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Introduction

L’asthme et la broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) sont deux
maladies pulmonaires a fortes incidences. Toutes deux ont des phénotypes
communs ou classiques et des variables voir frontieres entre les deux
(bronchopathie asthmatiforme, asthme obstructif chronique, « asthma-COPD overlap
syndrome » (ACOS)(1)). Elles décrivent une obstruction bronchique plus ou moins
permanente, des facteurs déclenchant, une inflammation, un remodelage
pulmonaire, des exacerbations, une sévérité variable corrélée a la qualité de vie des
patients. Ainsi dans I'asthme séveére, le remodelage bronchique est associé en partie
a 'augmentation de la masse musculaire lisse bronchique qui est corrélée au déclin
de la fonction respiratoire(2). Dans la BPCO, l'atteinte cumulée aprés chaque
exacerbation se fait en partie par une réponse inflammatoire couplée a des
phénoménes de remodelage et de réparation qui épaississent la paroi
bronchiolaire(3) et augmentent I'obstruction. Dans le poumon emphysémateux,
correspondant a la destruction parenchymateuse, on retrouve ces mémes cellules
inflammatoires.

Ce travail de théese vient s’ajouter a de nombreuses études sur la
compréhension de mécanismes physiopathologiques du remodelage bronchique et
parenchymateux de ces deux pathologies.

D’un coté, nous avons cherché a investiguer le role que pourraient avoir les
fibrocytes sanguins et pulmonaires dans la BPCO en exacerbation puis a I'état
stable. Ceux-ci sont déja largement étudiés dans d’autres pathologies comme la
fiborose pulmonaire idiopathique(4)(5), l'asthme(6), [I'hypertension artérielle
pulmonaire(7)(HTAP), la bronchiolite oblitérante post-transplantation
pulmonaire(8)(9) mais relativement peu, voire pas, dans la BPCO.

D’un autre coté, nous nous sommes basés sur des études fondamentales du
remodelage bronchique pour étudier la réponse clinique d’un nouveau médicament
(inhibiteur calcique) dans I'asthme séveére et nous avons poursuivi les recherches sur

le remodelage bronchique dans I'asthme non-séveére.
Cette thése se compose de quatre grandes parties :

-Chapitre |: généralités. Cette partie revient sur la description des deux

pathologies avec leurs traitements accessibles en 2015 et fait une revue didactique
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de la relation Fibrocyte/Poumon pour la partie BPCO et du remodelage bronchique
pour la partie asthme. Le réle de 'endoscopie bronchique est décrit.

-Chapitre Il : matériels et méthodes. Différentes méthodes et mises au point
durant ces travaux de thése sont présentées

-Chapitre lll : résultats et discussion. D’'un cbété, le travail sur la relation
Fibrocyte/BPCO est présenté sous forme d’un article sous presse dans le « Journal
of Allergy and Clinical Immunology » et sous la forme d’un travail en cours de
finalisation. De lautre, le travail sur la relation Remodelage musculaire lisse
bronchique/Asthme sévére ou non est présenté sous la forme de deux articles ; un
publié dans I’American journal of respiratory and critical care medecine et un sous
presse dans le méme journal.

-Chapitre IV : conclusion et perspective. Les résultats des études
présentées ouvrent les portes de perspectives d’études futures, fondamentales et

thérapeutiques briévement présentées.

13



Chapitre | .
Géneéralites

14



I-A BPCO
I-A-1 Description

La broncho-pneumopathie chronique obstructive ou BPCO est une maladie
respiratoire chronique et l'une des principales causes de décés et d’invalidité en
France. Elle atteint en majorité des hommes et femmes de plus de 40 ans fumeurs
actifs ou sevrés.

Epidémiologie

L’OMS estime que 64 millions de personnes souffrent de BPCO a travers le
monde et que, en 2030, elle pourrait étre la troisieme cause de mortalité. En 2005,
elle représentait déja 5%, soit 3 millions, des décés dans le monde. Ces estimations
sont probablement sous-estimées compte-tenu d’'une distribution essentiellement
dans les pays pauvres.

Définition

La BPCO se définie par des critéres fonctionnels respiratoires d’obstruction
bronchique chronique « pas totalement réversible » (Indice de Tiffeneau inférieur a
0,7 ; Volume Expiratoire Maximal par Seconde (VEMS) variable). Les patients
présentent le plus souvent une bronchite chronique (toux chronique pendant au
moins 3 mois, au moins deux années consécutives) méme si celle-ci n'est pas
forcément a rattacher a une BPCO s'il n'y a pas d’obstruction fonctionnelle. De
méme, 'emphyséme qui caractérise une destruction parenchymateuse pulmonaire
ne fait partie de la BPCO que s’il s’y associe cette méme obstruction fonctionnelle.
L’emphyséme et la bronchite chronique peuvent coexister, méme si un phénotype
prédomine souvent sur I'autre. Il existe une limitation inspiratoire, surtout a I'exercice,
due a une hyperinflation pulmonaire, I'air restant trappé dans le poumon du fait de
I'obstruction. Les exacerbations majorent ce phénoméne. La distinction entre asthme
et BPCO est parfois difficile (notamment chez les personnes agées ou les fumeurs)
fonctionnellement car il est possible d’avoir une obstruction irréversible chez un
patient asthmatique sévére qui présente un remodelage important mimant une
BPCO, comme il est possible d’avoir une obstruction franchement reversible chez un
patient BPCO mimant un asthme ; d’ou la création d’'un phenotype intitulé ACOS(1)
avec une prise en charge diagnostique bien détaillée en 2015 dans un rapport GINA
(Global Initiative for Asthma) /GOLD (Global initiative for chronic Obstructive Lung
Disease)(10).

L’obstruction est généralement progressive, associée a une réponse
inflammatoire anormale et a des conséquences systémiques en réponse a des
éléments toxiques inhalés. Cette obstruction résulte d’'une contraction du muscle
lisse bronchique, d'une accumulation de mucus endo-bronchique, d’une
augmentation de I'épaisseur bronchique et de zone d’emphyséme. Le poumon perd
de son élasticité alors que de la fibrose s’installe. L'inflammation dans la BPCO est
sous-tendue essentiellement par les polynucléaires neutrophiles et/ou les
lymphocytes CD8. Le tabac est le principal facteur de risque de développement de la
maladie. Le réle de la pollution atmosphérique est certain et probablement sous-
estimé. Une prédisposition génétique interfére probablement (alpha-1 antitrypsine au
moins).
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Tableau 1: Evolution avec I'age du déclin du VEMS en fonction du statut tabac
(Fletcher, Oxford University Press, 1976)
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On classe la BPCO en stade de GOLD de 1 a 4, 0 étant une bronchite
chronique a EFR normale.

Tableau 2 : Stades GOLD de sévérité de la BPCO (avant 2011)

Stades ~ OPstruction EFR
bronchique
EFR normale
0 arisque symptdmes chroniques
(toux, expectoration)
Obstruction VEMS/CVF <70 %

VEMS = 80 %
légere avec/sans symptomes chroniques
(toux, expectoration)
- 50 % == VEMS <80 %
modérée avec/sans symptdmes chroniques
(toux, expectoration, dyspnée)

. 30 % = VEMS < 50 %
severe avec/sans symptomes chroniques
(toux, expectoration, dyspnée)

VEMS < 30 % ou

VEMS == 50 % plus
insuffisance respiratoire
(PaO2 < 60mmHg avec/sans PaCO2 >
50mmHg) ou
insuffisance cardiaque droite clinique




Cette sévérité est jugée sur le VEMS post-bronchodilatateur (classiquement
400ug de salbutamol, voir 160ug d’anticholinergique ou les 2 associés). Les criteres
de réversibilité sont ceux de l'asthme car GOLD ne considére pas le degré de
réversibilité comme un élément du diagnostique différentiel avec I'asthme.

Alors que la définition est fonctionnelle sur l'indice de Tiffeneau et le VEMS, la
clinique reste trés variable comme en témoigne I'indépendance des comorbidités, de
la dyspnée, du test de marche de 6 minutes, du nombre d’exacerbation par an et
finalement de I'état clinique général du patient.

L’actualisation GOLD 2011 définie 4 groupes de risque croissant
d’exacerbation en intégrant les symptédmes (échelle de dyspnée mMRC, score du
CAT), le nombre d’exacerbations par an et la spirométrie ; le paramétre le plus
défavorable fixant le niveau de sévérité :

- Groupe A : risque bas, peu de symptébmes : GOLD | ou Il et/ou 0-1
exacerbation/an et mMRC grade 0-1 ou CAT <10

- Groupe B : risque bas, plus de symptébmes : GOLD | ou Il et/ou 0-1
exacerbation/an et mMRC grade = 2 ou CAT =10

1\
N

- Groupe C : risque élevé, peu de symptébmes : GOLD IIl ou IV et/ou
exacerbations/an et mMMRC grade 0-1 ou CAT <10

1\
N

- Groupe D : risque élevé, plus de symptémes : GOLD Il ou IV et/ou
exacerbations/an et MMRC grade = 2 ou CAT =210

Echelle de dyspnée du Medical Research Council (MRC)

- Stade 0 : Géne uniquement pour un effort intense
- Stade 1: Essoufflé pour une marche rapide a plat ou une légére cote

- Stade 2: Marche plus lentement que des personnes du méme age ou doit
faire des pauses a cause de sa dyspnée

- Stade 3: Doit s'arréter pour reprendre son souffle aprés une marche d'une
centaine de meétres ou apres quelques minutes

- Stade 4: Est trop essoufflé pour sortir de chez Iui ou est essoufflé en
s'habillant ou se déshabillant
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Figure 1 : Score de CAT de la BPCO. Laboratoire GlaxoSmithKline
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L’'index de BODE pour « Body mass index, degree of airflow Obstruction, Dyspnea
and Exercice capacity » est un autre marqueur de sévérité de la BPCO car corrélé
directement a la survie. Il se calcule de la maniére suivante:



Tableau 3 : index de BODE (sévérité croissante en quartile de 0 a 4 en fonction des
points accumulés)

(additionner les points par item pour obtenir le total)

Points 0 1 2 3
VEMS (%) >ou=65 50-64 36-49 <ou=35
Distance en 6 min (métres) »>ou= 350 250-349 150-249 < ou =149
Dyspnée (MMRC) 0-1 2 3 4
IMC (kg/m2) >21 <ou= 21

De la méme maniére, l'index COTE pour « COPD specific comorbidity test »
integre 12 comorbidités, jusque-la non prises en compte, qui détériore la survie :

- cancer pulmonaire, pancréatique, oesophagien, mammaire

- fibrose pulmonaire

- fibrillation/flutter atrial, coronaropathie, insuffisance cardiaque
- diabéte avec neuropathie

- anxiété

- ulcére gastroduodénal, cirrhose

Le risque de décés augmente avec lindex, indépendamment du BODE. Le
COTE semble étre une aide d’évaluation du risque de mortalité dans la BPCO(11).
Une attention particuliére sera portée aux comorbidités cardio-vasculaires ainsi
qu’aux différents épisodes d’exacerbation qui interférent dans la survie de ces
patients(12).

Les symptdbmes, le retentissement sur les activités et I'impact de la BPCO
peuvent étre appréciés par le questionnaire Saint-Georges. La BPCO peut étre
prévenue et traitée sur la part réversible de I'obstruction.

Aucun traitement n’est capable de modifier le cours de la maladie et le lent
déclin de la fonction pulmonaire. Les mesures et traitements mis en place servent a
traiter les symptémes et éviter I'évolution vers l'insuffisance respiratoire terminale.
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I-A-2 Traitements actuels

La premiére mesure reste I'éviction des facteurs de risque, le premier étant le
tabac pour lequel il ne faut pas de complaisance. Il faut donc toujours mettre I'accent
sur la lutte anti-tabac et aider les patients désireux du sevrage. La lutte contre la
pollution atmosphérique est plus du domaine géopolitique que individuel (méme si
des mesures de protection contre des pollutions professionnelles doivent étre
proposées) et s’intégrera probablement dans la lutte contre le réchauffement
climatique. L’évitement des infections respiratoires est primordiale : vaccinations anti-
grippale et anti-pneumococcique, mesures hygiéno-diététiques(13).

L’escalade thérapeutique se fait en fonction du degré de sévérité de la
maladie avec une  action essentiellement anti-obstructive au  départ
(bronchodilatateurs a courte puis longue durée d’action) puis une action anti-
inflammatoire (corticoides inhalés) et enfin une action palliative (oxygénothérapie a
domicile, transplantation pulmonaire).

L’'importance des comorbidités est soulignée, dans le tableau suivant, par la
réhabilitation fonctionnelle qui doit étre respiratoire mais aussi générale (lutte contre
dépression, réserve musculaire, masse maigre, anémie). Elle doit étre proposée au
patient dyspneique au moindre effort.

