LABA ont des effets additifs et peuvent donc étre administrés
en association. De plus, chez les patients présentant des exacerbations continues, les
corticostéroides peuvent étre ajoutés aux deux autres traitements associés (Barnes 2018).
D’autres parts, lorsque les patients BPCO sont dits séveres, ils subissent des bronchites
chroniques avec des antécédents d'épisodes répétés d'exacerbations, il y a la possibilité
d'associer a la prise des bronchodilatateurs, des inhibiteurs de phosphodiesthérase 4, de
maniére continue. Ces inhibiteurs vont cibler l'inflammation systémique en plus de
I'inflammation pulmonaire liée a la BPCO. Enfin, plusieurs procédés thérapeutiques viennent
compléter les traitements de la BPCO, comme Ila réhabilitation respiratoire,
I'oxygénothérapie, la ventilation non invasive, ainsi que le traitement chirurgical des

emphysémes (Kossmann, Quillet, et Lebargy 2018).

iii.Traitements contre la mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie multiviscérale, ainsi plusieurs approches thérapeutiques
vont étre combinées afin d’améliorer la qualité de vie des patients et de ralentir la progression
de la pathologie. Premierement, au niveau respiratoire, la prise en charge concerne de la
kinésie visant a prévenir les déformations vertébrales et thoraciques, mais aussi a drainer les
voies aériennes (Reix et al. 2018). Deuxiémement, I'ajout de traitement par voie inhalée avec
des fluidifiants, comme la Dornase alpha, une enzyme humaine recombinante a effet
mucolytique, mais aussi le Serum Salé Hypertonique hydratant du mucus, est préconisé.

Il est possible d’associer les deux, ce qui semble diminuer les épisodes d'exacerbations et par
conséquent de ralentir le déclin de la fonction respiratoire (Kramer et Clancy 2018).

Troisiemement, l'utilisation de corticoides, va permettre de combattre l'inflammation et
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limiter les effets d'hyperréactivité bronchique de |'asthme souvent présent chez ce type de
patient. Quatriemement, une antibiothérapie inhalée, orale ou en intraveineuse peut étre
ajouté, afin de diminuer I'inoculum bactérien et ce prescrit par cure tout au long de la vie (Reix
et al. 2018). Enfin, une prise en charge thérapeutique sur un plan nutritionnel et digestif, est

nécessaire afin de combler les carences et atteintes induite lors de cette pathologie.

5. Perspectives de traitements des pathologies respiratoires
Actuellement, il n'existe pas de traitements curatifs pour ces pathologies respiratoires
obstructives. Lexistence de différences phénotypiques inter individu jouent sur la variabilité
de la réponse aux traitements administrés, ce qui multiplie les stratégies thérapeutiques. Par
ailleurs, certains patients atteints d'asthme ou de BPCO sévére peuvent également montrer
une résistance aux corticostéroides (Barnes 2017). De méme, en plus d’étre un symptome
aggravant, I'épaisse barriere de mucus exacerbée dans ces pathologies, affecte I'efficacité des
traitements administrés par voie inhalée. Il est donc important de s’orienter vers de nouvelles
voies thérapeutiques et plus particulierement vers des cibles impactant I'obstruction des voies

aériennes par le mucus.

i.Inhibition de la synthese la mucine
L'hypersécrétion de mucus est un symptome important et aggravant dans les pathologies
respiratoire obstructives. De nombreuses études se sont donc orientées vers de nouvelles
molécules thérapeutiques visant a affecter la synthese ou la sécrétion de mucines. Quelques

cibles sont référencées dans le tableau 2 suivant :

Target Inhibitor(s)

Mucin synthesis

CCR3 Anti-CCR3 monoclonal antibodies

EGFR tyrosine kinase BIBW 2948, BIBX1382, BIBX1522, cetuximab, gefitinib
GABA-A receptors GABA, receptor antagonists

hCLCA1 Niflumic acid

HIF-1 YC-1

Hyperplasia (goblet cells) Ellagic acid, statins

MUCS5AC expression Macrolides, statins

Mucin secretion

HSP-70 MAL3-101

MARCKS Bio-11006, MANS peptide

Munc proteins Munc-18 inhibitors

P2Y, receptors P2Y, receptor agonists (mucus hydration) and antagonists
SNARE proteins Modified bacterial neurotoxins of Clostridium botulinum

Tableau 2 : Les Potentiels cibles et Inhibiteurs de mucines D’aprés Ha et Rogers 2016
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(1)  Inactivation de I'EGFR

L'EGFR joue un role crucial dans la sécrétion de mucus par les cellules calciformes et les
glandes sous mucosales. Ainsi, I'inhibition de son récepteur, 'EGFR (Epidermal Gowth factor
receptor) pourrait permettre de diminuer la production de mucus (Barnes et Hansel 2004).
Des inhibiteurs de I'activité tyrosine kinase de I'EGFR, font objet de différentes études, entre
autres, le Gefitinib indiqué en monothérapie chez les adultes dans le traitement du cancer
bronchique présentant des mutations activatrices de I'EGFR-TK. Cet inhibiteur semble réguler
la synthése de mucine. Des résultats ont montré chez la souris hypersécrétrice, une
diminution de I'hyperplasie des cellules calciformes.

Par ailleurs, d’autres études sur I'inhibiteur BIBX1522 ont également montré ces effets, mais
aussi une diminution du recrutement des neutrophiles, responsables de la production de ROS
activateur de 'EGFR. De nombreux inhibiteurs de EGFR-TK semblent impacter la synthése de
mucine, et I'hyperplasie des cellules calciformes. Néanmoins, ces inhibiteurs possedent de
nombreux effets secondaires, et peu de résultats concluants ont été obtenu dans des essais
cliniques menés chez des patients asthmatiques ou BPCO (Ha et Rogers 2016).
L'immunothérapie semble également une autre piste pour inactiver I'EGFR. Ainsi, 'utilisation
d’anticorps monoclonaux dirigés contre le domaine extracellulaire de I'EGFR pourrait
potentiellement bloquer son activité et plus particulierement son implication dans la synthese
de mucine. Le Cetuximab, en est un exemple, bien gu’il soit déja utilisé comme traitements
anticancéreux, il semble étre un bon candidat pour diminuer la production de mucine.
Actuellement, il n’existe pas de données disponibles sur les effets mucorégulateurs de cet

anticorps (Ha et Rogers 2016).

(2)  Inhibiteurs du facteur Hypoxia Inductible factor-1
Le facteur de transcription HIF-1 (Hypoxia Inductible factor-1), est impliqué dans de nombreux
processus physiologiques dont ceux relatifs a I’hypoxie (Arabipour et al. 2019). Il est aussi
décrit comme régulateur de I'expression du géne codant pour le VEGF (Vascular Endothelial
growth factor) (Ha et Rogers 2016). D’ailleurs, 'augmentation de I'expression de HIF-1a,
semble corrélée a la sévérité de la BPCO (Arabipour et al. 2019). D’une part, HIF-1 serait
capable de se lier au promoteur du géne MUC5AC, induisant la transcription de cette mucine.
D’autre part, HIF-1 semble étre activé par I'lL-13 et répondre a lI'inflammation. Aussi, des

études in vitro, sur son inhibition comme avec I'anti-cancéreux YC-1 ont pu montrer une
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diminution de I'expression et la sécrétion de MUC5AC en condition hypoxique. Il n’existe, a ce
jour, pas d’essai clinique sur I'action de YC-1 chez des patients asthmatiques ou BPCO,

probablement due aux effets antiprolifératif et pro apoptotique de YC-1 (Ha et Rogers 2016).

(3) Les antagonistes des récepteurs GABA

Les récepteurs GABAa (y-aminobutyricacid) sont des canaux ioniques situés sur les
membranes des neurones, dont I'ouverture induit I'efflux d’ions calcium, modifiant ainsi un
potentiel de membrane. lls partagent de nombreuses propriétés structurales avec les
récepteurs de I'acétylcholine et de la sérotonine. Des études ont montré I'implication du
récepteur GABA dans I'activation du processus inflammatoire et la surproduction de mucus
dans I'asthme, via I'induction par I'IL-13. De plus, la nicotine semble induire I'augmentation
de I'expression de ces récepteurs dans les cellules épithéliales bronchiques de macaques.

Ainsi, des antagonistes de ce récepteur ont permis de diminuer la production de mucine chez
le singe. Néanmoins, 'effet non sélectif de ces antagonistes pourrait entrainer de nombreux

effets indésirables, ainsi qu’une altération des fonctions cérébrales (Ha et Rogers 2016).

(4)  Inhibiteur du canal hCLCA1

Le canal CLCA1 semble étre impliqué dans la production de mucus, méme si son mécanisme
d’action reste méconnu (Ha et Rogers 2016; Barnes et Hansel 2004). hCLCA1 semble activer la
voie MAPK13, induit par I'lL-13, conduisant a la stimulation de I'expression et la synthése de
MUCSAC. L’étude d’inhibiteurs non sélectifs, tels que I'acide Niflumic a pu montrer in vitro,
une réduction de la production de mucus et des ARNs de MUC5AC, de méme qu’une
diminution de I'hyperplasie des cellules calciformes induit par I'lL-13.

Néanmoins, des résultats contradictoires chez les souris asthmatiques ont montrés que le KO
(Knockdown) du gene orthologue hCLCA1 ne semble pas impacter la production de MUC5AC,
ni affecter I'inflammation existante. Ces résultats suggerent que la recherche de nouvelles
molécules inhibitrices ciblant hCLCA1 ne semble pas étre des plus pertinentes (Ha et Rogers

2016).

ii.Inhibition de la sécrétion de mucine
Une autre maniere de réguler |’obstruction de mucus dans les voies aériennes est de controler

le niveau de sécrétion. Néanmoins, ces procédés ne permettent pas de bloquer sa production
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et donc son accumulation intracellulaire, ce qui peut devenir problématique en cas de sur

stimulation de sa production.

(1)  Blocage de MARCKS et de son complexe

Myristoylated Alanine-Rich C-Kinase Substrate (MARCKS), est un peptide qui permet
I’exocytose du mucus grace a la formation d’'un complexe : MARCKS-HSP70-CSP-Granule
sécréteur. Lors de sa phosphorylation par la protéine Kinase C, MARCKS se déplace vers le
cytosol, puis se lie a la membrane des granules intracellulaires, grace a la présence de deux
protéines chaperonnes : HSP70 et de CSP. La liaison du granule contenant les mucines avec
MARCKS semble jouer un role majeur dans la libération de ces mucines. Une inhibition de
cette liaison semble corrélée avec une inhibition de secrétions de mucine (Ha et Rogers 2016;
Williams et al. 2006; J. Park et al. 2008). Ainsi, les inhibiteurs analogues de MARCKS ont fait
I'objet de plusieurs études montrant une diminution de I’obstruction des voies aériennes lors
de son blocage.

D’ailleurs, le procédé d’inactivation par MANS (Myristoylated N-terminal sequence), un
peptide analogue, a aussi permis de limiter 'augmentation de l'inflammation et de la
migration des neutrophiles chez la souris. Cependant, les essais cliniques menés sur certains
analogues n’ont pas permis d’évaluer les éventuels risques d’une utilisation continu de ces
molécules (Ha et Rogers 2016).

Par ailleurs, la protéine HSP70 (Heat-Shock Protein-70) fait également partie du complexe et
est donc potentiellement une autre cible.

Des études in vitro, sur des inhibiteurs des HSP70 par Si-RNA ou viag |'utilisation de son
inhibiteur MAL3-101, ont montrés I'impact de son inhibition sur la sécrétion de mucine.
Toutefois, I'efficacité et la non toxicité de ces procédés n’ont pas été évalué dans des essais
cliniques (Ha et Rogers 2016).

Enfin, une autre cible lors de la fusion des granules d’exocytose a la membrane plasmique,
sont des protéines d’attachement SNARE (Soluble NFS Attachment Protein Receptor).
D’ailleurs certaines bactéries, comme Clostridium botulinum, fabrique une toxine capable de
cliver cette protéine, perturbant ainsi I'attachement des granules a la membrane apicale. Par
conséquent, la sécrétion de mucine ne pourra pas se faire. Cependant, SNARE est aussi utilisé
pour l'exocytose de granule de neurotransmetteurs ainsi un défaut de SNARE risque

d’entrainer de nombreux effets secondaires (Ha et Rogers 2016; Williams et al. 2006).
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(2)  Récepteur P2Y,

Les glandes sous mucosales sont innervées par le systéme nerveux parasympathique, lui
conférant la capacité a activer la sécrétion de mucine. Les agonistes des récepteurs
cholinergiques et purinergiques, mais aussi les protéases ou encore les médiateurs
inflammatoires peuvent stimuler le systeme parasympathique. D’ailleurs, I’ATP, agoniste du
récepteur purinergique P2Y; est capable de générer 'activation du processus d’exocytose (Ha
et Rogers 2016; Williams et al. 2006). Par conséquent, I'utilisation d’antagonistes de P2Y;
pourrait étre une bonne alternative pour inhiber I"hypersécrétion de mucus. Toutefois,
I’activation du récepteur P2Y; est également impliquée dans les processus d’hydratation du
mucus facilitant le systéme de clairance mucociliaire. Par conséquent, les agonistes de ce
récepteur pourraient aussi diminuer I'obstruction des voies aériennes, mais de maniere

mécanistique, en favorisant le systeme mucociliaire (Ha et Rogers 2016).

(3) Les antibiotiques de type macrolides

Les antibiotiques de type macrolides sont étudiés pour étre utilisés chez les patients
asthmatiques ou BPCO. Certains comme I'Azithromycine (AZM) et la Clarithromycine (CAM)
réduirait l'inflammation des voies aériennes et bloquerait la libération de mucine en
interférant avec le calcium intracellulaire. Des études ont mis en avant la réduction du nombre
des exacerbations chez les patients BPCO par I'AZM. Mais aucun résultat significatifs n’a été
détecté chez les patients asthmatiques. Le principal inconvénient de I'utilisation continue des
antibiotiques est I'émergence d'une résistance bactérienne (Ha et Rogers 2016).

6. Inhibition de I'inflammation : les voies de signalisation

(1) La voie NFkB
L'inhibition de voies impliquées dans la régulation de I'expression de cytokines inflammatoires
et de chimiokines est une autre alternative. Au niveau de la voie NFkB, plusieurs inhibiteurs
sont en cours de développement. Bien que ces inhibiteurs n’aient pas été testés chez les
patients asthmatiques ou BPCO, les résultats obtenus chez le rat avec l'inhibiteur de Ikk2 sont
encourageants. Celui-ci régule l'expression TNF-a et IL-1B dans les poumons du rat.
Cependant, une inhibition de NFkB sur le long terme semble entrainer une défaillance du

systeme immunitaire (Barnes 2008).
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(2) Lerécepteur Peroxisome proliferator-activated y

PPARYy fait partie de la super famille des récepteurs nucléaires aux hormones. Il semble
impliqué dans la régulation négative de I'expression de NFkB. La présence de PPARy est
corrélée négativement avec |'expression de NFkB chez les fumeurs. Chez des patients atteints
de BPCO, PPARYy est retrouvé en plus faible quantité dans les cellules épithéliales bronchiques
et dans les tissus pulmonaires par rapport a ceux de non-fumeurs. Ce récepteur peut
également induire la transcription de facteurs anti inflammatoires (Arabipour et al. 2019).
L'utilisation d'agoniste de PPARy a montré une diminution du risque d'exacerbation chez les
patients traités. Il est aussi décrit comme participant a la régulation transcriptionnelle de

MUCS5AC (Lakshmi et al. 2018).

(3) Lavoie p38-MAPK

Une autre voie importante dans la production de médiateurs inflammatoires, est la voie p38
MAPK. Cette voie est activée par le stress cellulaire et régule la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que IL-8, TNF-a et les MMPs (Matrix Metallo Protéinases) (Barnes et
Hansel 2004).

Par exemple, le SDS282, inhibiteur de I'isoforme du p38-a, inhibe la production in vitro de
TNF-a provenant des macrophages pulmonaires humains. Cependant, plusieurs inhibiteurs de
cette voie ont montré de nombreux effets indésirables et une toxicité importante (Barnes
2008).

ii.Blocage des médiateurs inflammatoires

(1)  Les anti-Interleukines 13

L’Interleukine-13 entretient l'inflammation de type Th2, en stimulant la sécrétion d’IgE
(Immunoglobuline E) par les lymphocytes B, et est décrit comme un mucorégulateur (Barnes
2008). Plusieurs études ont été mené sur des anticorps anti-IL13, chez les patients
asthmatiques de type sévere, mais ont été abandonné en raison de leur faible efficacité
(Barnes 2018).

Il existe, néanmoins le Lebrikizumab, un anticorps dirigé spécifiquement contre I'lL-13 qui a
démontré une petite amélioration de la fonction pulmonaire. Cependant, sur les deux études
menées en paralléle, une seule a permis d’observer une diminution significative du taux

d'exacerbation (Barnes 2018; Bonser et Erle 2017). D’autres études se sont plutot penchées

44



sur l'inhibition du récepteur de I'lL-13, nommé IL-4Ra, avec le Dupilumab. Le Dupilumab est
un nouvel anticorps monoclonal humain ciblant les interleukines 4 (IL-4) et 13 (IL-13). Il semble
avoir une plus grande efficacité que les anticorps anti-IL13, dont I'action est d'inhiber la sous-
unité commune du récepteur a I'lL-13 et a I'lL-4. Cette molécule est indiquée en traitement de

fond additionnel de I'asthme sévere depuis 2017, en France (Bonser et Erle 2017).

(2) Les antagonistes de CXCR2 et CCR3

Le récepteur CXCR2 joue un réle crucial dans les pathologies respiratoires, il est indirectement
impliqué dans le chimiotactisme des neutrophiles et monocytes. Des antagonistes de CXCR2
ont montré une diminution du nombre de neutrophiles chez des individus sains apres
exposition a l'ozone et au LPS. Le Navarixin, un antagoniste, a permis apres six mois de
traitement une diminution des neutrophiles dans les expectorations des patients BPCO
associé a une petite amélioration de la VEMS. Néanmoins, cette molécule ne permet pas de
diminuer les exacerbations et chez les patients asthmatiques séveres, elle n'a pas montré
d'amélioration (Barnes 2018).

Des études se sont orientées vers d’autres cibles comme le récepteur CCR3. Des anticorps
dirigés contre lui, ont permis diminuer I'expression de MUC5AC et de I'EGFR chez les souris
asthmatiques. Ce récepteur est aussi retrouvé plus exprimé chez les patients asthmatiques
mais plus particulierement dans les cellules CD-8 positives, et semble jouer un role dans le
développement de I'emphyséme chez les patients BPCO (Barnes 2018; Barnes et Hansel
2004). Néanmoins, peu d'études cliniques de ces anticorps monoclonaux chez I'humain ont
été réalisé ou publié (Ha et Rogers 2016). Un essai thérapeutique utilisant des oligonucléotides
anti-sens dirigés contre les ARNm CCR3 et la chaine beta commune aux récepteurs de IL-3, IL-
5 et le GM-CSF, a montré une diminution de la réponse éosinophile suite a I'exposition d'un

allergéne (Barnes 2018).

(3) Les anti-protéases
Les protéases sont des enzymes protéolytiques qui dégradent les composants des tissus
conjonctifs tels que I'élastine, la fibronectine, le protéoglycane mais aussi le collagene. Elles
sont sécrétées par plusieurs types cellulaires comme les macrophages, les neutrophiles mais

également les cellules épithéliales. Il en existe différentes classes: les protéases a sérines, les

45



protéases a cystéines, les protéases a acide aspartique, les métalloprotéases, répertoriés
selon leur mécanisme catalytique.

Lors des pathologies respiratoires telles la BPCO ou encore la mucoviscidose, le déséquilibre
entre les protéases et les anti-protéases joue un réle important dans la pathogénicité et la
progression des pathologies. L'inhibition de ces enzymes ou I’augmentation du niveau d’anti-
protéases endogenes permettraient de limiter I'aggravation du niveau de la sévérité des
pathologies (De Rose et al. 2018; Barnes et Hansel 2004). Plusieurs inhibiteurs de certaines
métalloprotéinases (MMPs), de cathepsines, ainsi que de I'élastase du neutrophile (NE) ont
été étudiés. Par exemple, le POL6014 bloque la fonction de I’élastase du neutrophile,
réduisant la destruction tissulaire mais aussi I'inflammation. D’autres, comme |’Adecaliximab,
anticorps dirigé contre la MMP-9, réduit I'inflammation et améliore les fonctions pulmonaires,
mais ne peut pas étre utilisé pour les cas les plus séveres. Par ailleurs I'administration par la
voie orale de ces composés peut affecter I'activité d‘autres protéases, qui seront également

inhibés par ces traitements (Rafeeq et Murad 2017; Barnes et Hansel 2004).

iii.La thérapie génique

Le principe de la thérapie génique est d’introduire ou d’altérer le matériel génétique a
I'intérieur d’une cellule ou d’un organisme dans le but de traiter une maladie ou d’améliorer
la qualité de vie du patient.