Tableau 4: Thérapeutiques de la BPCO en fonction du degré de sévérité

Degré de sévérité (tous : VEMS/CV<0.7)

Arisque 1: légére Il : modérée Il : sévére IV : trés séveére
VEMS : >80 % VEMS : 50-80 % VEMS : 30-50 % VEMS : <30 %

Eviction du (des) facteur(s) de risque; vaccination antigrippale.

+ Bronchodilatateur a courte durée d’action a la demande.

Les traitements médicamenteux sont les suivants. Les bronchodilatateurs de
courte durée d’action s’utilisent au besoin pour améliorer I'essoufflement. Les
bronchodilatateurs de longue durée d’action (beta-2 agonistes ou anticholinergiques)
s’utilisent dés le stade 2 en cas de dyspnée modérée. Les corticoides inhalés
s’utilisent en association aux précédents. Leur usage isolé en monothérapie semble
non efficace. Les corticoides oraux sont généralement prescrits sur une courte
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période de 4 a 6 jours quand des symptdmes de bronchite persistent. lls ne sont pas
recommandés sur le long cours. Les théophyllines ne sont pas recommandées en
premiére intention. Les antibiotiques sont prescrits en cas d’exacerbation a trigger
infectieux et non recommandés sur le long cours. Une ventilation non invasive en
pression positive améliore les gaz du sang, réduit la mortalité et le séjour hospitalier
et diminue le recours a une ventilation mécanique. L’'oxygénothérapie est prescrite
en fonction de deux gaz du sang réalisés en air ambiant(14). Son administration
chez I'insuffisant respiratoire chronique plus de 15 h par jour augmente la survie. Les
agents anti-oxydants (comme la N-acétylcysteine) semble réduire les exacerbations,
sans effet sur la qualité de vie. Le but reste le contrble des symptdbmes et des
exacerbations, 'amélioration de la qualité de vie et de la tolérance a I'exercice.
Aucun traitement n’a montré de bénéfice a long terme sur le déclin de la fonction
respiratoire.

Les valves endo-bronchiques (en cas de zone cible de poumon trappé et de
scissure compléete) vise a 'amélioration de la fonction respiratoire, du piégeage des
gaz et des échanges gazeux comme en témoigne I'étude de Davey(15). Leur usage
en routine n'est pas recommandé. Leur balance bénéfice/risque est en cours
d’étude.

Les traitements chirurgicaux sont de 2 ordres :

- la réduction de volume pulmonaire enléve de I'espace mort et donc diminue
le volume résiduel et augmente la compliance pulmonaire pour une meilleure
oxygeénation. Cette chirurgie permet le plus souvent de retarder la mise sur liste de
transplantation pulmonaire. Elle est moins proposée depuis I'innovation technique
des valves endo-bronchiques. La selection des patients éligibles doit étre stricte(16) :
privilégier les patients avec emphyséme lobaire supérieur et une capacité d’exercice
pauvre apres rééducation mais VEMS et TLCO> 20%.

- la transplantation pulmonaire reste [|'étape ultime du traitement de
I'insuffisance respiratoire terminale sur BPCO.

Les projets thérapeutiques dans la BPCO sont axés sur lidentification de
nouvelles cibles et I'amélioration des médicaments existants sur celles-ci en
privilégieant la voie d’administration inhalée : médicament anti-élastase, anti-
métalloprotéase MMP9.

L’explication de la dégradation progressive d’'un patient BPCO se limitant
souvent aux nombres d’exacerbations («un BPCO se dégrade a chaque
exacerbation ») ou a l'impossibilité d’éliminer les facteurs de risque (« Docteur, je
n'arrive pas a arréter de fumer!»), nous nous intéressons a la cause de la
détérioration du parenchyme pulmonaire et notamment aux processus cicatriciels qui
surviennent aprés chaque agression. Ceux-ci pourraient impliquer les fibrocytes,
cellules mésenchymateuses dérivées de la moelle capable de transformation en
fibroblaste et myofibroblaste déja connus dans de nombreuses pathologies
pulmonaires mais non explorés dans la BPCO. Leur implication pourrait permettre de
mieux comprendre ['évolution du parenchyme pulmonaire et du remodelage
bronchique essentiellement distal dans la BPCO.

21



I-A-3 Relation Fibrocyte/Poumon

I-A-3-a Identification des fibrocytes

Les fibrocytes sont des cellules progénitrices mésenchymateuses dérivées de
la moelle (précurseur monocytaire) qui se caractérise, au minimum, par un double
marquage hématopoiétique (CD34 ou 45) et mésenchymateux (Collagéne |, Ill, pro-
collagéne)(17). lls ont été décrits pour la premiére fois en 1994 par Bucala(18). lls
sont présents dans les organes agressés pour répondre a un stimulus inflammatoire
et un besoin de cicatrisation tissulaire. Les stimuli de l'inflammation régulent leur
différenciation, leur trafic et leur accumulation quand ces besoins sont nécessaires.
Cela a été relativement bien étudié dans des maladies inflammatoires comme
I'asthme et des maladies fibrosantes comme la fibrose pulmonaire idiopathique.

La figure 2 montre les caractéristiques morphologiques décrites dans la
littérature de fibrocyte vs macrophage vs fibroblaste.
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Figure 2 : Caractéristiques cellulaires de fibrocyte vs macrophage vs fibroblaste

Property Fibrocyte Macrophage Fibroblast
Morphology in sections or Large, spindle-shaped Large, Large,
culture when adherent rounded spindle-shaped
Functions

Cytokine production X 4+ +
Immune cell trafficking 4 4 +
ECM production s - ++
aSMA production + - 4
Lipid metabolism + + -
Antigen presentation ++ ++ =
Angiogenesis + + +
MMP production + + +
Chitinase production + + -
Adhesion and motility markers

CD9,CD11a,CD11b,CD11c, +or++ 400 ++ -
CD43,CD164, galectin 3,LSP1

CD34 + - &
CD29,CD44,CD81, ICAML,  + + +
CD489 complex, CD81

Cell surface enzymes

CD10,CD172a,CD4S + + -
CD13, prolyl 4-hydroxylase + + +
FAP + - +
Scavenging receptors and molecules involved in host defence
CD14,CD68,CD163,CD206, =+ + -
CD209,CD35,CD36

Fcy receptors

CD16,CD32a,CD32b,CD32c  +or++ 400 ++ -
Chemokine receptors

CCR4,CCRS,CCR7,CXCR1,  +or++ + -
CXCR4,CX CR1

Cell-surface molecules involved in antigen presentation

CD54, CD80, CD86, MHC + + -
classlandll

Extracellular matrix proteins

Collagens L llland IV, + % -+

vimentin, tenascin



Figure 3 : Image d’un fibrocyte en microscopie électronique (a)(19) décrivant un large
noyau et des extensions a travers des fibres collagénes. Image d’un fibrocyte
sanguin circulant (b) triplement marqué (cde) CD 45, CD34, pro-collagéne | révélé en
microscopie confocale(17).
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Le CD34 permet une identification de fibrocyte sanguin et de culture (vs
macrophage / fibroblaste CD34-). Le CD45 confirme une origine hématopoiétique
(fibroblaste non CD45-)(Figure 3). Des protéines d’adhésion et présentatrices
d’antigéne sont décrites comme CD11b,c,d, CMH 1 et 2(20), CD80, CD86. Le
fibrocyte produit du collagéne I, Ill, IV et V, de la fibronectine, de la vimentine et de la
prolyl-hydroxylase.

Ces différents marqueurs supposent un rdle des fibrocytes sur la matrice
extracellulaire et le recrutement de cellules inflammatoires.

Il n’est pas retrouvé de marqueurs lymphocytaires comme CD3, CD4, CDS,
CD19 et CD25 sur les fibrocytes. Le CD14 (marqueur myeloide d’éventuel
précurseur) est négatif sur les fibrocytes circulants, la transition de CD14+ a CD14-
n’étant pas clairement expliquée a I'heure actuelle. Les premiéres études se sont
intéressées au taux de fibrocytes circulants dans le sang périphérique (excluant ainsi
les macrophages matures et les fibroblastes) essentiellement par cytométrie en flux.
Les études suivantes sur culture cellulaire et analyse de tissu posent le probléme du
risque de confusion avec les macrophages en utilisant uniquement les marqueurs
(qui permettent la différenciation avec les fibroblastes CD45-). La morphologie de
fibrocyte adhérent (en forme de fuseau) permet de le différentier de macrophage
(plus sphérique). Au total une co-identification marqueur + morphologie permettrait
de lever les confusions. On estime entre 0,1 et 0,5% de fibrocyte dans les leucocytes
circulants de sujet sain. Il n’a pas été retrouvé de fibrocyte dans le parenchyme
pulmonaire sain pour le moment. Peu détudes explorent les fibrocytes en
immunohistochimie ; la plupart utilise 'immunofluorescence et/ou la microscopie
confocale pour le repérage des fibrocytes (le plus souvent CD34 ou
CD45+/collagéne ou pro-collagéne+).

Sous stimulation par IL-1B, le fibrocyte produit des cytokines pro-
inflammatoires comme les interleukines IL-6, IL-8, IL10, le TNF (Tumor Necrosis
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Factor) et des métallopratéases comme MMP-9(21). Les recepteurs a chimiokines
CCR2, CCR3, CCR5, CCR7 et CXCR4 ont été retrouvé sur les fibrocytes
humains(22).

I-A-3-b Mécanismes de réparation du parenchyme
pulmonaire

Lors d’'une agression, les trois compartiments pulmonaires représentés par
I'épithélium, I'endothélium et le mésenchyme nécessitent réparation. La clé de cette
réparation est probablement dans la néoangiogenése dont la cellule endothéliale est
la voute. Des cellules progénitrices endothéliales sont décrites notamment apres
|ésion induite par I'élastase(23) et leur taux sanguin semble corrélé a la survie de
patient présentant un SDRA (24)(syndrome de détresse respiratoire aigu). Au niveau
de I'épithélium, les pneumocytes Il sont considérés comme progéniteurs des
pneumocytes | dans la re-épithélialisation. Le phénoméne est fondamental pour
éviter des lésions cicatricielles type fibrose ou emphyséme. Les cellules du
mésenchyme constituent la voute du remodelage de la matrice extra-cellulaire (MEC)
et notamment de dépdt accru de collagéne constaté dans la fibrose. Le
myofibroblaste a concentré les attentions étant donné ses capacités de production
en collagéne et cytokines profibrotiques (TGF-(, transforming growth factor). Il est
caractérisé par un marquage cellulaire en a-SMA (alpha smooth muscle actin). Le
fibrocyte peut se différencier en myofibroblaste comme en témoigne la perte du
CD34 et l'apparition d’'une expression d’alpha-smooth muscle actin(25)(26). Alors
que les fibroblastes sont décrits de maniére éparse en péri-bronchique et péri-
adventitiel du poumon sain, le modéle animal de fibrose induite par la bléomycine
montre une accumulation de fibroblastes et une différenciation en myofibroblastes
sous stimulation par TGF- 3, IL-4, IL 13. Les fibroblastes sont considérés comme des
éléments clés de la physiopathologie de la fibrose notamment pulmonaire. lls se
localisent dans des zones considérées comme de la fibrose active sous forme de
« Fibroblaste Foci »(FF). lls sont des éléments clés du diagnostic de pneumopathie
interstitielle commune (UIP)(27). Les fibroblastes semblent avoir une grande
plasticité (28):

- leur origine pourrait étre une transition épithélio-mesenchymateuse
(constatée dans le rein(29)) ou endothélio-mesenchymateuse (constatée dans le
poumon(30)) ou de cellules circulantes comme les fibrocytes(31) ou les cellules
souches.

- In vitro, ils semblent reprogrammables en cellules souches
hématopoiétiques(32).

Actuellement, il n’est pas démontré de possibilité de différentiation d’un
macrophage en fibroblaste.

La capacité de dédifférenciation d’'un fibroblaste en fibrocyte sans passer par
la cellule souche, reste a explorer.

Les mécanismes progéniteurs de fibroblaste et donc en partie les fibrocytes
sont une voie de recherche intéressante dans la physiopathologie de la BPCO ;
Récemment, un travail sur I'examen histologique de parenchyme pulmonaire
réséqué décrit des lésions étiquetées fibrose interstitielle tabac-dépendante a
différentier d’autres formes de fibrose plus classiques(33). Cela ferait le lien entre
une certaine forme de fibrose et la BPCO.
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La différenciation en macrophage d’un précurseur monocytaire semble
stimulée par divers facteurs: le GM-CSF (granulocyte-macrophage colony
stimulating factor), activation des TLR (toll-like receptor) et phagocytose, les
cytokines de lymphocyte Th1 et la migration des précurseurs du sang vers les tissus.

La différentiation en fibrocyte d’'un précurseur monocytaire semble stimulée
par: les cytokines de lymphocyte Th2, TGF-B1, semaphorin 7A et les cellules
apoptotiques.