Plusieurs types de vecteurs peuvent étre utilisés pour transporter I'acide nucléique, tels que
les vecteurs viraux, mais aussi des vecteurs synthétiques comme des lipides cationiques, des
polymeres cationiques mais aussi des nanoparticules. L'application peut viser a rétablir
I’expression d’un gene invalide, dans ce cas 'acide nucléique utilisé sera un ADN. Dans le
second cas, le but sera de réprimer I'expression d’un géne délétere par un SiARN (Arabipour
et al. 2019).

La thérapie génique serait donc un moyen d’agir localement et sur long terme lors de
pathologies respiratoires qui a ce jour, ne présentent pas de traitements curatifs. Néanmoins,
les vecteurs utilisés actuellement, ne sont pas suffisamment efficaces et possedent un faible
taux de transfert dans les poumons, en partie due a la toxicité et immunogénicité du vecteur,
mais aussi au faible taux d’internalisation. Dans le cadre de pathologies respiratoires
obstructives, I‘importante barriére viscoélastique du mucus est un frein a I'efficacité de

transfection des vecteurs dans les cellules. Le projet vise donc a développer des vecteurs
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synthétiques en mesure de traverser le mucus, tout en protégeant I'intégrité de I'acide

nucléique et en le libérant au sein de la cellule cible.

Pour cela une équipe du Laboratoire de Conception et Applications de Molécules Bioactives,

UMR 7199, de I'Université de Strasbourg, réalise la mise au point de vecteurs lipoplexes

possédant une activité mucolytique intrinséque. Le laboratoire réalise ainsi la synthese de

lipides bio-labiles soufrés, comprenant I'acide nucléique d’intérét. Les thiols seront libérés in

situ pour induire la rupture des ponts disulfures constituant la structure des polymeres du

mucus.

Les acides nucléiques d’intéréts utilisés dans le cadre de ce projet, seront des SiARNs dirigés

contre les génes MMP-12 et p65, sous unité du facteur NFkB, afin d’inhiber leur expression.
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Figure 13 : Les barriéres de la thérapie génique. D’aprés Sonntag Thomas, 2019
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D. Modeles d'études pour la production de mucus et de cytokines

inflammatoires

1. Les lignées pulmonaires humaines
i.Les A549

La lignée A549, est issue de pneumocytes de type Il isolés d'un patient atteint
d’adénocarcinome pulmonaire. C'est une lignée tres utilisée pour I'étude d’inhalation
d’agents toxiques (Hetland et al. 2004). Il est décrit qu’aprés exposition a la fumée de cigarette
associée au LPS d’Escherichia coli, ces cellules sont capables de produire des médiateurs
inflammatoires tels que CXCLS8, CCL2, et CXCL1 (Victoni et al. 2014). De plus, les A549 peuvent
synthétiser de la mucine de type MUC5AC. Son expression peut étre induite apres une
stimulation a I'lL-1B, médié par la voie NFkB (Chen et al. 2014) mais aussi induite par
stimulation du LPS de Pseudomonas en activant Dual Oxidase 1 (DUOX1).

La réponse de la lignée A549, apres exposition a la fumée de cigarette et a des faible dose de
LPS semble refléter I'activité des cellules épithéliales humaines dans un contexte
d’exacerbation de BPCO (Victoni et al. 2014). Elle est utilisée au laboratoire comme modéle in

vitro mimant ce contexte inflammatoire.

ii.Les NCI H292
Concernant, la lignée NCI H292, elle provient de cellules épithéliales bronchiques issues d’un
carcinome pulmonaire muco-épidermoide. Cette lignée est capable de synthétiser la
MUCS5AC. En réponse a la fumée de cigarette, une sur-production des ARNms de MUC5AC,
une sécrétion de médiateurs inflammatoires tels que I'lL-6 et I'lL-8, et d’agents remodelant
comme MMP-1 (Matrix Metallo Protéinase 1) et GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor) a été observé dans ces cellules (Newland et Richter 2008). Dans la lignée
NCI H292, de nombreux évenements peuvent déclencher de maniére redondante, la
production de MUCSAC par activation de I'EGFR. Par exemple, I'enzyme TACE (TNF-o
Converting enzyme) peut étre activée par I'exposition a la fumée de cigarette, mais aussi au
LPS de Pseudomonas aeruginosa, entrainant le clivage de TGF-a, ligand de EGFR, et par
conséquent induisant I'expression de mucine (Shao, Nakanaga, et Nadel 2004; Kohri, Ueki, et
Nadel 2002). D’ailleurs, Chao et al. 2010 ont également constaté que le benzoapyrene pouvait

induire I’expression de MUC5AC par la voie Ras-Raf-MEK/ERK, induit par I'EGFR.
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Néanmoins, 'expression de MUC5B n’est pas retrouvée impactée par ce traitement dans cette
lignée. NCI H292 est une des lignées cellulaires les plus étudiées pour la compréhension de

I'induction de mucines, apres exposition a des toxiques tels que la fumée de cigarette.

iii.Les Calu3
Enfin, la lignée cellulaire Calu3, correspondant a des cellules épithéliales trachéo-bronchiques
isolées lors d’une effusion pleurale chez un patient atteint d’adénocarcinome pulmonaire. Ces
cellules sont décrites comme ayant de proches similitudes aux cellules calciformes, sécrétrices
de MUCS5AC. Au microscope électronique, des granules peu denses aux électrons a l'intérieur
de ces cellules sont observables. Ces granules ressemblent aux granules de mucines (Kreda et
al. 2007). Par ailleurs, ces cellules peuvent produire des cytokines pro-inflammatoires, comme
IL-6 ou encore I'lL-8 suite a une stimulation au LPS (Pseudomonas aeruginosa) (Morin et al.
2015). Calu3 peut se cultiver en contact de I'air sur un insert (ALl : Air Liquide), reflétant les
propriétés d’'un épithélium pulmonaire, avec la présence de jonctions serrées et
I’augmentation de sécrétion de mucus dans ces conditions (Jeong et al. 2019). Calu3 est un

modele trés utilisé dans le cadre des recherches sur la mucoviscidose.

2. Modele d’exposition au Lipopolysaccharide

Le LPS fait partie de la famille des PAMPS, et active les récepteurs cellulaires et plus
particulierement le TLR4, provoquant l'influx de plusieurs voies de signalisation participant a
I'inflammation. Des études ont montré qu’aprés exposition au LPS, les cellules épithéliales
peuvent induire la sécrétion de cytokines inflammatoires, via la cascade TLR4/MyD88/NFkB
(Burgel et Nadel 2008; Montalbano et al. 2016) mais aussi par I’activation de la voie Duox1-
TACE-TGFa-EGFR (Burgel et Nadel 2008).

Les pathologies respiratoires chroniques sont trés souvent associées aux risques infectieux
récurrents et en particulier par des bactéries de types Gram-. L’utilisation du LPS d’Escherichia
coli, peut accélérer la réponse inflammatoire et permet de mimer les infections bactériennes

lors de ces pathologies (Liang et al. 2018).

3. Modele d’exposition a la fumée de cigarette
La fumée de cigarette comme la pollution atmosphérique sont en grande partie impliquées

dans les atteintes respiratoires chroniques. La fumée de cigarette est composée de plusieurs
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milliers de produits chimiques (Rodgman, Smith, et Perfetti 2000). L'aérosol de fumée se
décompose en deux phases, une particulaire et une gaz/vapeur. La phase particulaire ne
constitue que 4 a 9% du poids total de la fumée alors que la phase gaz/vapeur comprend 91 a
96% du poids de la fumée (Clunes et al. 2008).

Il existe trois grandes méthodes d’exposition a la fumée de cigarette in vitro : la méthode de
la fumée particulaire (Particulate Matter: PM), I'obtention d’extraits aqueux de fumée de
cigarette dit CSE (Cigarette Smoke Extract) et enfin la fumée utilisée dans une chambre

d’exposition (whole smoke) (Figure 14).
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Figure 14 : Les trois méthodes d’exposition a la fumée de cigarette. Selon Adamson J. 2011 :
In vitro Models of COPD

La méthode de I'extrait aqueux de cigarette (CSE) est une méthode peu couteuse et
reproductible utilisée au laboratoire. Elle permet de reproduire in vitro des réponses
cellulaires reflétant celles retrouvées chez des patients BPCO. Cette méthode d’extraction de
la fumée de cigarette semble étre la plus adéquate, elle permet de stimuler les cellules

épithéliales a la production de cytokines, mais aussi de mucine.
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Le CSE est obtenue a partir du pompage de la fumée par une pompe péristaltique et instillation
dans le milieu de culture cellulaire. Ce dernier est standardisé par mesure de sa densité
optique et peut étre dilué avant d’étre ajouté aux cellules. L’avantage de la méthode du CSE
est qu’elle capture la phase particulaire et la phase gazeuse, méme si sa composition en
produits chimique reste incertaine (St Laurent et al., 2009). En revanche, cette méthode
implique que les cellules restent immergées dans le milieu de culture, contrairement aux
conditions physiologiques ou I'épithélium des voies des voies aériennes est en contact avec
I'air ambiant. Par conséquent, une méthode de culture des cellules en insert serait plus
pertinente physiologiquement. Elle permettrait aux cellules un contact direct I'air, nommé

condition ALI (Air Liquide), et nécessiterait I'utilisation d‘une chambre d’exposition.
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Il. Objectifs

Selon I'OMS, les affections respiratoires chroniques telles que l'asthme, la BPCO, et la
mucoviscidose représentent plus de 20 % des causes de morbidité et mortalité dans le monde.
Ces maladies sont caractérisées par une inflammation persistante et la présence en excés de
mucus. Le tabac est un des facteurs de risque majeur et participe activement a |'aggravation
de ces pathologies. Il affecte le systeme immunitaire, ce qui augmente ainsi le risque
d'infections bactériennes. Celles-ci sont également aggravées par |'excés de mucus présent au
sein des voies aériennes.

Actuellement, il n'existe pas de traitements curatifs, et certains patients acquierent des
résistances aux effets anti-inflammatoires des corticostéroides (Barnes 2017).

Il est donc nécessaire de se diriger vers de nouvelles thérapies afin d’améliorer la qualité de
vie des patients ainsi que leurs prises en charge médicale.

La recherche sur la thérapie génique est porteuse d'espoir pour vaincre ce type de maladies,
en agissant localement et sur le long terme. Néanmoins, les vecteurs actuels possedent un
faible taux d'efficacité d’internalisation, due a de multiples causes ; dont notamment celle de
ne pas réussir a traverser efficacement la barriere de mucus qui protege I'épithélium des voies
aériennes. Le Laboratoire de Conception et Application de Molécules Bioactive de 'UMR 7199
de I'Université de Strasbourg, développe des vecteurs a acides nucléiques possédant une
activité mucolytique intrinseque et une activité anti-inflammatoire. Ces vecteurs devront étre
en mesure de traverser la barriere de mucus en gardant leur intégrité et ainsi libérer leur
potentiel thérapeutique au sein de la cellule. L'efficacité des composés doit étre déterminée

in vitro.
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Figure 15 : Thérapie génique par voie respiratoire : la barriere de mucus. Modifié a partir de
SONNTAG Thomas. 2019

L'objectif de mon projet a donc été de comparer la réactivité de trois lignées épithéliales
humaines pulmonaires productrices ou non de mucus, afin de déterminer le modele in vitro
le plus adéquate pour la production de médiateurs inflammatoires et de mucus. Nous nous
sommes donc focalisé tout d'abord sur une lignée de pneumocytes de type Il (A549), déja
utilisé comme modéle in vitro de BPCO (Victoni et al. 2014). Ensuite, notre intérét s'est porté
sur une lignée épithéliale bronchique (NCI H292) souvent étudiée pour |'expression de
MUCS5AC (Song et al. 2003; Montalbano et al. 2014; Lee et al. 2017) et de cytokines
inflammatoires (Shin et al. 2018; Kurakula et al. 2015; Hulina-Tomaskovic¢ et al. 2019) induite
ou non par la fumée de cigarette. Enfin, une troisieme lignée trachéo-bronchique (Calu3) est
utilisée dans I'étude structurelle et fonctionnelle de I'épithélium respiratoire (Kreft et al. 2015;
Zhu et al. 2010),ainsi que dans la production de mucus (Morin et al. 2015; Kreda et al. 2007).
De plus, nous avons également utilisé un modele de co-culture avec la lignée Calu3 et la lignée
NCI H292.

Pour atteindre nos objectifs, nous avons stimulé ces différentes lignées avec de |'extrait de
fumée de cigarette et / ou du LPS d'Escherichia coli a faible dose. Nous avons mesuré
I’expression et la libération des cytokines et du mucus, afin de déterminer la lignée épithéliale
la plus pertinente pour tester I'efficacité des néo-vecteurs lipoplexes mucolytiques

développés a Strasbourg.
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lIl. Matériels et méthodes

A. Milieux de culture

Le milieu de culture utilisé pour les lignées A549 et NCI H292 est composé de RPMI 1640 1X
supplémenté de 10% de sérum de veau feetal (SVF), 2 mM L-Glutamine (10 mM HEPES Buffer
(Lonza®), 1 mM pyruvate de sodium, 100 Ul/mL pénicilline et 100 pg/mL streptomycine
(Sigma®). Concernant la lignée Calu3, le milieu est composé de Eagle’s MEM 1X supplémenté
de 10% sérum de veau foetal (SVF), 2 mM L-Glutamine (Gibco Invitrogen®), 10 mM HEPES
Buffer (Lonza®), 1 mM pyruvate de sodium ainsi que 100 Ul/mL pénicilline et 100 pg/mL
streptomycine (Gibco Invitrogen®). Les réactifs utilisés pour stimuler les cellules sont le
Lipopolysaccharide (LPS) 055:B provenant d'Escherichia coli (Sigma®) et I'extrait de fumée de

cigarette.

B. La préparation de I’extrait de fumée de cigarette (CSE)

Le CSE provient de la fumée d’une a deux cigarettes Research (U Kentucky, USA), extrait grace
a une pompe péristaltique permettant de faire buller la fumée dans 20mL de milieu de culture
sans Sérum de Veau Fecetal. L’extrait récupéré correspond au CSE 100% et est standardisé par

une mesure d’absorbance a 320nm qui doit étre comprise entre 0,7 et 0,9.

Figure 16 : Dispositif expérimental pour la préparation de I'extrait de fumée de cigarette. (1)
Pompe péristaltique (2) Tube Falcon contenant 20 ml de milieu et recueillant la fumée de cigarette
(3) Cigarettes IFR3.
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C. La culture cellulaire

Les lignées A549, Calu3 et NCl H292 proviennent de I’American Type Culture Collection (ATCC
Manassas, USA). Elles sont cultivées au sein d’un incubateur cellulaire sous atmosphére
contrblée a 37°C et 5% de CO2. Le passage des cellules est effectué lorsqu’elles atteignent une
confluence entre 80 et 90%. Pour ce faire, elles sont rincées avec du tampon PBS (Phosphate-
Buffered Saline), puis incubées avec de la Trypsine EDTA (Ethyléne diamine tétra acétique) soit
a 0,05%, pour les lignées A549 et NCI H292, soit a 0,25% pour la lignée Calu3. Les cellules sont
détachées, et I'ajout de milieu complémenté avec 10% de SVF permet d’arréter I'action de la

trypsine.

1. Mise en culture des cellules

Lignée cellulaire A549 (Repiquage <10) : AJO, les A549 sont ensemencées a 45 000 cellules/mL

dans des plaques 24 puits (BD Falcon®) a 37°C.

Lignée cellulaire Calu3 (Repiquage <10) : A JO, les cellules sont mises en culture a 80 000

cellules/mL dans des plagques 24 puits (BD Falcon®) a 37°C.

Lignée cellulaire NCI H292 (Repiquage <10) : A JO, les NCI H292 sont ensemencées a 80 000

cellules/mL dans des plagques 24 puits (BD Falcon®) a 37°C.

Co-culture de NCIH292 (Repiquage <10) et Calu3 (Repiquage <10) : A JO, la lignée NCIH292 est

a 210 000 cellules/puits et la lignée Calu3 a 140 000 cellules/puits, dans des plaques 12 puits
(BD Falcon®) a 37°C.

2. Traitements des cellules
Tout d’abord, chaque lignée cellulaire a été cultivé en plague 24 puits jusqu'a confluence. Par
ailleurs, la co-culture des deux lignées NCI H292 et Calu3, a été réalisé en plaque 12 puits dans
les mémes conditions que précédemment. Les cellules (A549/NCI H292/Calu3) ainsi que la co-
culture des lignées NCIH292 et Calu3, sont exposées a différentes doses de CSE: de 2, 4, 8 et
10%, et de LPS de 0,01; 0,1 et 1ug/mL ; ainsi qu’une association du CSE 4% au LPS a 0,1ug/mL,
pendant 24h et 48h. Ensuite, les surnageants cellulaires sont stockés a -20°C, pour le dosage
des différentes cytokines et de la production de mucine. Le lysat cellulaire est stocké a -80°C

pour I'extraction des ARNm.
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Figure 17 : Protocole expérimental

D. Test de viabilité cellulaire

La toxicité de I'extrait de fumée de cigarette et du LPS, a été mesurée par le kit CellTiter-Glo
Luminescent Cell Viability Assay (Promega). Ce test permet de détecter le nombre de cellules

viables basé sur la quantité d’ATP, reflétant la présence de cellules métaboliquement actives.

Tout d’abord, chaque lignée cellulaire est ensemencée puis exposée ou non aux différentes
doses de stimuli pendant 24h ou 48h, en plaque 96 puits. Aprés retrait du surnageant de
culture, 100ul de milieu de culture sans rouge de phénol sont déposés par puit et incubée 30
minutes a température ambiante. Ensuite, 100uL de réactifs reconstitués contenant de la
luciférine et I’'enzyme Ultra Glor Luciferase sont ajoutés. Aprés 3 minutes d’agitation a 300
rpm sur un agitateur orbital, 100uL du mélange sont déposés dans une plaque opaque. Enfin,
apres 10 minutes de repos dans le noir, la luminescence de chaque puits est lue a 575nm via

un lecteur de microplaque POLARstar Omega® (BMG Labtech®).

E. Etudes des ARNm par RT-qPCR

L'extraction des ARN totaux a été réalisée a partir des cellules grace au kit Macherey-Nagel
NucleoSpin® RNAII, selon les instructions du fournisseur. La quantité et |la qualité d’ARN total

a été mesurée par spectrophotométrie UV en utilisant un nanodrop.

Les ARNs ont été conservés a -80°C. L’étude des taux des ARNms de mucines et de cytokines

ont ensuite été évalués par RT-gPCR. La transcription inverse (RT) a été réalisée a partir de
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500ng d’ARN total et s'effectue a I'aide d’un kit «high Capacity cDNA Reverse Transcriptase »
de Thermo Fisher Scientific®. La réaction de RT est initiée 10 minutes a 25°C, se poursuit
pendant 2 heures a 37°C, puis est stoppée 5 secondes a 85°C. Les échantillons sont ensuite
dilués au 1/10 puis déposés en triplicat a sur une plaque 384 puits ABI PRISM (Applied

Biosystems®) ou la concentration en ADNc est estimée a 2,5ng/uL.