La différentiation en fibroblaste d’un fibrocyte pourrait se faire sous nouvelle
stimulation par le TGF- 31 et/ou ET1 (endothéline 1). La voie de I'EGFR (épithelial
growth factor receptor) pourrait étre impliquée dans cette différenciation comme en
témoigne I'expression accrue d’EGFR sur les fibrocytes de patients asthmatiques
obstructif. Cette expression accrue n’est pas retrouvée sur les fibrocytes de sujet
sains ou asthmatiques a fonction pulmonaire normale(34).

Sur des fibrocytes en culture, leur stimulation par de I'lL-1B, des cytokines de
lymphocytes Th1 ou une infection virale conduit a une production accrue d’IL-6, IL-8,
CCL3 et 4 qui provoque le recrutement de cellules inflammatoires. De plus,
'expression de marqueur comme ICAM1 (intercellular adhesion molecule1) pour
'adhésion leucocytaire est accrue. Cela favorise la phase inflammatoire. ICAM 1
comme IL10 sont décrits élevés au cours d’exacerbation de BPCO(35).

In vitro, il a été montré sur les fibrocytes un rble potentiel de cellule
présentatrice d’antigéne capable d’effet prolifératif de cellule T naive au moins aussi
important que les monocytes ou les cellules dendritiques(20). L’expression par les
fibrocytes de semaphorine 7A qui active macrophage et cellules dendritique et
diminue la réponse des lymphocytes T confirme le réle immunomodulateur des
fibrocytes (comme peut 'avoir un macrophage).

En paralléle, la production d’IL-10 est augmentée aprées stimulation par IL-13
et permet de diminuer I'inflammation et de commencer la phase réparation; ce
d’autant plus que la production de collagéne est accrue aprés stimulation de cellules
apoptotiques. Le fait que I'on constate une sécrétion de PDGF (Platelet derived
growth factor) et de TGF-B1 par les fibrocytes, semble indiquer un réle dans la
différentiation de fibroblaste en myofibroblaste et donc un rble de réparateur.

Dans la BPCO, la progression de la maladie (surtout a partir des stades 3 et 4
de GOLD) est associée a une augmentation de I'épaisseur de paroi bronchique a
tout les niveaux : épithélium, lamina propria, adventice, muscle lisse bronchique. Il
s’agit d’'un remodelage des petites voies aériennes correspondant au moins en partie
a des follicules lymphoides et une infiltration par des cellules immunitaires (Ly CD4,
Ly CDS8, Ly B, macrophages, neutrophiles) comme décrit par Hogg(36). De plus, il
semble exister, dans la BPCO, un deséquilibre entre métalloprotéase (MMP) et leurs
inhibiteurs TIMP en faveur des MMP et notamment MMP9(37) et plus généralement
un déséquilibre en protéase et anti-protéase. Dans I'emhyséme, il existe des amas
de cellules inflammatoires autour de zones de ruptures alvéolaires et une diminution
de I'élastine.

I-A-3-c Relation fibrocyte et maladies pulmonaires

Chez le sujet sain, le nombre de fibrocyte sanguin est estimé entre 0,1 et
0,5% des leucocytes circulants(38). Un pourcentage accru de fibrocytes sanguins
circulants a été décrit dans l'asthme, la fibrose pulmonaire idiopathique(4), la
bronchiolite oblitérante post-transplantation pulmonaire(8) ou I'HTAP(7). Ces
pathologies pulmonaires présentent un remodelage pulmonaire (parenchyme et/ou
bronche) certain.
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Fibrose pulmonaire

Ce terme de fibrose regroupe de nombreuses entités physiopathologiques, la
plus courante étant la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI). Le principe général
reste un remplacement progressif du parenchyme pulmonaire sain par de la matrice
extra-cellulaire (collagéne et autres); d'ou la corrélation potentielle avec les
fibrocytes. Moeller(4) suggére que le taux sanguin de fibrocyte est corrélé au
pronostic d’'une FPl. De méme, le taux sanguin de fibrocytes semble étre un
biomarqueur pronostique de I'évolution de maladie interstitielle pulmonaire comme
dans le syndrome d’Hermansky-Pudlak(39). Les fibrocytes sont aussi décrits dans le
lavage bronchiolo-alvéolaire (LBA) de patients atteints de fibrose pulmonaire
idiopathique(40), sans qu’il n'y est pour autant de corrélation avec la sévérité de
I'atteinte pulmonaire. Dans la fibrose pulmonaire idiopathique(5), il existe une
corrélation forte entre le nombre de fibrocyte et les fibroblastes foci (FF)(41).
CXCL12, encore appelée SDF-1 (stromal cell-derived factor 1), est une protéine
chimiokine qui intervient dans les interactions cellulaires du systéme immunitaire via
au moins deux récepteurs que sont CXCR4 et CXCR7. Le blocage de l'axe
CXCL12/CXCR4 (sur modele animal de fibrose induite par la bléomycine) résulte en
une diminution du recrutement des fibrocytes (direct ou indirect, cela reste a
préciser) et une diminution de la fibrose(31)(42). CXCL12 semble étre fortement
exprimée par les cellules épithéliales alvéolaires de poumon fibrosé humain. Un des
mécanismes d’induction de CXCR4 semble étre la voie de I'hypoxie (voie de PI3-
Kinase, mTOR, AKT) comme l'ont montré des études dans lesquelles HIF-1 a
(Hypoxia Inducible Factor) est un facteur transcriptionnel pour l'induction de
CXCRA4(43)(44)(45). Cela a été confirmé sur des fibrocytes de patients atteints de
fibrose pulmonaire avec des concentrations cytosoliques de HIF-1 a, ARMm de
CXCR4 et de CXCR4 membranaire augmentées sous condition d’hypoxie. De plus,
la réponse migratoire fibrocytaire a la stimulation par CXCL12 est corrélée a
'expression de CXCR4(46). L’inhibition de cette voie de signalisation grace a la
rapamycine (inhibiteur de mTOR, PI3-Kinase) permet in vitro une diminution de
I'expression de CXCRA4. In vivo sur un modéle murin de fibrose bléomycine-induite,
la rapamycine permet une diminution des fibrocytes circulants, de [linfiltration
pulmonaire par les fibrocytes et une diminution des dépdéts de collagene(47).

Asthme

Il est démontré dans I'asthme une inflammation accrue et un remodelage
bronchique. Les réles immuno-modulateur et producteur de MEC du fibrocyte
pourraient étre impliqués dans la physiopathologie de l'asthme. Il existe une
augmentation du pourcentage de fibrocytes circulants dans l'asthme sévére par
rapport a 'asthme non-sévére(48), pouvant étre corrélé a un réle dans le remodelage
bronchique et notamment Ila fibrose sous-épithéliale et I'accumulation de
myofibroblaste/cellule musculaire lisse. Les fibrocytes sont retrouvés dans la sous-
muqueuse épithéliale(26). On les retrouve tout de méme dans le poumon de patient
asthmatique modéré(49) et méme si ces études chez I'asthmatique se focalisent
surtout sur le couple fibrocyte / myofibroblaste, il ne faut pas oublier le role
immunomodulateur décrit in vitro qui, dans I'asthme, ne peut a priori pas étre laissé
de coté. Plusieurs études suggerent que les exacerbations d’asthmatiques jouent un
rble de recrutement des fibrocytes notamment via I'axe CXCL12/CXCR4
(48)(41)(5)(50)(42). La perte du CD34 et l'expression de I'a-SMA supporte
I'hypothése de la différenciation du fibrocyte en myofibroblaste(26). Il a été retrouvé
une corrélation entre le taux de fibrocyte sanguin et le déclin du VEMS(34)(51).
Nihlberg(49) montre une corrélation entre [I'épaisseur de membrane basale
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bronchique et a la fois le fait de trouver des fibrocytes dans le LBA et le nombre de
fibrocyte dans la paroi bronchique.

La voie de 'EGFR (epidermal growth factor receptor) semble impliquée dans
la prolifération et la différentiation des fibrocytes sanguins de patient asthmatique
obstructif. En effet, a la fois son inhibition par le gefitinib (inhibiteur d’EGFR tyrosine
kinase) ou sa stimulation par le peroxyde d’hydrogéne (stress oxydatif inhibé par la
N-acétyl cystéine), sont positivement corrélés au taux de fibrocytes sanguins ;
évoquant donc une régulation des fibrocytes par la voie de 'lEGFR sensible au stress
oxydatif(34). La méme équipe de recherche a montré une baisse de la sensibilité aux
glucocorticoides des fibrocytes circulants de patient asthmatique sévere par rapport
a des fibrocytes de sujet sain ou asthmatique modéré (apoptotiques apres
administration)(52). Cette baisse de sensibilité est probablement due a une baisse
de I'expression de recepteur a glucocorticoide sur les fibrocytes de sujet asthmatique
sévere. La liaison CCL19/CCRY7 sur les fibrocytes est impliquée chez les sujets
asthmatiques obstructifs(48). Enfin, I'axe endothéline1 / recepteur a endothéline A
des fibrocytes module I'expression du CTGF (connective tissu growth factor) et de
'a-SMA(53).

La figure 4 récapitule les différentes voies de signalisation du fibrocyte dans
I'inflammation et la réparation.

Figure 4 : Différentes voies de signalisation du fibrocyte dans [linflammation
(production d’IL 6,10, d’IFN-0) et la destruction tissulaire (métalloprotéase, MMP) et
dans la réparation tissulaire (production de MEC)(17)
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I-A-4 Perspectives

A travers la littérature, on commence a comprendre les mécanismes de recrutement
des fibrocytes et leur possible réle immunomodulateur ou de différenciation en
fibroblaste/myofibroblaste impliqués dans la réparation et le remodelage tissulaire et
donc au final 'aggravation de maladies pulmonaires comme I'asthme ou la fibrose
pulmonaire. Les champs d’investigation en recherche fondamentale et thérapeutique
restent énormes dans la BPCO qui reste le parent pauvre de la recherche
pulmonaire, probablement du fait d’absence de modéle animal reproductible, d’'un
besoin de cohorte puissante sans trop de comorbidité pour la recherche clinique et
possiblement de manque de test ou de biomarqueur d’évaluation des petites voies
aériennes(54).

Dans la BPCO, les fibrocytes n'ont pour le moment pas été étudiés aussi bien
a l'état stable qu’en exacerbation. Nous nous sommes intéressés tout d’abord aux
fibrocytes sanguins au cours d’exacerbation de BPCO nécessitant une
hospitalisation par une recherche translationnelle clinico-biologique sur 65 patients,
étude FIREBROB (chapitre IlIA). Dans le méme temps et afin de statuer sur I'état
des fibrocytes sanguins et pulmonaires a I'état stable chez le BPCO, nous avons
réalisé une deuxiéme étude, FIBROCHIR, sur 39 patients en comparant 3 groupes
de patient : BPCO stable a sévérité variable, contréle fumeur, contrdle non-fumeur
(chapitre 1lIB). L'implication des fibrocytes dans physiopathologie de la BPCO en
ferait une cible thérapeutique potentielle innovante.
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I-B Asthme
I-B-1 Description

L’asthme est une maladie chronique des voies aériennes caractérisée par des
crises récurrentes de dyspnée avec wheezing(2). Lors d’une crise d’asthme, la paroi
des bronches se contracte et s’épaissit, ce qui entraine un rétrécissement de leur
calibre interne et réduit le débit de l'air, notamment a I'expiration. Les mécanismes
physiopathologiques responsables de la maladie sont complexes et restent encore
controversés a I'’heure actuelle. On distingue 3 caractéristiques principales a la
maladie: une hyperréactivité bronchique (HRB), une inflammation et un remodelage
des voies aériennes.

Epidémiologie

D’aprés les estimations de I'OMS, il y a actuellement 300 millions
d’asthmatiques dans le monde dont 30 millions en Europe et on estime a 400
millions le nombre d’asthmatiques en 2025(55). La prévalence de l'asthme a
considérablement augmenté au cours des 20 dernieres années, plus
particulierement chez les enfants. L’asthme est d’ailleurs la maladie chronique la plus
fréquente chez I'enfant et représente la premiére cause d’absentéisme scolaire.
Concernant la France, on estime a plus de 3 millions le nombre d’asthmatiques dont
1/3 sont agés de moins de 15 ans. D’aprés l'Institut de veille sanitaire, il y a encore
chaque année, 1000 asthmatiques qui décédent de leur asthme.

Figure 5: Taux standardisés de mortalité par asthme, tous ages, France
métropolitaine, 1990-1999 et 2000-2011.
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Facteurs de risques

Il existe plusieurs facteurs de risques capables d’influencer le développement de
'asthme. Ces facteurs de risques sont divisés en facteurs hétes et facteurs
environnementaux :

- Facteurs hoétes : génétiques (terrain atopique, prédisposition a
I'hyperréactivité des voies aériennes), sexe, obésité.

- Facteurs environnementaux : allergénes d’intérieur (acariens
domestiques, phanéres d’animaux, blattes, champignons, moisissures,
levures), allergénes d’extérieur (pollens, champignons, moisissures, levures),
infections (majoritairement virales), sensibilisateurs professionnels (=
polluants sur le lieu de travail), la fumée de cigarette (fumeurs passif ou actif),
la pollution de I'air, I'alimentation.