L’amplification de fragments d’ADN in vitro: la PCR J‘

Réaction cyclique d’amplification

ADN a amplifier
A.j |

I: l Amorce
(} Nuciéotides
‘ el Deg aturlatk
éparation
des doux brins GADN »
s - - b
v . W -3 1
Ay f |} \' -
‘ v A o !\ ! &
- v\ E , ; : oo~
L 3 = 5
. = <4
d — ¥
Py > — -=
; ® — f— Hybridation
Elongati —— Fixation o i
72 Synthése d'un brin et = = d'un couple des amorces
complémentaire par — - d’amorces
la Taq polymérase o E
- =
=
5 3

Figure 18 : Principe de I'amplification par PCR D’aprés https://www.gnis-pedagogie.org/sujet/coeur-adn

Les réactions d'amplification sont effectuées par une ADN polymérase, intégrée au SYBR
Green | PCR Master Mix, a I'aide du thermocycleur Quant 7 Flex Studio Real-Time PCR Systems
(Thermo Fischer Scientific). Le programme de qPCR utilisé se déroule sur 40 cycles. Il débute
par une phase a 95°C pendant 10 minutes puis 95°C pendant 15 secondes et enfin une phase
a 60°C pendant une minute. Le « rapporteur » fluorescent utilisé est le SYBR Green | (SYBR

Green | PCR Master Mix, Applied Biosystems®).
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Sens Anti-sens
CCL2/MCP1 5’-TGTCCCAAAGAAGCTGTGATC-3’ 5’-ATTCTTGGGTTGTGGAGTGAG-3'
CXCL1/Groa 5’-AACCGAAGTCATAGCCACAC-3’ 5-CCTCCCTTCTGGTCAGTTG-3’
CXCL8/IL8 5’-AAGAAACCACCGGAAGGAAC-3’ 5'-AAATTTGGGGTGGAAAGGTT-3’
MUC5AC 5’-TGGAGCTGGACACCAAATAC-3' 5-CTTGGTGTTGTGGGAGAGG-3’
MUC5B 5’-GAACTGCCAGAGCTGTAACT-3’ 5’-CATCGGTGGTGTTGTAGATGA-3’
GAPDH 5’- ATGACATCAAGAAGGTGGTG -3’ 5’- CATACCAGGAAATGAGCTTG -3’

Tableau 3 : Séquences d’amorces humaines

Le calcul de la quantité relative des taux d’ARNms est déterminé par la méthode des AACt :
ACt=Ct gene référence™ Ct gene intérét
AACt= ACt échantillon — ACt contrsle

2788Ct correspond aux variations des niveaux d’ARNms dans I’échantillon par rapport au
controle. Ct désigne le Cycle threshold, c’est-a-dire, correspondant a la valeur du nombre de

cycles nécessaires pour que la fluorescence dépasse le seuil de base.

F. Dosage immunoenzymatique dans les surnageants cellulaires

1. Les chimiokines

Les chimiokines CXCL8 (IL-8), CXCL1 (Gro-a) et CCL2 (MCP-1), présentes dans les surnageants
de culture, sont dosées par la méthode sandwich immunoenzymatique grace a des Kits
Duoset® ELISA Development system (R&D System®).

Les anticorps de capture de souris dirigés contre CXCL8 humain, ou contre le CXCL1 humain,
ou encore contre CCL2 humain sont déposés sur une plaque pour ELISA (96 puits, EIA/RIA,
Costar®), pendant toute une nuit. Ensuite, trois lavages sont réalisés avant d’ajouter 100uL
d’échantillons ou le standard par puit en dupliqua.

Ces derniers sont incubés pendant 2h a température ambiante. Puis, aprés 3 nouveaux
lavages, les anticorps de détection, sont déposés et incubés pendant 2h a température
ambiante. Puis, 100 uL de la solution Streptavidin HRP (horseradish peroxidase) sont ajoutés

dans chaque puits. La plague est incubée a I'obscurité pendant 20 minutes.

58



Ensuite, le substrat TMB (tétraméthylbenzidine) préparé extemporanément, est ajouté a
raison de 100 pL/puits, aprés lavage pendant 10 minutes a I'abri de la lumiere et a
température ambiante. La réaction colorée est stoppée par I'ajout de 50 plL/puits d’une
solution d’acide sulfurique a 1N. La densité optique (DO), est lue a 450 et 540 nm par un
lecteur de microplague POLARstar Omega® (BMG Labtech®). Les limites de détection sont de

31,3 3 2000 pg/mL pour CXCL8 et CXCL1, et sont de 15,6 a 1000 pg/mL pour CCL2.

2. La protéine MUC5AC

Pour le dosage de MUCS5AC, les surnageants sont déposés sur une plague ELISA 96 puits (96
puits, EIA/RIA, Costar®), et incubés pendant une nuit a 40°C, pour évaporation. Toutes les
protéines du surnageant vont tapisser le fond du puits.

La détection de la protéine d’intérét se fait grace a la reconnaissance spécifique de MUC5AC
par un anticorps primaire de souris anti MUC5AC humaine clone, lui-méme reconnu par un
anticorps secondaire anti IG1 de souris couplé a la peroxydase.

L'intensité de coloration est détectée par spectrophotométrie avec le lecteur de microplaque
POLARstar Omega® (BMG LABTECH®). Ces valeurs vont permettre le calcul des pourcentages
de l'intensité colorimétrique correspondant a la quantité relative de MUC5AC présent dans

les surnageants de culture versus le milieu seul.

G. Etude Immunohistochimique

Les cellules sont cultivées dans une chambre de culture labtek NUNC, pendant trois jours,
suivis de 24h de privation de SVF. Aprés 24h de stimulation avec du CSE et/ou du LPS, les
cellules sont fixées a I'aide d’une solution de Carnoy pendant 2h a 4°C. Enfin, les membranes
cellulaires sont perméabilisées avec une solution de BSA-Saponine 0.5%, pendant 30 minutes
a température ambiante. La coloration avec le DAB (3,3'-Diaminobenzidine) se fait via
I’automate DISCOVERY Ultra. L’anticorps primaire de souris anti-MUC5AC clone 45M1
(ABCAM) dirigé contre la protéine de MUC5AC humaine est utilisé a une concentration située
entre 1 et 2pg/mL. L'analyse des lames est réalisée via le scanner HAMATSU, qui permet de
localiser la protéine MUC5AC grace a la coloration brune due a la formation du complexe
immun entre I'anticorps secondaire anti-IgG de souris, couplé a une HRP et le chromogéne

DAB.
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H. Etudes statistiques

Les données sont présentées sous la forme de moyenne avec +/- SEM et ont été analysées
grace au logiciel Prism 5.0® (GraphPad Software®, La Jolla, CA). Les différences entre les
échantillons ont été analysées par des tests ANOVA non paramétriques suivi d’un test de
Kruskal et Wallis. Les valeurs de p < 0,05 sont considérées comme statistiquement
significatives (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001 par rapport au controle ; a p < 0,05 par

rapport au traitement LPS ; B p < 0,05 par rapport au traitement CSE).
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IV. Résultats

A. Mesure de la toxicité du CSE et du LPS

Tout d’abord, nous avons souhaité évaluer I’éventuelle toxicité du CSE et du LPS sur les trois
lignées de cellules épithéliales et la co-culture. Nous pouvons observer sur la figure 19 que les
différentes concentrations de CSE ainsi que celles de LPS exposées pendant 24h n’ont pas
d’impact sur la viabilité cellulaire dans les différentes lignées cellulaires et la co-culture. De
méme, lorsque les stimuli sont exposés ensemble, les résultats ne montrent pas de baisse du
niveau de viabilité cellulaire par rapport au contréle. Enfin, sur le graphique E et F, la durée
d’exposition des deux stimuli est augmentée a 48h, néanmoins cela ne semble pas induire de

toxicité cellulaire pour les cellules NCI H292 et la co-culture.
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Figure 19 : Mesure de la toxicité du CSE et du LPS sur différentes lignées de cellules épithéliales apres
24h et 48h d’exposition : Les cellules A549 (A), Calu3 (B), NCI H292 (C et E) et la co-culture (D et F) ont
été exposé a des doses croissantes de CSE et de LPS, ainsi que le CSE associé au LPS pendant 24h (A, B,
Cet D) et 48h (E et F). Les données représentent la moyenne +/- SEM de 3 a 5 expériences. Les valeurs
correspondent a la quantité d’ATP présent, proportionnel a la quantité de cellules viables ot 0.01uM
d’ATP équivaut a approximativement 50 cellules métaboliquement actives.
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B. Expression de mucine (MUC5AC)

Dans un premier temps pour valider notre modele nous avons mesuré |'expression de
MUCS5AC par PCR. Les résultats de la figure 20 montrent que dans les lignées A549 et Calu3,
leur taux en ARNm de MUC5AC apres exposition a des doses croissantes de CSE et/ou LPS,
n’augmentent pas. En effet, leurs taux en ARNm de MUC5AC restent inchangés par rapport au
contréle. Concernant la lignée NCI H292, son taux en ARNm de MUC5AC augmente de facon
dose-dépendante par rapport a la stimulation du CSE. De plus, lorsque les deux stimuli sont
associés, I'expression en MUC5AC est induite sur les cellules NCI H292. Enfin, le systeme co-
cultivé montre une augmentation du taux d’ARNm de MUC5AC apres expositions aux doses
les plus élevées de CSE, mais aussi apres expositions a différentes doses de LPS, en

comparaison avec le controle.

Aucun effet synergique ou additif de I'association de CSE au LPS n’été pu étre observé sur les

trois lignées cellulaires.
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Figure 20 : Comparaison du taux d'’ARNm de MUC5AC aprés exposition de CSE et/ou LPS pendant 24h
par différentes lignées de cellules épithéliales. Les cellules A549 (A, B et C), Calu3 (D, E et F), NCl H292
(G, Het F) et la co-culture de NCI H292 et Calu3 (J, K et L) ont été exposé a des différentes concentrations
de CSE et LPS, ainsi que le CSE associé au LPS, pendant 24h. Les données représentent la moyenne +/-
SEM de 3 a 4 expériences. L’expression des ARNs de MUC5AC a été normalisée par rapport a la GAPDH.
Les valeurs de p < 0,05 sont considérées comme statistiquement significatives (* p < 0,05, **p < 0,01 ;
**%p < 0,001 par rapport au contréle)
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C. Sécrétion de mucine (MUC5AC)

Dans un deuxiéme temps, nous avons souhaité déterminer I'impact de I'exposition du CSE
et/ou du LPS sur le niveau de sécrétion protéique de MUC5AC de ces trois lignées et la co-
culture. Pour cela, nous avons dosé la présence de mucine dans les surnageants des
expériences de cultures décrites précédemment, par la méthode directe d’ELISA. Le niveau de
sécrétion de MUC5AC est mesuré de fagon relative par rapport au controle, correspondant au

milieu seul.

En figure 21, les résultats montrent que I'exposition aux deux stimuli, seuls ou associés ne
permettent pas d’'induire d’augmentation de la sécrétion de MUC5AC dans les surnageants
des lignées A549 et Calu3. Contrairement a elles, la lignée NCI H292 est impactée par
I’exposition au LPS aux plus faibles concentrations, et subit une induction plus importante
lorsque le LPS est associé au CSE. Enfin, pour le systeme de co-culture, I'exposition avec les

deux stimuli seuls ou associés n"augmente pas le niveau de sécrétion de MUC5AC.
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Figure 21 : Comparaison du taux de sécrétion relatif de la protéine MUC5AC apreés exposition de CSE
et/ou LPS par différentes lignées de cellules épithéliales. Les sécrétions de MUC5AC sont analysées
par la méthode directe d’ELISA. Les cellules A549 (A, B et C), Calu3 (D, E et F), NCI H292 (G, Het l), et la
co-culture de NCI H292 et Calu3 (J, K et L) ont été exposé a différentes concentrations de CSE et de LPS,
ainsi que le CSE associé au LPS, pendant 24h. Les données sont présentées sous forme de moyenne avec
+/- SEM de 3 a 4 expériences. Les valeurs représentent les pourcentages d’intensité colorimétrique
correspondant a la quantité relative de MUC5AC présent dans les surnageant cellulaires versus le milieu
seul (contréle). Les valeurs de p < 0,05 sont considérées comme statistiquement significatives (* p <
0,05 ; ** p < 0,01 par rapport au contréle)
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D. Production de médiateurs inflammatoires_

Apres avoir déterminé la capacité d‘induction de sécrétion de mucine, nous nous sommes
intéressés a la réponse inflammatoire des trois lignées épithéliales et de la co-culture. Pour
cela nous avons mesuré I'expression et la sécrétion de trois chimiokines, indicateurs de la

réponse inflammatoire : CXCL8/IL-8, CXCL1/Gro-a et CCL2/MCP-1.

Premiérement, sur la figure 22A, les résultats nous montrent que pour la lignée A549 et la co-
culture, I'exposition au CSE associé au LPS permet d’augmenter significativement le taux
d’ARNm de CXCL8/IL-8. En revanche, lorsque la lignée Calu3 est seule, I'exposition aux deux
stimuli, associés ou non, ne semble pas avoir d'impact sur ce taux d’ARNm. Quant a la lignée
NCI H292, I'exposition au LPS permet d’induire une augmentation du taux d’ARNm de
CXCL8/IL-8, et ce de maniére d’autant plus importante lorsque le LPS est couplé avec du CSE
a 4%. Concernant les sécrétions protéiques de CXCL8/IL-8, représentées sur le graphique 22B ;
nous pouvons observer que la lignée A549 est capable de sécréter CXCL8/IL-8 seulement en
présence de LPS, méme si le niveau de sécrétion reste relativement faible dans ces cellules.
Cependant, pour la lignée Calu3, ainsi que lorsqu’elle est co-cultivée, le niveau basal de
sécrétion de CXCL8/IL-8 est trés élevé, ainsi I'exposition aux différents stimuli ne semble pas
avoir d’effet sur le taux de sécrétion de CXCL8/IL-8 dans ces cellules. En revanche, pour les
cellules NCI H292, |a présence de LPS permet d’augmenter la sécrétion de CXCL8/IL-8 mais pas

la stimulation par le CSE seul.

Ensuite, nous nous sommes penchés sur la deuxieme chimiokine : CXCL1/Gro-a. Les résultats
de la figure 22C, montrent que I'exposition aux deux stimuli associés ou non, n’induit pas de
modification du taux des ARNms de cette chimiokine sur la lignée Calu3. Néanmoins,
I’exposition avec le LPS permet d’augmenter de facon significative le niveau d’ARNm de
CXCL1/Gro-a, sur les lignées A549 et NCI H292, ainsi que sur la co-culture. Puis, au sujet de la
sécrétion de CXCL1/Gro-q, seule la lignée A549, est capable augmenter significativement son
niveau de sécrétion de CXCL1/Gro-a, aprés exposition a du LPS (Figure 22D). Enfin, concernant
la lignée Calu3 et la co-culture, leur niveau basal de sécrétion étant tres élevé, les stimuli ne
permettent pas d’induire une augmentation de la sécrétion de cette chimiokine dans leur

surnageant.
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A la suite a ces observations, nous nous sommes intéressés a une troisieme et derniére
chimiokine : CCL2/MCP-1 ; dont les résultats sont représentés en figure 22E et 22F. La figure
22E nous montre que la lignée NCI H292 n’exprime pas le géne de CCL2/MCP-1. Par ailleurs,
I’exposition aux deux stimuli sur la lignée Calu3, ne semble pas impacter le niveau d’expression
des ARNms de CCL2/MCP-1. Cependant, la stimulation par le LPS sur la lignée A549, et sur la

co-culture induit une augmentation de son taux d’ARNm de CCL2/MCP-1.

Néanmoins, I'association des deux stimuli ne permet pas un effet additif sur le taux d’ARNm
produit par ces derniers. Enfin, sur la figure 22F, nous observons que la lignée NCI H292 ne
sécrete pas de CCL2/MCP-1. Ces résultats sont concordants avec ceux obtenus montrant
I’'absence d’ARNm de CCL2/MCP-1 chez cette lignée. En revanche, la lignée A549, est capable
d’induire une augmentation de la sécrétion de CCL2/MCP-1 suite a I’exposition de CSE associé
au LPS, mais pas avec le LPS seul. Par contre, a propos de la lignée Calu3 et lorsqu’elle est co-
cultivée avec NCI H292, la stimulation du CSE et ou du LPS n’entraine pas d’augmentation de

la sécrétion de CCL2/MCP-1.
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Figure 22 : Comparaison du taux d'’ARNm et de sécrétion protéique des trois chimiokines apres
exposition a une dose de CSE a 4% et/ou de LPS pendant 24h. Les sécrétions des trois chimiokines sont
analysées par la méthode indirecte d’ELISA. Les graphiques représentent le taux d’ARNm de CXCL8/IL-
8 (A) et son niveau de sécrétion protéique (B), le taux d’ARNm de CXCL1/Gro-a (C) et son niveau de
sécrétion protéique (D), et le taux d’ARNm de CCL2/MCP-1 (E) et son niveau de sécrétion protéique (F)
quantifiés sur les trois lignées et la co-culture. Les données représentent la moyenne +/- SEM de 3 a 4
expériences. L’expression des ARNms de chaque chimiokine a été normalisée par rapport a la GAPDH.
Les valeurs de p < 0,05 sont considérées comme statistiquement significatives (* p < 0,05; ** p<0,01;
*** p < 0,001 par rapport au contréle ; 8 p < 0,05 par rapport au traitement CSE).
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E. Production de mucine et de chimiokines aprés 48h de stimulation

Suite aux résultats obtenus précédemment, nous avons souhaité déterminer si le niveau de
sécrétion protéique de mucine et des chimiokines pouvaient s’accroitre en prolongeant la
durée d’exposition du CSE et ou du LPS jusqu’a 48h. Nous avons donc réalisé les dosages
protéiques sur la lignée NCI H292 et sa co-culture avec Calu3, car ils se présentent comme les

deux modeles les plus approprié pour cette étude.

La figure 23 est un comparatif des sécrétions de chimiokines des deux cultures, NCI H292 seule
ou co-cultivée avec Calu3, pendant 48h d’exposition. La figure 23A montre que méme une
exposition pendant 48h ne permet pas d’augmenter le niveau de sécrétion de MUC5AC, dans

la lignée NCI H292 seule mais aussi en co culture avec Calu3.

A propos de la sécrétion de CXCL8/IL-8 présentés sur la figure 23B ; I'exposition en présence
de LPS seul ou associe au CSE permet une augmentation de la production de cette chimiokine
chez la lignée NCI H292. Néanmoins, seulement I'association du CSE avec le LPS exposées
pendant 48h, permet une augmentation de la concentration du taux de CXCL8/IL-8, sur la co-

culture.

Par ailleurs, nous pouvons observer que la lignée NCI H292, en présence de LPS et CSE pendant
48h, est capable d’augmenter son taux de sécrétion de CXCL1/Gro-a. Cependant, seule
I’association du CSE+LPS augmente de maniére significative la sécrétion de CXCL1/Gro-a dans

la co-culture.

Enfin, concernant le CCL2/MCP-1 (figure 23D) nous avons observé, une absence de sécrétion
de CCL2/MCP-1 pour la lignée NCI H292 contrairement a la co-culture de NCI H292/ Calu3.
Toutefois, les résultats montrent que I'exposition aux stimulations pendant 48h ne permet

pas d’induire d‘augmentation de la sécrétion de CCL2/MCP-1 dans la co-culture.
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Figure 23 : Comparaison du niveau de sécrétion protéique de MUC5AC et des trois chimiokines.
Exposition & une dose de CSE a 4% et/ou de LPS a 0.1ug/mL sur la lignée NCI H292 et lorsqu’elle est co-
cultivée avec Calu3, pendant 48h. Les sécrétions de MUC5AC (A), de CXCL8/IL-8 (B), de CXCL1/Gro-a(C)
et de CCL2/MCP-1 (D) sont analysées par la technique de I'ELISA. Les données représentent la moyenne
avec +/- SEM, selon 3 ou 4 expériences. Les valeurs de MUC5AC représentent les pourcentages
d’intensité colorimétrique correspondant a la quantité relative de MUC5AC présent dans les
surnageants cellulaires versus le milieu seul (contréle). Les valeurs de p < 0,05 sont considérées comme
statistiquement significatives (* p < 0,05 par rapport au contréle).

F. Etude de l'induction de mucine chez NCI H292

Dans un premier temps, afin d'appuyer nos résultats sur la pertinence du choix de la lignée
NCI H292, nous avons réalisé une étude de la présence de MUCSAC par immunohistochimie
dans différentes conditions. La lignée a été exposé ou non au CSE4 %, au LPS 0,1ug/mL ou les
deux associés pendant 24h. Nous pouvons observer sur la figure 24, que dans la condition
controle, la lignée NCI H292 possede un niveau basal relativement faible en MUC5AC. Il en est

de méme suite a I'exposition aux deux stimuli réalisés séparément. Cependant, suite a la

71



stimulation du CSE associé au LPS la production de MUC5AC est augmentée. Ces résultats
confirment ceux observés précédemment a propos des niveaux d'induction des ARNms et de

protéines de MUC5AC chez NCI H292.
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Figure 24 : Induction de la production de MUC5AC chez NCI H292. Les cellules ont été mise en culture,
puis exposées au CSE 4 %, au LPS 0,1 ug/mL ou les deux associés, pendant 24h. Puis apres fixation, elles
sont marquées par un anticorps anti-MUC5AC qui sera révélé par la coloration de DAB.