Cout

Le colt économique de l'asthme est considérable, que ce soit en terme de colt
médical direct (hospitalisation, médicaments) ou indirect (absentéisme professionnel
ou scolaire, mort précoce). Il se chiffrerait a 1,5 milliard d’euros chaque année en
France(56).

Clinique

Les signes cliniques de I'asthme sont principalement la toux séche, les sifflements et
'essoufflement spontané ou a I'exercice, associés a une géne respiratoire a
I'expiration. Cependant, ces symptdmes ne sont pas spécifiques de I'asthme. Le
diagnostic de I'asthme doit donc étre confirmé par une exploration fonctionnelle
respiratoire (EFR). Sans cet examen, beaucoup d’asthmatiques sont sous-
diagnostiqués, ce qui représente un réel probléme dans la prise en charge
thérapeutique. De plus, 'TEFR permet de quantifier I'existence d’un déficit fonctionnel
et d’apprécier la sévérité de I'asthme.

Epreuve fonctionnelle respiratoire

L’exploration fonctionnelle d’'un asthmatique comporte principalement la spirométrie
avec test de réversibilité ou test de provocation, que I'on pourra compléter par une
pléthysmographie. La réversibilité de l'obstruction bronchique est définie par une
augmentation du VEMS supérieure a 12 % et supérieure a 200 ml en valeur absolue,
apres administration d’'un bronchodilatateur d’action rapide. Chez I'asthmatique,
I'obstruction est classiquement réversible mais une absence de réversibilité peut étre
objectivée en cas de remodelage bronchique chez certains asthmatiques séveres.

Cependant, en dehors des crises d’asthme, 'EFR au repos est souvent normale. Il
est alors possible de faire un test de provocation, afin de rechercher I'existence d’'une
HRB. En pratique clinique, les tests de provocation pharmacologique sont
préférentiellement utilisés, le plus souvent en utilisant la métacholine(57). L’inhalation
de concentrations croissantes et cumulées de métacholine, permet alors de
quantifier la réactivité bronchique. Ainsi, chez le sujet normal, la concentration

31



nécessaire et suffisante pour engendrer une chute de 20% du VEMS, ou PC20
(Provocative Concentration), est supérieure ou égale a 16 mg/ml, alors qu’elle est
inférieure a 4 mg/ml chez un sujet avec une HRB modérée et inférieure a 1 mg/ml
dans les HRB sévéres(58).

Stades

Tableau 5 : Degré de sévérité de I'asthme en fonction de la clinique et de 'EFR.

STADE |

intermittent

STADE I

persistant léger

STADE lll
persistant modéré

STADE IV
persistant sévére

* symptdmes présents * symptdmes présants * symptdmes présents * symptdmes présents
moins d’une fois plus d’une fois quotidiennement quotidiennement
par semaine par semaine mais moins
d‘1 fois par jour
[
5 e exacerbations bréves e exacerbations pouvant  exacerbations pouvant * exacerbations
a affecter les activités affecter les activités fréquentes
E et le sommeil et le sommeil
* symptdmes noctumes * symptdmes noctumes * symptdmes noctumes * symptdmes nocturnes
pas plus de 2 fois plus de 2 fois par mois présents plus d'une fois fréquents
par mois par semaine
o limitation des activités
o utilisation quotidienne del|f  physiques
B; agoniste de courte
durée d'action
4| * DEP ouVEMS * DEP ou VEMS * DEP ou VEMS * DEP ou VEMS
E 2 80% de la valeur prédite| = 80% de lavaleur prédite | 60-80% de la valeur préditel] < 60% de la valeur prédite
§ « variabilité du DEP o variahilité du DEP o variahilité du DEP « variabilité du DEP
]| ou VEMS < 20% ou VEMS 20-30% ou VEMS >30% ou VEMS > 30%

Puis une classification en prenant en

proposée(59).

compte la charge thérapeutique est

Tableau 6 : Sévérité de I'asthme en fonction de la clinique et du traitement

Stade 1
Pas de Ttt de
fond

Stade 2
Cl
dose)

(faible

Stade 3
Cl (dose faible
a moyenne) +
LABA

Stade 4
Cl (forte dose)
+ LABA +
autre

Cl : corticoides inhalés, LABA : Beta 2 agoniste longue durée d’action

Charge thérapeutique
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Stade 1 | Stade 2 | Stade 3 | Stade 4
Stade 1 Intermittent Persistant Persistant Persistant
" léger modéré sévere
) Persistant Persistant Persistant Persistant
g Stade 2 léger modéré sévere sévere
<
-— Persistant Persistant Persistant Persistant
g' Stade 3 modéré sévere sévere sévere
> Persistant Persistant Persistant Persistant
@\ Stade 4 sévere sévere sévere sévere
Une autre classification se réfere au contrdle de la maladie.
Tableau 7 : Criteres de contréle de Il'asthme selon les recommandations

internationales du GINA (Global INitiative for Asthma).

Les criteres de contrdle de I'asthme selon les recommandations internationales du GINA
(Global INitiative for Asthma)

mimétiques de courte
durée d'action

Fonction respiratoire
(VEMS ou DEP)

Normale (> 80%)

< 80% de la théorique
ou de la meilleure
valeur

Controle total Controle partiel "
o s Non controlé
(tous les critéres) (> 1 critere)
Symptomes diurnes < 2 /semaine > 2 [semaine
Limitation des activités Aucune Présence
Symptomes nocturnes/ Aucun Présence 3 critéres ou plus du
réveils )
contrdle partiel
Utilisation de p2-
< 2 /semaine > 2 [semaine

Exacerbations

Aucune

>1/an’

1 exacerbation gans la
semaine

" Chaque exacerbation implique de réévaluer si le traitement est adapté.
? Par définition, la présence dune exacerbation dans la semaine d'évaluation correspond & un asthme non

contrélé
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I-B-2 Traitements actuels

Figure 6 : Approche thérapeutique de I'asthme basée sur le contréle de la maladie

(GINA, 2013)

Niveau de controle

Action thérapeutique

Controlé Maintien et recherche de la dose minimale efficace
Partiellement controlé ! Discuter  pour un meilleur contréle
Non controlé jusqu'au controle
Exacerbation Traitement de I'exacerbation

< Redure 00

v 0 () Auqmenter, >

Niveau 1 Niveau 2 Niveau 3 Niveau 4 Niveau 5

Education + Contrdle de I'environnement

Traitement de crise : béta-2 courte durée d’action a la demande

Traitement de fond

1¢" choix CSI faible dose CSI faible dose + LABA CSI moyenne/forte CS per os
dose + LABA
Options ALT CSI moyenne ou forte + ALT Anti IgE

dose

CSl faible dose + ALT
ou Théo retard

(CSI : corticostéroide inhalé, CS: corticostéroide, LABA: long acting Beta 2
agoniste, Théo : théophylline, ALT : anti-leucotriéne)

+ Théo retard

Le traitement médical de la crise d’asthme est basé sur les beta-2 agonistes
courte durée d’action sous forme inhalée ou injectable pour une action rapide mais
courte sur la relaxation du muscle lisse péri-bronchique. On peut y associer des
médicaments anti-cholinergiques d’action plus lente et moins puissante. Les
corticoides, sous forme inhalée, orale ou injectable sont un complément en cas crise
prolongée ; ils sont relayés par la forme inhalée dés la crise terminée pour le
traitement de fond. Le traitement de fond est basé sur les corticoides inhalés qui
agissent sur linflammation bronchique. lls peuvent étre associés aux beta-2
agonistes longue durée d’action (Niveau 3-4). La cortisone sous forme orale ou
injectable est associée en cas de niveau 5. Des alternatives médicamenteuses sont
proposées avec les anti-leucotriénes (Montelukast) qui agissent sur I'inflammation
bronchique tout comme les Anticorps Anti-lgE (Omalizumab) en cas d’asthme
étiqueté dépendant des Ig E(60) méme si les effets immunosuppresseurs a long
terme, notamment carcinogéne, sont non connus. La théophylline pose le probleme
d’'une dose toxique proche de la dose efficace avec des effets secondaires non
négligeables.

La thermoplastie bronchique qui vise a diminuer la masse musculaire lisse
bronchique semble prometteuse sur les exacerbations et les hospitalisations(61)(62).

Pour autant qu’il soit bien conduit, cet arsenal thérapeutique ne contrble que
55-60% des patients(63)! Les corticoides, qui constituent le traitement de fond,
semblent sans effet sur la prolifération du muscle lisse bronchique(64). L’espoir de
nouvelles cibles et médicaments est donc énorme.
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I-B-3 Relation remodelage bronchique / asthme
|-B-3-a Principes généraux

Longtemps considéré comme un processus anormal de réparation de
'inflammation bronchique, le remodelage bronchique représente également un
facteur de pérennisation de celle-ci. |l se caractérise par un ensemble de
modifications anatomiques affectant, a des degrés divers, toutes les composantes de
la paroi bronchique des voies aériennes proximales et distales, i.e. I'épithélium, la
membrane basale, la matrice extracellulaire, les glandes séro-muqueuses, les
vaisseaux et le muscle lisse bronchique(65). Ces altérations structurales sont
susceptibles d’apparaitre précocement dans I'histoire naturelle de la maladie, comme
en témoignent les données histologiques issues de biopsies bronchiques chez des
enfants asthmatiques(66)(67). Elles contribuent a linstallation d’'une obstruction
bronchique moins réversible voir fixée, et correspondent donc a une évolution
défavorable de la maladie(68)(69).

Epithélium bronchique

L’asthme se caractérise, classiquement, par une desquamation de I'épithélium
bronchique et un renouvellement cellulaire plus important. L'importance de ces
altérations épithéliales est corrélée a 'HRB(70). Dans I'asthme sévére, I'épithélium
est hyperplasique, avec une augmentation du nombre de cellules
caliciformes(71)(72)(73). Parmi les mécanismes a l'origine de cette hyperplasie, le
réble de la leptine, adipokine impliquée dans les processus inflammatoires et de
réparation tissulaire, a été évoqué(74). En effet, une diminution de I'expression de la
leptine et de son récepteur, a été mise en évidence in vitro et ex vivo dans
I'épithélium des asthmatiques sévéres. Elle est, en outre, corrélée négativement a
certains aspects du remodelage bronchique, tels que I'épaisseur de la membrane
basale(74). D’autre part, I'implication de la lipoxine A4 (LXA4) a également été
suggérée dans les altérations épithéliales chez I'asthmatique sévere. En effet, sa
concentration est diminuée dans le surnageant issu d’expectorations induites de
patients asthmatiques séveres(75). La LXA4 est un médiateur lipidique dérivé de
I'acide arachidonique, aux propriétés anti-inflammatoires qui pourraient résulter de sa
fixation sur son récepteur spécifique, le FPRL-1 (Formyl peptide receptor-like 1), dont
I'expression dans I'épithélium de 'asthmatique séveére reste a préciser.

L’épithélium, en tant que premiére barriére contre les pathogénes, subit de
nombreuses altérations, conduisant a la production de médiateurs
inflammatoires(76). L'impact de cette inflammation sur le remodelage bronchique fait
'objet de nouvelles études, et permet d’étudier les interactions épithélium-muscle.
Dernierement, il a été montré que la production d’IL-8 de I'épithélium bronchique,
induite par YKL-40, une chitinase-like produite par [I'épithélium en condition
inflammatoire, stimule la prolifération et la migration des CML bronchiques(77).
D’ailleurs, YKL-40 elle-méme induit une prolifération et une migration des CML
bronchiques d’asthmatiques(78). Ainsi I'épithélium participe aussi au remodelage
musculaire lisse bronchique.

Membrane basale et matrice extracellulaire
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Une fibrose sous-épithéliale de la lamina reticularis forme un pseudo
épaississement de la membrane basale(65). Elle résulte de deux mécanismes :

- un dépdét de protéines de la matrice extracellulaire : collagéne I, llI, V,
fibronectine, tenascine par les fibroblastes, myofibroblastes et cellule musculaire
lisse (CML)(79)(80)

- un déséquilibre d’expression des MMP(81)(82) qui dégradent ces protéines
et leurs inhibiteurs TIMP (Tissue inhibitor of MetalloProteinase)

Glandes séro-muqueuses

Une hypertrophie des glandes séro-muqueuses est retrouvée dans 'asthme et
conduit @ une hypersécrétion de mucus, qui majore I'obstruction bronchique et
'HRB(83). Les mécanismes responsables de cette hypertrophie sont imparfaitement
connus a I'heure actuelle. Toutefois, l'implication de génes responsables de la
production de mucus comme MUC2 et MUC5AC a été démontrée(84)(85). Leur
expression peut étre induite par différentes cytokines Th2, comme I'lL-4, I'lL-5, ou
I'L-13(83)(85)(86)(87). L'IL-1B(83), le TNF-a(88) ou l'lL-17A, via I'induction de I'lL-
6(89), semblent étre également mis en jeu dans I'activation de ces génes.