Dans un second temps, nous avons souhaité savoir si I'association des deux stimuli permet
d'induire également I'augmentation de I'expression d'une autre mucine sécrétée : MUC5B.
Nous avons donc comparé I'éventuelle induction des ARNms de MUCSB sur la lignée A549, et
la lignée NCI H292, toujours selon les mémes conditions d'exposition. Les résultats en figure
25 montrent que pour la lignée A549, les différentes conditions d'exposition associées ou non
ne permettent pas d'induire une augmentation du taux d'ARNms de MUCS5B. En revanche, sur
la lignée NCI H292, I'exposition par le LPS seul induit une augmentation des ARNms de MUC5B
et de maniére d'autant plus importante lorsqu'il est associé au CSE. Ces données appuient la

pertinence dans le choix de NCI H292 comme modele in vitro le plus adéquat pour cette étude.
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Figure 25 : Comparaison du taux d’ARNm de MUC5B apreés exposition au CSE et/ou au LPS pendant
24h par A549 et NCI H292. Les cellules A549 (A), et NCI H292 (B) ont été exposé au CSE 4% ou au LPS
0,1 ug/mL, ainsi que le CSE associé au LPS, pendant 24h. Les données représentent la moyenne +/- SEM
de 3 a 4 expériences. L’expression des ARNs de MUC5B a été normalisée par rapport a la GAPDH. Les
valeurs de p < 0,05 sont considérées comme statistiquement significatives (* p < 0,05; ** p < 0,01 ; ***
p < 0,001 par rapport au contréle)
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V. Discussion et perspectives

Les cellules épithéliales des voies aériennes sont les premieres impactées par I'exposition aux
particules de l'air inhalé. Elles sont donc directement exposées aux agents toxiques et
pathogenes présents dans l'air. Pour se protéger contre ces agressions, ces cellules vont
produire du mucus. Ce processus de protection peut basculer en symptome pathologique
lorsque ce dernier s’accumule et obstrue les voies aériennes, caractérisant les pathologies
obstructives. Par conséquent, |'effet thérapeutique des traitements administrés par voie
inhalée, généralement utilisés dans le cadre de pathologies respiratoires est affectée par
I’excés de mucus. Ainsi, afin de mesurer I'efficacité mucolytique et anti-inflammatoire des néo-
vecteurs, un modele pertinent pour tester ces nouvelles molécules semble nécessaire.
L'objectif de cette étude a été de comparer trois lignées épithéliales humaines pulmonaires
productrices ou non de mucus, afin de déterminer le modeéle le plus adéquat pour la
production de médiateurs inflammatoires et de mucus. Notre étude est basée sur la
comparaison de plusieurs lignées épithéliales des voies aériennes, A549, NCI H292 et Calu3,
stimulées par des faibles doses de fumée de cigarette et de LPS. Notre travail a pu mettre en
évidence que la lignée NCI H292 semble la plus adéquate. Elle est capable d’induire une
augmentation de sa production de mucus apres stimulation pendant 24h avec du CSE a 4%
associé au LPS a 0.1ug/mL. De plus, elle est capable d’augmenter ses taux d’expression d’ARNm
de MUC5AC et de MUC5B, en réponse a I’exposition au CSE+LPS. Enfin, I'utilisation du LPS chez
NCI H292, permet d’induire une augmentation de la sécrétion de médiateurs inflammatoires.
La fumée de cigarette est reconnue comme la principale cause responsable de
Bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO). Son exposition est associée avec
I'augmentation de |'expression de MUC5AC et de sa production (Di, Zhao, et Harper 2012;
Mebratu et al. 2011; Zhou et al. 2016; De Rose et al. 2018). D’ailleurs, il est démontré que la
mucine MUC5AC semble jouer un role essentiel dans I’obstruction des voies aériennes, et dans
I'hyperréactivité des pathologies allergiques alors que MUCS5B serait plutdt liée au bon
fonctionnement de la clairance mucociliaire (Evans et al. 2015).

Par ailleurs, I'utilisation du LPS d’Escherichia coli, permet de mimer les infections bactériennes
lors des exacerbations (Liang et al. 2018).

Il va induire la sécrétion de médiateurs comme des chimiokines, dont CXCL8 et CXCL1, mais
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aussi CCL2. CXCL1 et CXCL8 permettent le recrutement de cellules inflammatoires sur le site
de l'inflammation. Les neutrophiles sont, d’ailleurs, retrouvés de maniére abondante dans les
voies aériennes de patients atteints de BPCO, mucoviscidose (De Rose et al. 2018) , mais aussi
d’asthme sévere (Kuruvilla et al. 2019). CCL2 est également un puissant facteur chimiotactique
des monocytes et des lymphocytes T et pourrait étre impliqué dans I'accumulation de

macrophage au sein des poumons de patients BPCO, (Koelink et al. 2012; Barnes 2008).

Dans ce travail, nous avons pu démontrer que la fumée de cigarette induit I'augmentation du
niveau des ARNms de la mucine dans la lignée NCI H292, en accord avec les résultats de
plusieurs études (Takeyama et al. 2001; Montalbano et al. 2014). La lignée épithéliale
bronchique NCI H292, est connue pour augmenter son expression et sa production de mucines
suite a I'exposition a divers stimuli (Shao et al. 2004; Kurakula et al. 2015; Chiba et al. 2011a).
D’ailleurs, cette lignée semble étre la plus sensible pour la régulation de I'expression de
MUCS5AC apreés stimulation au CSE. Confortant nos résultats, une autre étude décrit cette
lignée comme étant un modele sensible a la fumée de cigarette tout en gardant ses
caractéristiques muco-épidermales (Newland et Richter 2008). De plus, plusieurs études
rapportent qu’apres exposition a la fumée de cigarette, NCI H292 semble réagir de facon
similaire aux cellules primaires bronchiques humaines (HBECs) ainsi qu’a I’épithélium en
condition in vivo (Baginski et al. 2006; Newland et Richter 2008; Phillips et al. 2005; Shao,
Nakanaga, et Nadel 2004).

D’autre part, nous avons pu démontrer que I'augmentation de la sécrétion protéique de
MUCS5AC est possible grace a I’exposition a de faibles doses de LPS, en accord avec les résultats
de I'étude de Lin et collaborateurs (Lin et al. 2018). De méme, le CSE semble avoir un effet
additif a la sécrétion de MUCS5AC induite par le LPS. D’ailleurs, il est décrit que la fumée de
cigarette augmente la production de MUC5AC via I’activation de la voie ERK1/2 dépendante
de TLR3 dans la lignée NCI H292 (Kanai et al. 2015). Par ailleurs, I'exposition au LPS est décrit
comme inducteur d’un état inflammatoire sur les cellules épithéliales bronchiques, entrainant
la sécrétion de chimiokines CXCL1 et CXCL8 (Inui et al. 2019).

En accord avec ces auteurs, nos résultats montrent que NCI H292 peut induire I'augmentation
de I'expression et la sécrétion de ces deux chimiokines en réponse au LPS. D’ailleurs, I'étude

de B. Li et al. 2011, conforte nos résultats en démontrant qu’un inhibiteur de CCR3 permet de
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diminuer la sécrétion de CXCL8 induite par le LPS chez NCI H292. De plus, il a également été
démontré que cette lignée cellulaire peut libérer des cytokines apres stimulation a la méthode
particulaire d’exposition de la fumée de cigarette (PM) (Newland et Richter, 2008). Par contre,
cette méme étude montre que la lignée NCI H292 ne sécrete pas de CCL2 en réponse a la PM,
de facon comparable a notre étude. Pour finir, I'exposition au LPS induit I'augmentation de
I’expression génique de MUC5B, et cela de maniére d’autant plus importante lorsqu’il est
associé au CSE. L’étude de Perrais et al. 2002, appuie ces résultats en décrivant que NCI H292
peut exprimer I’ARNm de MUC5B mais ne pourrait pas sécréter la protéine. Il semble que la
sécrétion de la protéine de MUC5B n’implique pas la méme de voie de signalisation que pour
la protéine MUCS5AC. Cette derniére serait induite par I'activation de la voie MAPK Erk1/2
dépendante de I'EGFR (Perrais et al. 2002).

Ensuite, notre étude s’est penchée sur la lignée de pneumocytes de type Il (A549), déja utilisée
comme modele dans la stimulation in vitro de cellules épithéliales alvéolaires (Victoni et al.
2014). Apres exposition au CSE et/ou au LPS pendant 24h, la lignée A549 ne semble pas étre
en mesure d’augmenter son niveau d’ARNm de mucine. Ces résultats sont contradictoires avec
I’étude de Di et al 2012, qui montre une augmentation du niveau d’ARNm de MUC5AC induite
par I'exposition au CSE seul (Di, Zhao, et Harper 2012). Dans cette étude, la durée d’exposition
au CSE étant de 2h, cela suggere que cette durée plus courte permettrait d’obtenir une
augmentation d’ARNm de MUC5AC, qui semble retourner a un état basal au bout de 24h
d’exposition. De plus, une autre étude a montré que I’exposition avec du LPS de Pseudomonas
aeruginosa semblait pouvoir induire I'augmentation de |'expression de MUC5AC (W. Li et al.
2013), alors que nos résultats avec |I'exposition au LPS d’Escherichia coli ne permet pas
d’induire cette augmentation. Néanmoins, d’autres études, confortant nos résultats, décrivent
les A549 comme étant insensibles a I’exposition de fumée de cigarette, comparés aux cellules
épithéliales pulmonaires humaines (Kode et al. 2006); mais aussi en comparaison avec la lignée
NCI H292 (Newland et Richter 2008).

D’autre part, I'expression de MUC5B dans cette lignée, n’est pas impactée par |‘exposition au
CSE +/-LPS, contrairement a une autre étude dont les résultats montrent une augmentation
du niveau d’ARNm de MUC5B, apres exposition avec du PMA (Phorbol 12-myristate 13

acetate), en condition de culture ALI (Air-liquide) (Yuan-chen Wu et al. 2007). Ces résultats
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suggerent que le PMA semble étre un meilleur régulateur de I'expression de MUC5B que le
CSE et /ou le LPS. D’ailleurs, le PMA favorise la phosphorylation de la PKC& (protein kinase C
6), qui serait impliquée dans la régulation de la sécrétion de mucine (Hewson, Edbrooke, et
Johnston 2004; Shao et Nadel 2005). De plus, il est possible que les conditions de culture
cellulaire en ALI, utilisées dans cette étude, puissent également influer sur la production de
mucus, comme c’est le cas pour certaines lignées épithéliales humaines (Kreft et al. 2015).
Enfin, I'exposition au LPS pendant 24h, induit I'augmentation de I’expression des trois
chimiokines: CXCL8, CXCL1 et CCL2. Et, bien que le niveau de sécrétion reste faible par rapport
aux deux autres lignées cellulaires, la lignée A549 semble induire une réponse inflammatoire
suite a une stimulation au LPS couplé au CSE et sécréte CXCL8, CXCL1 et CCL2. Ces résultats

sont en accord avec ceux observés dans |’étude de Victoni et al. 2014.

A propos de la lignée épithéliale trachéo-bronchique Calu3, nos résultats montrent que
I’exposition du CSE et/ou du LPS ne semble pas modifier I'activation de ces cellules. Le niveau
d’expression des ARNms des trois chimiokines ainsi que celui la mucine ne fluctue pas par
rapport au controle. D’autre part, on peut observer que les taux de sécrétion protéique des
cytokines, ont un niveau basal tres élevé, également retrouvé lors du dosage de la protéine
MUCS5AC. D’ailleurs, les résultats montrent que ces cellules semblent étre activées en absence
de traitements. Cependant, Calu3 est une lignée décrite comme un modéle mimant les
propriétés de I'épithélium bronchique, grace a la sécrétion de mucus, la formation des
jonctions serrées surtout lorsqu’elle est cultivée en insert en conditions ALl (Jeong et al. 2019).
De méme, une autre étude décrit que I'exposition a de |'acroléine, composant irritant de la
fumée de cigarette permet induire une augmentation de la production de MUC5AC par la
lignée Calu3 (Mura et al. 2011) D'ailleurs, ces auteurs utilisent la lignée Calu3 comme modéle
épithélium bronchique pour I'étude sur le transfert de nanoparticules.

De plus, une autre étude rapporte que la lignée Calu3 induirait une augmentation des
transcrits de MUC5AC ainsi qu’une augmentation de sécrétion de CXCL8 mais apres traitement
au LPS de Pseudomonoas aeruginosa (Morin et al. 2015). Dans notre étude, nous avons utilisé
du LPS d’Escherichia coli, qui ne semble pas induire une réponse de cette lignée. Ainsi, nous
pouvons émettre I'hypothese que les conditions de culture de Calu3 en immergée ne semblent

pas optimales pour induire une stimulation avec le CSE et ou le LPS. De méme, il est possible
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gue les stimuli utilisés dans notre étude ne semblent pas adéquats pour induire une réponse
par cette lignée. Peu de données sont répertoriées sur les effets de la fumée de cigarette et la
lignée Calu3. Néanmoins, une étude sur la cigarette électronique a montré une induction de
la production de cytokines IL-6 et CXCL8 , mais dans le cadre d’une co-culture de fibroblastes
et de la lignée Calu3 en insert en contact de I'air (ALI) (Vasanthi Bathrinarayanan et al. 2018).
Pour finir, nous avons décidé de mettre en place un systéme de co-culture avec les cellules NCI
H292 et Calu3, et de mesurer la production de mucine, ainsi que la réponse inflammatoire.
Notre hypothese était que les deux lignées pourraient interagir et augmenter les différentes
inductions en réponse aux diverses stimulations. Cependant, les résultats ne vont pas dans ce
sens. Méme s’ils montrent une induction de I'expression des ARNms de MUC5AC et des
cytokines apres exposition au CSE combiné au LPS, les sécrétions protéiques ne semblent en
aucun cas impactées par les différentes stimulations. Il semble que chaque lignée cohabite
sans interagir en co-culture dans les réponses mesurées aprées stimulation par CSE+/-LPS. Elles
semblent montrer les deux profils de chaque lignée cultivée séparément. Ainsi, I'expression
des ARNms semble se rapprocher du profil de la réponse de NCI H292, quant a la sécrétion des

protéines, la tendance se rapproche de celle de la lignée Calu3.

En conclusion, ce travail nous a donc permis de déterminer que la lignée NCI H292 semble étre
le meilleur modeéle pour tester I'effet mucolytique et anti-inflammatoire des néo-vecteurs. En
effet, cette lignée peut induire une sécrétion de mucus ainsi qu'une réponse inflammatoire
apres exposition au CSE associé ou non au LPS. Il nous reste néanmoins, a tester |'efficacité de
ces nouveaux vecteurs sur ce modele. A ce jour, nous avons réussi a transfecter de facon stable
la lignée NCI H292, avec un plasmide contenant une GFP. (Green Fluorecsente Protein). Ainsi,
nous pourrions dans un premier temps, déterminer |'efficacité de transfert des lipoplexes
mucolytiques par mesure d'extinction de la fluorescence de la lignée GFP+, grace a l'aide de
siRNA cible des ARNm de la GFP, en absence et en présence de mucus. Puis, dans un second
temps, l'efficacité thérapeutique des lipoplexes sera mesurée par ['utilisation de siRNA
intégrés aux lipoplexes et dirigés contre le géne de la MMP12, jouant un réle clé dans la
physiopathologie de la BPCO, et p65. Les MMPs jouent un réle important dans les processus
d'inflammation pulmonaire et dans le remodelage tissulaire. Elles semblent étre induites par

de nombreux stimuli comme la fumée de cigarette (J.-W. Park et al. 2016). Quant a la protéine
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p65, elle est une des sous unités du facteur NFkB, qui est fortement impliqué dans la régulation
de nombreux genes de cytokines inflammatoires ainsi que dans la production de mucus.
D’ailleurs, il a été démontré que le facteur NFkB serait impliqué dans |'expression de MUC5AC,
induite par le TNF-a chez NCI H292 (Kurakula et al. 2015). La régulation de la production de
MMP12 induite par I'exposition au CSE et/ou le LPS, dans les cellules NCI H292, devra étre
étudiée. D’aprés une étude de J.-W. Park et al. 2016, il semble que NCI H292 exprime les génes
de la MMP12 et de la MMP13, de fagon dépendante de la phosphorylation de p65, suite a la

présence de toxines de Pseudomonas aeruginosa.

Par ailleurs, il pourrait étre intéressant de déterminer, les voies de signalisation impliquées
dans la sécrétion des deux protéines : MUC5AC et MUC5B, chez NCI H292. Selon certains
auteurs, les voies de signalisation impliquées seraient différentes. La sécrétion de MUC5AC
semble étre induite de la voie MAPK Erk1/2 dépendante de I'EGFR (Perrais et al. 2002). Alors
que la sécrétion de MUCS5B serait induite par I’activation des voies p38/JNKs indépendante de

I'activation de I'EGFR (Yuan-chen Wu et al. 2007).

Ainsi, pour conclure, ce modele d’étude in vitro d’exposition des cellules NCI H292 au CSE+LPS
va permettre de mesurer de facon stable et reproductible I'efficacité des vecteurs, sur une
lignée épithéliale humaine. Par ailleurs, il serait intéressant de confirmer la validité des
lipoplexes mucolityques sur des modeles de cultures primaires de cellules épithéliales
humaines des voies aériennes, afin d’observer au plus prés des réponses physiologiques in

vivo, induite par cette nouvelle génération de vecteurs de thérapie génique.
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ECOLE PRATIQUE DES HAUTES ETUDES
SCIENCES ET VIE DE LA TERRE

Comparaison de modeles in vitro de cellules épithéliales des voies respiratoires pour la sécrétion
de mucus et le processus inflammatoire.

Bodin Aude
Présenté le 01 décembre 2020

Les maladies respiratoires chroniques telles que I'asthme, la BPCO ou encore la mucoviscidose sont
une des principales causes de morbidité et de mortalité dans le monde. Elles sont responsables de la
détérioration des voies respiratoires, et sont caractérisées par une inflammation persistante ainsi
gu’un excés de mucus. L'exposition au tabac est un facteur de risque majeur, et participe a
I'aggravation de ces maladies. L'exposition a la fumée de cigarette affecte le systeme immunitaire,
augmente le risque d’infections bactériennes, et induit la synthése de mucus.

Aussi, I'excés de mucus au sein des voies aériennes altére |'efficacité thérapeutique des traitements
administrables par voie inhalée, généralement utilisés lors de ces affections pulmonaires.

La thérapie génique est porteuse d’espoir, et semble étre un bon moyen pour traiter ces maladies
localement et sur le long terme. Néanmoins, les vecteurs utilisés sont confrontés a I'épaisse barriere
viscoélastique que forme le mucus. Notre étude s’est donc attachée a comparer plusieurs lignées
épithéliales pulmonaires humaines afin de déterminer un modeéle in vitro capable de produire du
mucus et des cytokines inflammatoires. Ainsi, nous avons stimulé différentes lignées avec de I'extrait
de fumée de cigarette (CSE) et / ou du LPS d'Escherichia coli a faible dose, et mesuré I’expression et la
libération des cytokines et du mucus.

Notre travail a pu mettre en évidence que la lignée NCI H292 semble la plus adéquate. Elle est la plus
sensible a la production de mucus apres stimulation pendant 24h avec du CSE a 4% associé au LPS a
0.1ug/mL. De plus, ses taux d’ARNm de MUC5AC et MUC5B augmentent en réponse a I’exposition au
CSE+LPS. Enfin, I'utilisation du LPS chez NCI H292, permet d’induire une augmentation de la sécrétion
de médiateurs inflammatoires.

Ainsi, I'utilisation de ce modele d’étude in vitro d’exposition des cellules NClI H292 au CSE+LPS va
permettre de mesurer de facon stable et reproductible I'efficacité des vecteurs de thérapie génique

sur une lignée épithéliale bronchique humaine.

MOTS CLES: Mucus, NCI H292, chimiokines, CSE
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