Angiogenese

Le nombre des vaisseaux sanguins bronchiques est augmenté dans I'asthme,
chez I'enfant et I'adulte, et est corrélé a la sévérité de la maladie(67)(90)(91). Bien
que les mécanismes responsables de cette angiogenése soient encore mal
connus(92), plusieurs travaux suggeérent I'implication du VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor). En effet, I'expression de ce facteur de croissance de I'endothélium
est augmentée dans les biopsies bronchiques d’asthmatiques et est colocalisée avec
les marqueurs des éosinophiles, des mastocytes et des lymphocytes Th2, suggérant
un role possible de linflammation dans l'angiogenése(93)(94). En effet, dans un
modeéle de souris asthmatique, l'inhibition du VEGF conduit a une diminution de
I'inflammation bronchique(95). A l'inverse, dans un modéle de souris transgénique
surexprimant le VEGF au niveau épithélial, on observe une augmentation de
'angiogenése et de l'inflammation bronchique(96). Trés récemment, un modéle de
souris sensibilisée par HDM (House Dust Mite), montre que le recrutement des
cellules pro-génitrices endothéliales dans le poumon, induisant une néo-
vascularisation, est dépendant de I'lL-25, démontrant un réle direct de I'lL-25 au
cours de I'angiogénése in vivo(97). Une autre étude utilisant aussi le modéle murin
sensibilisé par HDM, montre que la sensibilisation a l'allergéne induit la production
de HIF-1a (Hypoxia Inducible Factor-1alpha) par les macrophages alvéolaires. Le
blocage de HIF-1a diminue le niveau de VEGF-A et CXCL1 dans les poumons et
permet de diminuer le recrutement des cellules pro-génitrices endothéliales ainsi que
'angiogenése(98).

Augmentation de la masse musculaire lisse bronchique

L’augmentation de la masse musculaire lisse bronchique (MLB), apparait étre
un facteur pronostique majeur de I'asthme sévere car corrélée a la dégradation non
réversible de la fonction respiratoire(69). Cette augmentation de masse est
probablement la conséquence d’une hyperplasie musculaire lisse (démontrée ex
vivo(99) et in vitro(100)) mais aussi d’'une hypertrophie de la cellule musculaire lisse
(CML) et d'un dépbt accru de protéines de la matrice extracellulaire (MEC).
L’hyperplasie peut étre due a une augmentation de la prolifération, une diminution de
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'apoptose ou le recrutement de cellules mésenchymateuses (fibroblaste,
myofibroblaste, fibrocyte).

I-B-3-b Ro6le de la cellule musculaire lisse dans
'asthme

Ce rble a été décrit par un article de revue du laboratoire en 2011(101). En
résumeé, comme la masse de MLB est corrélée a la décroissance de la fonction
pulmonaire des asthmatiques(69)(68)(99), la compréhension de son réle parait
indispensable avant d’envisager de nouvelles thérapeutiques.

CML/HRB

Les stimuli direct ou indirect de 'HRB peuvent induire une contraction de CML
soit directement (comme avec la métacholine sur le récepteur muscarinique
M3)(102) soit indirectement par des cellules intermédiaires relachant des agents
contractiles. Les stimuli indirects sont associés a la libération de médiateurs
mastocytaires ou éosinophiliques comme les prostaglandines (PGF2alpha, PGD2 et
TXAZ2), I'histamine, ... procontractiles sur la CML par des récepteurs spécifiques. La
tryptase accroit ainsi la concentration calcique cytosolique des CML occasionnant,
apres activation du PAR 2, la contraction(103). Des leucotriénes pro inflammatoires
peuvent aussi avoir une action contractile directe sur la CML (LTC4, LTD4, LTE4) ou
indirectement par le relargage de TXA2 (LTB4). L’endothéline produite par les
cellules épithéliales et endothéliales est aussi un agent contractant direct de la CML
tout comme I'acétylcholine. Par ailleurs, la concentration des médiateurs relaxant la
CML (comme [l'adrénaline) semble plus faible, notamment pendant les crises
d’asthme. Les Beta-2 récepteurs sont moins nombreux, la production de PGE2
relaxante est moindre.
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Figure 7 : Altération de I'homéostasie calcique dans la CML occasionnant une
prolifération et une contraction cellulaire.
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Chez l'asthmatique sévere, la concentration accrue de Ca2+ phosphoryle et actif
CAMK-IV qui active PGC-1a, NRF-1 et mtTFA générant de la prolifération
mitochondriale puis cellulaire(104). Chez I'asthmatique non sévére, une dysfonction
de SERCA2 altére ’'homéostasie calcique pour une résultante identique(105). CaMK-
IV: calcium/calmodulin-dependent protein kinase IV; G: G protein; mtTFA:
mitochondrial transcription factor A; NRF: nuclear respiratory factor; PGC:
peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator; PLC: phospholipase C;
SERCA: sarcoendoplasmic calcium pomp; SR: sarcoplasmic reticulum.

Aprés stimulation extracellulaire, I'homéostasie calcique intracellulaire est
dépendante de divers phénomeénes :

- La concentration cytosolique calcique reste élevée chez I'asthmatique par
une possible entrée anormale et /ou une expression moindre de SERCA2 (pouvant
étre expérimentalement diminuée par IL-13 ou TNF- a)

- Une autre cascade via IL-1B, cytokine pro-inflammatoire, accroit le Ca?*
cytosolique par la voie ADP-ribosyl cyclase / cyclic ADP-ribose / récepteur ryanodin.

- La sensibilité calcique a la contraction musculaire peut étre accrue,
occasionnant une réponse contractile accrue pour une méme stimulation (réle du
couple myosin light chain kinase/myosin light chain phosphatase (MLCK/MLCP)
débattu).

Par ailleurs, il semble exister une altération du couple contraction/charge
musculaire occasionnant un raccourcissement et donc une majoration de
I'obstruction bronchique.

CML / Inflammation
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La CML, a travers de nombreuses molécules de surface, intégrines et Toll-like
récepteurs, possede des fonctions pro-inflammatoires et immunomodulatrices ; et
donc a fortiori, un rdle propre dans l'inflammation asthmatique. Par ailleurs, les
mastocytes et lymphocytes T sont connus pour infiltrer le MLB dans I'asthme.

Figure 8 : Mécanismes régulant I'infiltration des mastocytes dans le MLB.

Activation (1) Mast cell chemotaxis Activation
- & .‘

‘@2,

(]

Mast cell Inflammatory cell

_—
- TGF-p1
[ryptase
TNF-a
<=
u— o~ L=

(2) Mast cell-ASM cell
adhesion

(3) Mast cell-ECM-ASM cell
adhesion

Un chimiotactisme mastocyte/MLB, une adhérence directe mastocyte/CML ou
mastocyte/MEC/CML. Un cercle d’auto-activation se crée entre mastocyte/CML via
des médiateurs mastocytaires (tryptase, TNF- a) et musculaires (CXCL10, CXCLS,
CCL11,). De plus, une stimulation Th1/Th2/cytokines sur les CML fait sécréter les
facteurs chimiotactiques mastocytaires.

L’infiltration musculaire des mastocytes semble positivement corrélée au
degré d’'HRB et a l'intensité de I' a-smooth muscle actin. Pas ou peu de corrélation
n’a été démontrée entre cette infiltration et la masse de MLB (remodelage).

CML / remodelage bronchique

La masse de MLB est augmentée dans I'asthme sévére mais reste insensible
au traitement proposé (plus efficace sur I'inflammation et I'obstruction aigue). La
CML joue un réle propre dans le remodelage des structures bronchiques notamment
par la synthése de médiateurs. Ainsi, le TGF-B, produit par les CML, peut
occasionner des altérations épithéliales, une fibrose sous-épithéliale, une
hypersécrétion de mucus et de l'angiogenése. Les mécanismes responsables du
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remodelage du MLB sont I'hyperplasie et I'hypertrophie de CML et les dépbts
protéiques excessifs dans la MEC.

L’hyperplasie de CML semble soutenue par trois mécanismes que sont la
prolifération de CML, la réduction de l'apoptose des CML et la migration de
myofibroblaste dans le MLB.

- La prolifération de CML dans I'asthme a été confirmée in vitro et in
vivo. De nombreux facteurs mitogénes sont connus (facteurs de croissance,
cytokines, médiateurs inflammatoires), mais la CML asthmatique semble proliférer
plus vite que la CML non-asthmatique en dehors de tout stimuli (in vitro), soutenant
I'hypothése d’'une anomalie intrinséque : trouble de 'homéostasie calcique (vu plus
haut), niveau de C-EBP a diminué occasionnant une diminution de p21, inhibiteur du
cycle cellulaire.

- 'apoptose des CML dans l'asthme n'a été que peu étudiée et
nécessite d’autres recherches.

- La migration de myofibroblaste dans le MLB (habituellement dans le
compartiment sanguin ou en dehors de la paroi bronchique) en tant que précurseur
de CML a été suggérée. La différenciation en « CML-like » de myofibroblaste pourrait
expliquer en partie I'hyperplasie. Leur origine reste débattue : différenciation de
fibroblaste résident, dédifférentiation de CML, différentiation et migration de cellules
épithéliales, dérivé de cellule circulante type fibrocyte. Il est retrouvé dans le MLB, la
lamina propria ou sous I'épithélium d’asthmatique. Le PDGF sécrété par la CML
pourrait étre un facteur chimiotactique des fibrocytes, comme d’autres chimiokines
(CXCL12, CCL3, CCL4, CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13).

L’hypertrophie de la CML reste débattue. Toutes les formes d’asthme la
décrivent ; méme si finalement, on la réserve a I'asthme sévére du fait de résultats
discordant dans I'asthme modéré.

L’altération de la MEC du MLB apparait comme une autre voie de remodelage
bronchique dans I'asthme. Il existe du dépbt excessif de protéines de la MEC par la
CML, les cellules épithéliales, les fibroblastes et myofibroblastes. La composition de
la MEC est différente asthme vs témoin sain :

- plus de collagéne |, Illl, V, fibronectine, tenascine, laminine,
hyaluronane, versicane, lumican et biglycane
- moins de collagéne 1V et d’élastine (débattu)

Ces constatations sont probablement le fait d’'une diminution des MMP et/ou
une augmentation des TIMP-1 et 2. De maniére intéressante, certains éléments de la
MEC pourraient avoir un role dans la prolifération de CML (fibronectine, collagéne 1),
la survie de CML (fibronectine, collagéne I, IV, laminine) et la maturation de CML en
phénotype contractile.
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I-B-4 : Perspectives

De nombreux travaux de recherche s’intéressent a 'HRB et a linflammation
bronchique dans I'asthme allergique. Un récent travail(106) retrouve comme cible
potentielle de ces mécanismes un récepteur CaSR (native calcium-sensing
receptor). Ainsi des médicaments calcilytiques par voie inhalée (antagoniste du
récepteur) représenterait un espoir thérapeutique énorme sur ce phénotype
d’asthme. Certaines études proposent de nouvelles thérapeutiques comme les anti-
IL-5 (Mepolizumab)(107), anti-IL-13 (Lebrikizumab)(108), anti- IL-4Ra (Dupilumab)
(109) ; toutes plutot axées sur le contréle de l'inflammation et avec peu d’évaluation
du remodelage bronchique.

Actuellement, il n'y a pas de médicament capable de diminuer la taille du
MLB(110). Le Gallopamil ou D600 ou methoxyverapamil est un inhibiteur calcique
bien connu pour ces propriétés cardio-vasculaires. |l diminue, in vitro, la biogénése
mitochondriale musculaire consécutive a l'influx de Ca** et donc les facteurs de
transcriptions pour une diminution de la masse mitochondriale et de la prolifération
du MLB(104). Pour autant, les effets cliniques de ce médicament sur le remodelage
bronchique n’étaient pas évalués de maniére puissante et suffisante. C’est la raison
pour laquelle nous avons conduit un premier travail clinico-biologique translationnel
(étude Remodel'asthme au chapitre IlIC) étudiant l'effet du Gallopamil sur le
remodelage bronchique microscopiquement, radiologiqguement et cliniquement chez
des patients asthmatiques séveéres.

Le deuxiéme travail (étude Mit'asthme au chapitre IlID) s’est intéressé aux
patients asthmatiques non-sévéres pour I'étude du remodelage du MLB et de la
biogénése mitochondriale.
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I-C Endoscopie bronchique
I-C-1 Description

Etant chirurgien thoracique et endoscopiste a la fois, ceci me permet d’avoir
'expertise endo et extrabronchique de [I'exploration pulmonaire, au moins
macroscopique. Cette double casquette permet d’évoquer divers prélévements
humains précieux pour la recherche fondamentale et I'évaluation de nouvelles
thérapeutiques:

- En fibroscopie souple :

- Lavage bronchiolo-alvéolaire pour étude cytologique, bactériologique,
parasitologique, virologique, mycologique voir biologique

- Fluorescence bronchique

- Biopsie de la paroi bronchique pour étude de I'épithélium et jusqu’au
MLB (chapitre IlIC et D)

- Biopsie distale parenchymateuse pour étude cytologique et
structurelle parenchymateuse (mais plus a risque de complications, notamment
pneumothorax)

- En chirurgie thoracique :
- macrobiopsie sous forme de résection atypique voir exérése
pulmonaire majeure permettant, sous réserve d’'un conditionnement rapide, toutes
les analyses possibles a tous les étages du parenchyme pulmonaire.

La description de I'endoscopie bronchique réalisée au CHU de Bordeaux est
faite dans l'article 1 présenté ci-dessous (article correspondant au chapitre 87 du
livre « réanimation » intitulé Endoscopie bronchique interventionnelle, actuellement
sSous presse).
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Article 1:

bronchique

Endoscopie

interventionelle
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Chapitre 87
Endoscopie bronchique interventionnelle

M. Thumerel, H. Rozé, J.-F. Velly, J. Jougon

Introduction

L’endoscopie bronchique interventionnelle fait appel aux techniques de bronchoscopie souple
(BS) et rigide (BR). Elle permet de traiter la trachée, les bronches principales et les troncs
intermédiaires. Les possibilités thérapeutiques du bronchoscope sont liées a la largeur de son
canal opérateur qui permet de faire passer du matériel permettant essentiellement de
désobstruer les voies aériennes proximales en utilisant entre autres des pinces, du laser et des
prothéses. Dans ce chapitre, nous exposons les problématiques que I’on peut rencontrer en
réanimation, pour lesquelles 1’endoscopie interventionnelle peut étre salvatrice. Elle utilise
des techniques et des matériaux nouveaux, apportant des renseignements ou solutions
supplémentaires. Nous les résumons ici avec leurs indications appliquées aux patients de

réanimation.

La premiére endoscopie trachéobronchique rapportée date de 1897 et est réalisée par Killian
en Allemagne pour I’ablation d’un corps étranger, grace a un cesophagoscope rigide. C’est
aussi en 1897 que Chevalier Jackson, aux FEtats-Unis, présente 1’ensemble de
I’instrumentation pour la réalisation de la bronchoscopie au tube rigide. Jusqu’aux
années 1970, 1’exploration endoscopique de 1’arbre trachéobronchique ne pouvait étre
effectuée que par endoscopie rigide. La tuberculose et ses complications bronchiques allaient
contribuer au développement de la technique. En 1967, au Japon, Shigeto Ikeda [1] présente
le premier endoscope souple appelé fibroscope bronchique. Cela signe le déclin annoncé du
bronchoscope rigide, sauf dans certains centres européens qui ont persévéré et contribué¢ au
développement de 1’endoscopie interventionnelle. A Marseille, Jean-Frangois Dumon [2]
confectionne des ancillaires dédiés, en élaborant une protocolisation des techniques et en
créant des protheses spécifiques. Alors que la réalisation d’une bronchoscopie au tube rigide
nécessite une anesthésie générale avec curarisation, I’utilisation de I’endoscope flexible
(fibroscope) peut se faire sous anesthésie locale et sédation minime. Ces deux techniques sont
cependant complémentaires : si ’endoscopie flexible se caractérise par sa facilité
d’utilisation, la possibilité d’exploration plus distale de I’arbre bronchique eu égard a la plus
petite taille des optiques et aux possibilités d’orientation multiplanaire, la réalisation de
manceuvres endoscopiques interventionnelles avancées nécessite des canaux opérateurs de
diametre beaucoup plus important, tels que ne le permet que le bronchoscope rigide.
L’utilisation simultanée du bronchoscope rigide et du fibroscope peut d’ailleurs parfois étre
utile lors d’une procédure d’endoscopie interventionnelle. A 1’avenir, avec la miniaturisation
des caméras et 1’utilisation de ’image numérique a trés haute définition, on peut prévoir une

plus grande utilisation des fibroscopes numériques, voire a usage unique [3], au détriment des



fibroscopes a fibre optique actuellement utilisés. Concernant la bronchoscopie rigide, son
utilisation devrait continuer a décroitre, sans s’interrompre totalement, avec le développement

de matériel (pinces, protheses) utilisable par le fibroscope.
Bronchoscopies

Bronchoscopie souple (BS)
Elle fait appel a deux types de fibroscopes.

Le fibroscope « standard » est un tube flexible, béquillable a I’extrémité jusqu’a 90°, muni
d’un canal opérateur étroit, a vision oculaire ou a retransmission sur écran (vidéo-endoscope).
Les diamétres externes des fibroscopes vont de 3 a 6 mm. Le gain en finesse du fibroscope
(de petit diametre) se fait au détriment du champ de vision offert et de 1’étroitesse, voire
I’absence de canal opérateur. Son utilisation nécessite au minimum un branchement sur une
source de lumiere froide dans sa version oculaire. Une caméra peut €tre raccordée a 1’optique
du fibroscope pour une transmission sur écran. Dans le cas du vidéo-endoscope, une
caméra CCD est montée a I’extrémité de 1’endoscope et ’image est transmise directement sur
le moniteur dédié. Pour ces deux systémes visuels, on aura recours a une colonne vidéo, certes
plus encombrante, mais permettant la vision sur écran et donc une meilleure compréhension

par tous les acteurs des gestes réalisés.

L’écho-endoscope permet la réalisation de biopsies transbronchiques échoguidées (EBUS),
essentiellement sur des tumeurs paratrachéales et hilaires suspectes d’envahissement

néoplasique.

La BS peut se faire sans anesthésie générale, par voie préférentiellement nasale sur des
patients vigiles non intubés (avec oxygénothérapie ou ventilation non invasive) apres
anesthésie locale ORL et trachéale. Chez les patients avec obstruction nasale ou intubés en
buccal, il est primordial d’utiliser un cale-dents autour de la sonde pour éviter tout risque de
morsure du BS. Dans tous les cas, une préoxygénation est effectuée en augmentant la FiO, a
100 %. Chez le patient intubé, ventilé avec wune dysfonction respiratoire, un
approfondissement de la sédation et de 1’analgésie, parfois associ€¢ a une curarisation, peut
étre utile pour maintenir une interaction patient-ventilateur correcte et éviter la toux ou un
bronchospasme. Pendant la procédure, le rapport des surfaces des sections du fibroscope et de
la sonde d’intubation rend compte du degré d’obstruction. Le diameétre interne de la sonde
d’intubation est donc primordial et il faut utiliser des sondes de taille 7 au minimum. On
utilise préférentiellement un mode de ventilation contr6lé en volume afin de garantir celui-ci.
La valeur de pression maximale autorisée sur la valve d’échappement est augmentée, car la
pression de créte générée se situe essentiellement dans les tuyaux de ventilation. Il faut
monitorer le volume courant expiré qui peut aussi étre diminué du fait de fuites importantes

(aspiration par le BS ou fistule bronchopleurale). Enfin, I’expiration passive peut étre limitée



de manicre importante, du fait de I’obstruction du BS ou de la pathologie sous-jacente, et
créer une pression expiratoire positive intrins€que plus ou moins importante. La fréquence
respiratoire, le volume courant et le temps inspiratoire peuvent étre diminués en tolérant une
hypercapnie pendant la procédure. Les valeurs du CO, expiré, du fait de 1’obstruction et
parfois des pathologies pulmonaires sous-jacentes, ne sont souvent pas représentatives de la
PaCO,. La tolérance de cette hyperinflation dynamique dépend du risque de barotraumatisme
(on surveillera la pression de plateau en 1’absence de fuites) et d’hypotension due a la
diminution du retour veineux et a 1’augmentation de I’impédance a 1’¢jection du ventricule
droit.

La poignée du BS comporte un bouton pour aspiration intermittente ou continue et 1’orifice
proximal du canal opérateur qui permet le passage des instruments ou I’instillation de fluide.
Le choix des instruments et des matériaux utilisés dépendra du diametre du canal opérateur.
Gardons a I’esprit que le canal opérateur est le méme que le canal aspiratif, ce qui explique
I’apparition de sécrétions apres introduction d’instruments en distalité et une perte
d’aspiration. Cela peut géner la vision et 1’utilisation des instruments, voire nécessiter une
sortie du fibroscope pour nettoyage de son extrémité distale et du canal opérateur avant

réintroduction.

Les possibilités d’exploration trachéale et paratrachéale par vision directe ou par ultrasons
(US) dépendent de la position de la sonde d’intubation, ce qui peut nécessiter le retrait de
celle-ci sous controle endoscopique pour une analyse trachéale compléte. Lors de 'utilisation
de I’endoscope, il faut maintenir celui-ci sans plicature pour éviter d’abimer les fibres
optiques. La BS est généralement réalisable en secteur de réanimation, sous réserve de
I’encombrement de la colonne vidéo et de la disponibilité des instruments, ce qui apparait

moins évident pour la BR.

Bronchoscopie rigide
Description et utilisation du bronchoscope rigide

On utilise des tubes droits, rigides, creux, de diametres variés, avec soit des ouvertures
latérales en distalité (« tube ouvert ») pour une utilisation bronchique sélective autorisant la
ventilation controlatérale, soit fermés sur le coté («tube fermé ») pour une utilisation
trachéale haute évitant ainsi les fuites d’air au niveau laryngé (Fig. 87.1).

Fig. 87.1
Bronchoscope rigide.

Le bronchoscope rigide est alimenté par une source de lumicre froide grace a un raccord en Y
permettant 1’éclairage simultané au bout du bronchoscope rigide et au bout de 1’optique. La
vision est obtenue grace a une optique rigide utilisée en vision oculaire directe ou par
retransmission sur une colonne vidéo. Certaines optiques sont inclinées a 30 et 45 degrés pour

permettre une vision latérale plus aisée. Grace a un branchement latéral sur la partie



proximale du bronchoscope rigide, la ventilation du patient est possible et nécessaire, compte
tenu de I’anesthésie générale requise pour cette procédure. Le plus souvent, on a recours a une
curarisation du patient pendant le geste pour faciliter les manceuvres de franchissement
glottique. Ce franchissement a lieu apres introduction du bronchoscope rigide par la bouche,
subluxation antérieure de la glotte permettant la vision des cordes vocales en prenant appui
sur le pouce de I’opérateur (on peut s’aider d’un cale-dents pour protéger I’arcade dentaire
supérieure) avant introduction du bronchoscope. L’assistant vérifie 1’absence de pincement
des lévres entre le bronchoscope et les arcades dentaires (Fig. 87.2).

Fig. 87.2

Introduction d’un bronchoscope rigide sous anesthésie.

La ventilation doit composer avec d’une part I’encombrement des optiques et instruments
introduits dans la lumiére du tube, et d’autre part les fuites aériques au niveau laryngé et au
niveau de I’embout proximal du bronchoscope. Il n’y a pas de ballonnet permettant de faire
I’étanchéité ; par conséquent, la ventilation va se faire avec des fuites importantes. Elle va
nécessiter un ballon d’oxygénation valvé a hauts débits d’air et d’oxygene (jusqu’a 50 L/min).
Afin de diminuer les fuites laryngées, on peut avoir recours a une compression cervicale du

cartilage thyroide ainsi qu’a une fermeture buccale manuelle autour du bronchoscope.

Avant d’envisager une BR, on vérifiera que le patient a une ouverture de bouche et une
extension cervicale suffisantes pour 1’introduction du bronchoscope rigide (ce qui peut poser
probléme chez les patients opérés ou ayant bénéficié¢ de radiothérapie de la face et/ou du cou).
Pour les patients présentant une trachéostomie, il existe des bronchoscopes rigides de

longueur inférieure, méme si on peut tout a fait utiliser les BR classiques.

En cas d’introductions répétées du bronchoscope rigide ou d’utilisation de source de chaleur a
proximité du larynx, il faudra se méfier d’'un cedéme laryngé possible sous 24 h apres
extubation.

Il existe une tendance a vouloir remplacer la BR par la BS, plus simple d’utilisation, sans
toutefois y parvenir. La BR reste le meilleur moyen de désobstruction rapide et efficace des
1ésions trachéobronchiques proximales (jusqu’a I’origine des lobaires). Tout centre hospitalier
traitant de pathologie tumorale thoracique doit disposer d’un centre référent en bronchoscopie

rigide. La bronchoscopie nécessite un compte-rendu [4].

Indications d’endoscopie bronchique interventionnelle en réanimation

Les principales indications de 1’endoscopie interventionnelle en réanimation concernent :
* la désobstruction trachéobronchique, qu’elle soit tumorale, inflammatoire ou liée a un
corps étranger inhalé ;

* plus rarement, pour tenter de stopper une hémoptysie ou comme aide au diagnostic avec la
réalisation de biopsies.



Désobstruction trachéobronchique

Quel qu’en soit le mécanisme (tumeur, corps étranger, sténose, caillot, etc.), 1’obstruction
trachéobronchique constitue la principale indication d’endoscopie interventionnelle du patient
de réanimation. Le principe commun est la nécessit¢ d’une réanimation pour support
ventilatoire chez un patient en insuffisance respiratoire décompensée. Le support ventilatoire
peut étre varié (oxygénothérapie a haut débit, ventilation non invasive, intubation naso- ou
orotrachéale, trachéotomie, trachéostomie, etc.) ; il est primordial de garder a I’esprit qu'une
décision d’endoscopie interventionnelle pour désobstruction va nécessiter le plus souvent une
anesthésie générale pour une BR. Une obstruction trachéobronchique au stade de
I’insuffisance respiratoire est souvent accompagnée d’un encombrement distal majeur.
L’endoscopiste doit donc toiletter en premier 1’arbre bronchique pour améliorer les

parameétres gazométriques avant de commencer les gestes interventionnels.

Il nous apparait important de différencier les étiologies, compte tenu de terrains cliniques
différents.

Corps étranger (CE)

Le BR va permettre ’ablation du corps étranger a la pince a travers le canal opérateur. Il
existe différents types de pinces en termes de taille et de crochet pour attraper le CE

(crocodile, cacahouete, etc.).

Les cas classiques de CE nécessitant une réanimation sont :

* [D’enclavement sous-glottique (manceuvres d’expulsion inefficaces) réalisant un tableau de
détresse respiratoire aigué dans un contexte de syndrome de pénétration. Il va nécessiter
une BR, avec potentiellement la réalisation d’une trachéotomie d’urgence au préalable en
cas de non-ventilation. Le plus souvent, ’intubation du patient permet d’assurer au
minimum une ventilation unipulmonaire en poussant le CE dans la bronche souche droite
permettant de rétablir une oxygénation (sous réserve de CE n’obstruant pas tout 1’arbre
trachéobronchique, tels que de la boue, des grains de mais, etc.). Dans le cas d’obstruction
bilatérale, I’hypoxie sévere est réversible, soit par un acces tres rapide a la BR, soit par
une oxygénation avec une Extra-Corporeal Membrane Oxygenation (ECMO) veino-
veineuse avant la BR.

* les CE survenant sur un terrain fragilisé¢ (Bronchopathie chronique, insuffisant respiratoire
chronique) peuvent faire décompenser rapidement une situation précaire. Leur ablation
résout le probléme. Il est parfois possible que le CE soit présent depuis longtemps et
explique une atélectasie trainante, une surinfection d’aval génant le retour a la normale.

Tumeurs endobronchiques

Elles peuvent étre bénignes ou malignes, primitives ou secondaires (ganglionnaire, trachéale,
cesophagienne, thyroidienne, etc.), responsables d’une obstruction aigué ou chronique avec ou
sans complication d’aval. Il est important d’obtenir rapidement des informations sur le terrain

du patient (souvent fragile), sur le pronostic de la maladie cancéreuse et sur les possibilités de



reperméabilisation. On se fiera surtout au dernier scanner thoracique réalisé pour juger des
possibilités de reperméabilisation trachéobronchique. Si celui-ci n’est pas fait ou disponible, il
est important d’en réaliser un nouveau avec injection de produit de contraste si possible. En
effet, si le scanner laisse entrevoir une possibilit¢ de reperméabilisation bronchique (sous
réserve d’une vascularisation pulmonaire) et donc une meilleure oxygénation, il faut proposer
I’endoscopie interventionnelle, quelles que soient finalement les comorbidités du patient
(hormis peut-€tre une situation palliative désespérée clairement étiquetée). Dans la pratique,
ces désobstructions s’adressent a des patients porteurs de néoplasie évoluée devant laquelle
I’équipe ne connait pas forcément le mauvais pronostic a ’admission [5]. La présentation
clinique classique est celle d’une détresse respiratoire trés stressante pour le patient et sa
famille. En dehors de situations critiques, on prendra soin d’arréter une anticoagulation
curative ou une anti-agrégation avant le geste (arrét du Plavix®, Efient®, Xarelto®,

Pravadual® ; Le Kardégic® est généralement toléré).

On aura recours pour cette reperméabilisation a une BR dans la majeure partie des cas. Il faut
autant que faire se peut réaliser cette BR dans une salle d’endoscopie dédiée (matériel
potentiellement important a disposition). Une désobstruction est réalisée, elle peut étre
mécanique a la pince (risque de saignement) ou au laser (cautérise, mais nécessite une
oxygénothérapie avec une FiO, < 40% pour ne pas enflammer les voies aériennes) (Fig. 87.3
et 87.4). Ces gestes peuvent étre associés a une hémostase par électrocoagulation (possible
avec une FiO; a 100 %).

Fig. 87.3

Désobstruction d’'une sténose trachéale post-intubation par broncholaser.

Fig. 87.4
A. Tumeur neuroendocrine endobronchique du tronc intermédiaire droit.

B. Désobstruction hémorragique au laser permettant la reperméabilisation des
bronches lobaires inférieures et moyennes droites.

Ils seront suivis ou non par la pose d’une prothése afin de maintenir un bon calibre de I’arbre
trachéobronchique. Il existe différents types de prothéses : des prothéses droites pour les
bronches souches essentiellement, ou en Y pour les obstructions carinaires ou du tronc
intermédiaire avec reperméabilisation possible de la bronche lobaire supérieure droite
(protheése de « Oki »). Leur mise en place peut nécessiter un bronchoscope dédi¢ avec un
ancillaire spécifique. Ces prothéses peuvent €tre couvertes ou non, auto-expansibles ou non,
métalliques ou siliconées, recoupées pour les siliconées afin de s’adapter au mieux a
I’anatomie, sur mesure. Pour les sténoses tumorales malignes, on aura recours a des protheses
couvertes afin d’éviter une sténose intraprothétique par envahissement tumoral entre des
mailles non couvertes. Elles présentent comme inconvénient principal 1’arrét de la clairance

mucociliaire sur toute leur hauteur, imposant une fluidification trachéobronchique réguli¢re



pour permettre au patient d’extérioriser efficacement les sécrétions d’aval ; dans le cas de

patients intubés, I’humidification et la réalisation de fibro-aspirations itératives sont la regle.

La cryothérapie est réservée aux situations non urgentes, car elle nécessite 1’attente de la

chute d’escarre pour obtenir le recalibrage de la lumiére bronchique.

Une fois la désobstruction réalisée, on procede généralement a une fibro-aspiration des
sécrétions sous-jacentes a 1’obstacle si celle-ci n’a pu étre faite au préalable (passage du
bronchoscope rigide impossible avant désobstruction). Il faut penser a faire des prélévements
bactériologiques pour documentation. Aprés cette aspiration, on observe théoriquement une

amélioration fonctionnelle, sous réserve d’un poumon sous-jacent sain et bien vascularisé.

Si le patient est intransportable du service de réanimation (cas exceptionnel), il faudra

évoquer les possibilités de gestes sous BS ou d’une BR délicate au lit du patient.

Dans certains cas, la reperméabilisation ne permet pas de sevrer le patient du support
respiratoire : cas classique de la pneumopathie d’aval a traiter en conséquence ou de la
pleurésie associée a drainer, voire cas plus complexe de la sténose artérielle pulmonaire
néoplasique associée (poumon ventilé non perfusé€) pour lequel, en fonction de I’histologie
(lymphome ou carcinome bronchique a petite cellule majoritairement), on peut proposer une
chimiothérapie aprés reperméabilisation. En cas de poumon sous-jacent non fonctionnel, le

probléme reste entier.

En cas de patient provenant des urgences ou d’un service d’hospitalisation conventionnelle,
on s’assurera d’une possibilité de prise en charge post-endoscopie en service de réanimation,

car il est possible d’assister a des difficultés respiratoires en fin de procédure.

En cas de patient intubé, la BR peut étre trés délicate a réaliser, a la fois en termes
d’oxygénation du patient (ventilation en fuite) et en termes de possibilité thérapeutique (laser
impossible si FiO, > 50 %). L’apport d’une oxygénation extracorporelle transitoire (type
ECMO) pourra se discuter dans des cas exceptionnels (plaies trachéobronchiques avec

contusion pulmonaire et hypoxémie sévere, etc.).

Dans le cadre de la surveillance aprés implantation de prothése, il existe des risques de :
* migration prothétique, en particulier avec les prothéses siliconées ou si le patient nécessite
une intubation en fin de procédure dans la prothése (migration a I’extubation) ;

* bouchon muqueux intraprothétique, en particulier si la prothése est couverte et longue,
nécessitant une BS pour fibro-aspiration aidée par des fluidifiants (Mucofluid®, etc.) ;

* fracture de prothése avec obstruction intraluminale, en particulier avec les prothéses
métalliques pouvant occasionner des difficultés de ventilation ;

* hémoptysie sur prothése métallique le plus souvent ;

* récidive tumorale aux extrémités de la prothese.

Sténoses trachéales et laryngotrachéales bénignes



Le tableau clinique classique est une bradypnée laryngée pouvant €tre trés invalidante.
Congeénitale (25 %) ou acquise le plus souvent apres intubation (75 %), une sténose est
explorée par scanner avec reconstruction et par endoscopie souple, notamment afin de
préciser le degré de sténose. Le traitement est soit chirurgical par plastie ou résection-
anastomose, soit endoscopique par BR en effectuant une ouverture de la sténose par laser sur

trois ou quatre points puis une dilatation de la sténose.
Malacie trachéobronchique

Sujette a controverse dans notre pratique courante, I’indication n’est qu’exceptionnellement
retenue méme si la question est récurrente dans le cadre d’un sevrage respiratoire difficile
chez un patient insuffisant respiratoire chronique porteur d’une malacie importante de I’arbre
trachéobronchique. Le plus souvent, la malacie persiste en distalit¢ de la prothése et la
symptomatologie est donc inchangée ; par contre, on rajoute le risque d’obstruction et de
migration prothétique (Fig. 87.5).

Fig. 87.5

Trachéomalacie isolée, visualisée au bronchoscope sous anesthésie générale en
apnée avant pose de prothése.

Hémoptysie

L hémoptysie (_) nécessite a un moment une endoscopie, au moins pour un
bilan diagnostique et topographique endobronchique. Si 1’état du patient nécessite une
réanimation, une BS, voire une BR pour aspiration des caillots peut étre nécessaire. La BS
peut étre laborieuse pour décailloter 1’arbre trachéobronchique, de par le petit diametre du
canal opérateur entrainant une faible puissance d’aspiration. De plus, I’endoscope peut
détacher le caillot qui faisait I’hémostase. La difficult¢ est majorée en cas de saignement
toujours actif inondant en permanence 1’optique du fibroscope et obligeant a des allers-retours
répétés. Il faut parfois privilégier dans ce cas une BR qui, grace a des sondes d’aspiration de
diametre plus important, permettra le décaillotage endobronchique. Les hémoptysies massives
sont intubées le plus souvent en sélectif afin de protéger le poumon sain d’une inondation
intra-alvéolaire. Lors de la BR, il ne peut pas y avoir d’étanchéité, il n’y a donc plus de
protection contre l’inondation par du sang du poumon Iésé. Il faut donc bien peser les
conséquences de ce geste. Une fois cette aspiration réalisée, I’endoscopie permettra de réaliser
un bilan diagnostique en précisant I’origine, voire la cause du saignement. Un traitement local
hémostatique peut étre envisagé : sérum adrénaliné a 10 %, résection tumorale endoluminale,
¢lectrocoagulation, laser, tamponnement au coton monté, prothése couverte, etc. L’essor
d’une anti-agrégation simple ou double puissante, le recours étendu a une anticoagulation

curative peuvent majorer une hémoptysie et rendre I’hémostase délicate.

Les principales ¢étiologies sont tumorales, traumatiques, vasculaires, infectieuses,

inflammatoires, et le traitement se fait en conséquence.



Fistules trachéopleurales, bronchopleurales, cesobronchiques ou trachéales

Ces situations posent le probléme de I’inondation endobronchique par les liquides pleuraux et
cesogastriques et de la ventilation du patient (fuite d’air par la bronche en cas de fistule libre
dans la cavité pleurale). Dans les suites de résection pulmonaire, un bullage excessif par le
drainage thoracique, surtout s’il est accompagné d’un défaut de réexpansion pulmonaire, est
fortement évocateur d’une fistule broncho- ou trachéopleurale. Le diagnostic formel est
endoscopique, par fibroscopie bronchique. Cette derni¢re doit étre réalisée par un opérateur
expérimenté pour orienter le traitement : chirurgical autant que possible, en particulier dans

les suites immédiates, ou endoscopique dans certains cas.
Traitement chirurgical

I1 doit étre le plus souvent conservateur par reprise de suture avec enfouissement par lambeau

pédiculé (intercostal, péricardique, pleural, etc.).

Traitement endoscopique des fistules bronchiques

L’obturation endoscopique d’une fistule bronchique peut étre effectuée par encollage, par
bouchon appelé spigot, ou recouvrement par prothése pleine. Le choix de la technique dépend
de la taille de la fistule, de sa localisation terminale sur un moignon bronchique ou latérale sur
une réimplantation bronchique, et de 1’état des tissus environnants. Cela peut entrainer
I’obstruction des voies aériennes d’aval avec ’apparition d’une atélectasie qui pourra étre

source de pneumopathie infectieuse.

Les fistules cesotrachéales ou bronchiques d’origine néoplasique sont devenues bien plus
fréquentes que celles de réanimation liées autrefois respectivement a I’intubation et aux
barotraumatismes de la ventilation non protectrice. On associe classiquement une prothése
couverte cesophagienne a une prothése bronchique dans les cas non chirurgicaux de fistule

cesotrachéale.
Procédures associées aux fistules bronchiques

Le réanimateur doit le plus rapidement possible associer une ventilation spontanée au
traitement chirurgical ou endoscopique d’une fistule bronchopleurale. L’objectif étant
d’obtenir une pression pleurale a nouveau négative afin de réduire la contrainte des pressions
de ventilation sur la zone fistulisée traitée. Cela est parfois extrémement difficile du fait de
I’atteinte parenchymateuse sous-jacente. Il existe de nouvelles techniques d’oxygénation
extracorporelle et de ventilation sans déclenchement pneumatique, qui peuvent étre discutées
lors du traitement de certains cas de fistules sévéres afin de controler I’hématose sous

ventilation spontanée en fuite [6].

Intubation trachéale ou sélective
Intubation nasotrachéale chez un patient vigile



Apres explication donnée au patient, la technique est réalisée sous anesthésie locale et 1égere
sédation. La sonde d’intubation est montée sur le fibroscope et bloquée sur le talon de celui-
ci. La fibroscopie bronchique est alors réalisée progressivement en complétant 1’anesthésie
locale par le fibroscope. Apreés franchissement laryngé et positionnement trachéal du
fibroscope, la sonde d’intubation est poussée sur le fibroscope qui sert de guide. C’est la

technique d’intubation recommandée :

* en présence d’affection oropharyngée aigué avec cedéme laryng¢ ;

* Jors d’un traumatisme laryngotrachéal dont la forme compléte est constituée par la
désinsertion laryngotrachéale ;

e en cas d’absence d’ouverture buccale

Guidage endoscopique d’une intubation difficile au laryngoscope

La technique décrite au paragraphe précédent est appliquée dans ce cas sur un patient

endormi. Il s’agit d’un geste d’intubation difficile.

Endoscopie bronchique chez un patient déja intubé

L’endoscopie bronchique peut étre utilisée pour contrdler le positionnement de la sonde
d’intubation. Un fibroscope de petit calibre (version pédiatrique) est indispensable s’il s’agit
d’une sonde a double courant pour contrdler le positionnement de I’extrémité bronchique ou

encore un bloqueur bronchique.

Une BR permet la mise en place d’un mandrin d’Eichmann avant intubation par la sonde sur
le mandrin aprés retrait du bronchoscope. Son utilisation est utile en cas d’cedéme laryngé
important, de saignement ORL ou trachéal haut empéchant la BS, de tumeur ORL ou
trachéale haute responsable d’un affaissement important de la filiére respiratoire. En effet, le
bronchoscope rigide permet une subluxation antérieure de la filiere qui peut permettre de

retrouver et d’exposer la glotte.

Traumatisme thoracique

En cas de suspicion de rupture trachéobronchique, I’examen de référence reste 1’endoscopie

bronchique. Le traitement est généralement chirurgical.

Bilan diagnostique

L’endoscopie bronchique, par BS ou BR, peut apporter des renseignements primordiaux dans

la prise en charge globale d’un patient de réanimation. De nombreuses situations cliniques

et/ou radiologiques posent des problémes diagnostiques pour lesquels il existe des possibilités

d’exploration par endoscopie bronchique, comme :

* réaliser des biopsies transbronchiques ¢échoguidées sur des Iésions suspectes
paratrachéales ;

* réaliser des biopsies pulmonaires de masse distale par mini-sonde échographique pour ne
prendre que les exemples d’amélioration récents de la BS [7].



Risques de I'endoscopie interventionnelle

Toxicité induite par la xylocaine

La lidocaine instillée directement dans I’arbre bronchique est rapidement absorbée, méme si
une partie est aspirée par le bronchoscope. Les effets toxiques connus sont représentés par des
convulsions et une dépression cardiaque. Il est recommandé de ne pas dépasser la posologie
de 9 mg/kg chez I’adulte (approximativement 30 ml d’une solution a 2 % pour un patient de
70 kg) et plus particulierement chez les patients agés ou ayant une insuffisance cardiaque ou
hépatique [8]. Le traitement de la toxicité systémique des anesthésiques locaux est basé sur
une administration précoce d’émulsions lipidiques comportant un bolus (2 a 3 ml/kg) associé

a un traitement symptomatique des troubles neurologiques et cardiaques [9].

Hypoxémie

La correction d’une anémie sévére est recommandée avant de réaliser une endoscopie
trachéobronchique ainsi qu’un monitorage de la saturation cutanée pendant I’examen. Un
seuil minimum de 90 % peut étre toléré, ce qui correspond a une oxymétrie de 60 mm Hg.
Une baisse de la PaO, d’environ 2,5kPa (18 mm Hg) a été rapportée pendant des
endoscopies. Une oxygénothérapie pendant I’examen, voire une ventilation non invasive, peut
étre utile pour les patients dont la fonction respiratoire est déja altérée a I’état de base. Pour
les patients de réanimation intubés-ventilés en détresse respiratoire aigué, il existe un risque
de dérecrutement alvéolaire important et donc de majoration d’une hypoxémie sévere. Cela

peut empécher de réaliser I’endoscopie.

Troubles du rythme cardiaque

Ils sont souvent liés a I’hypoxémie survenant pendant I’examen, donc plus fréquents chez les
patients a fonction respiratoire altérée.

Risque de saignement

Le maintien du bronchoscope dans 1’arbre bronchique jusqu’a 1’arrét du saignement semble
essentiel.

Risque infectieux

La décontamination des endoscopes doit étre stricte, controlée par tragabilité, car des
infections nosocomiales consécutives a une endoscopie bronchique ont été rapportées.
Vidéotheque

Accessible par tous, une large banque de vidéos, expliquant les principes, le matériel, la
technique et les indications de la BR, est disponible sur le site www.bronchotraining.org,

réalisé par le Pr Dumon (Marseille).



Conclusion

L’endoscopie interventionnelle en réanimation peut permettre de traiter certaines détresses
respiratoires. Elle permet essentiellement de reperméabiliser 1’arbre trachéobronchique en
permettant 1’ablation de corps étrangers, de sténoses, de tumeurs avec un certain nombre
d’outils spécifiques. L’histoire médicale du patient (soins palliatifs) et la tolérance du geste

peuvent tre une limite a son utilisation.
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Figure 87.1 : Bronchoscope rigide.

Figure 87.2 : Introduction d’'un bronchoscope rigide sous anesthésie.
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Figure 87.3: Désobstruction d'une sténose trachéale post-intubation par
broncholaser.




Figure 87.4 : A. Tumeur neuroendocrine endobronchique du tronc intermédiaire droit.

B. Désobstruction hémorragique au laser permettant la reperméabilisation des
bronches lobaires inférieures et moyennes droites.

Figure 87.5: Trachéomalacie isolée, visualisée au bronchoscope sous anesthésie
générale en apnée avant pose de prothése.




I-C-2 Perspectives

|-C-2-a Diagnostique

L’OCT (optical coherence tomography ou tomographie en cohérence optique)
semble étre une perspective diagnostique et de recherche fondamentale a partir
d’'une endoscopie : initialement développée en ophtalmologie, cette technique
d’'imagerie utilise une onde lumineuse (dans les infrarouges proches) pour capturer
des images tridimensionnelles d’'un matériel ou tissu biologique qui diffuse la lumiére.
La résolution est de I'ordre du micrométre voir inférieure en fonction des sources
lumineuses utilisées, pour une pénétration sur 1 mm voir plus. Cette technique a été
expérimentée pour bilan des sténoses coronariennes(111). L’adaptation sur un
fibroscope bronchique semble intéressante (112) pour une étude de l'arbre principal
située entre I'échographie (déja disponible mais sensible aux cartilages trachéo-
bronchiques) et la microscopie confocale (nécessite des préléevements et donc
présente des risques de complications et un manque de représentativité
générale)(113). On pourrait, par cette technique, avoir une imagerie endoscopique
de biomarqueurs, potentiellement reproductible a l'infini et ainsi apprécier les effets
directs de nouveaux traitements (mesure d’épaisseur de MLB par exemple).

Par ailleurs, d’autres techniques sont décrites pour de nouveaux prélévements
endoscopiques comme la bronchoaspiration(114) réalisée au cours d’une fibroscopie
souple : cela consiste en I'application sur la muqueuse bronchique d’'un papier filtre
pour analyse de chimiokine, MMP avec une détection bien meilleure que sur un LBA
classique.
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Figure 9 : Corrélation histologique d’image endocoronarienne obtenue par
OCT(111) (A : plaque fibreuse, B : plaque calcifiée, C : dépbts lipidiques).

|-C-2-b Thérapeutique

La thermoplastie bronchique est une technique de traitement endoscopique de
'asthme sévére par diminution de la masse de MLB(115). Seuls quelques centres
experts en bénéficient a 'heure actuelle. L’évaluation de cette technique fait encore
I'objet de nombreuses recherches et publications.
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Figure 10 : Cathéter de thermoplastie endobronchique.

Les valves endobronchiques sont une autre thérapeutique prometteuse dans
le traitement de la BPCO avec zone emphysémateuse non fonctionnelle cible. Leur
probable miniaturisation va étendre un peu plus le champ d’investigation.

46



Figure 11 : Valve endobronchique Zephyr déployée et intrabronchique au niveau du
lobe supérieur gauche (*2).

Valve Zephyr
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Chapitre Il :
Matériels et

Meéethodes
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lI-A Design des études

lI-A-1 Design de Firebrob (chapitre 111-A)

Ci-dessous, le résumé schématisé de cette étude, le design complet et la
population étant décrits dans le chapitre IlIA :

Figure 12 : Design de I'étude Firebrob.

65 exacerbating patients
included

11 patients excluded:
- 6 for technical problem
) - 1 had viral hepatitis
- 2 had asthma
- 1 was under guardianship
- 1 was not COPD

\ 4
V1 54 exacerbating COPD patients 42 COPD patients were
exacerbation with fibrocyte level quantified » followed from up to 3 years

22 patients excluded:
- 2 died before V2
> 4 for technical problem
- 4 were frequent exacerbators

- 12 did not attend V2
\ 4
V2 32 COPD patients
stable state with fibrocyte level quantified

lI-A-2 Design de Fibrochir (chapitre 111-B)

Il s’agit d’'une étude observationnelle quantitative des fibrocytes sanguins et
pulmonaires chez le patient BPCO hors exacerbation comparé a deux groupes
témoins fumeur ou non. Cette étude clinique et biologique bénéficie d’'une promotion
par le CHU de Bordeaux, d’'un financement auprés de I'INSERM 1045 et de
I'association pour I'encouragement a la recherche en chirurgie et transplantation
trachéale et pulmonaire (AERCTP). Elle a l'aval du comité de protection des
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personnes du sud-ouest Ill et outre-mer et tous les patients ont signé un
consentement libre et éclairé au moment de linclusion. Elle est enregistrée a
ClinicalTrials.gov sous le no. NCT01692444.

[I-A-2-a Population de I'étude

Les critéres d’inclusion étaient :

-les patients de plus de 40 ans

-devant bénéficier d’'une chirurgie pulmonaire a type de lobectomie ou
segmentectomie pour cancer classé pNO (les pN1 étaient finalement non-inclus) ou
de transplantation pulmonaire (BPCO stade 4).

-ayant signés un consentement éclairé

-soit présentant une BPCO de stade 1 a 4, sans exacerbation depuis 1 mois
minimum, soit témoins (EFR normale sans bronchite chronique) fumeur (sevré ou
non) ou non-fumeur.

Les critéres d’exclusion étaient principalement un antécédent d’asthme, de fibrose
pulmonaire, d’hypertension artérielle pulmonaire primitive ou de mucoviscidose (ou
I'inclusion dans un autre protocole excluant une étude annexe, une infection virale
(hépatites, VIH), la grossesse ou lallaitement, les patients sous tutelle, curatelle,
privés de liberté ou non affilié a un régime de sécurité sociale, protégés par la loi).

Une prévision d’inclusion de 45 patients répartis en 3 groupes a été calculée
selon une estimation a partir de données obtenues chez les sujets asthmatiques
réfractaires par rapport a des sujets asthmatiques non réfractaires(6). La différence
attendue entre les deux groupes d’intérét (BPCO fumeurs et sujets sains fumeurs)
est de 4,5 fibrocytes/mm? de muscle lisse bronchique avec un écart-type de 4,7. Un
nombre de 15 sujets par groupe était nécessaire pour une puissance de 80% avec
un risque de premiére espéce alpha de 0,05 ; soit un total de 45 sujets.

- un groupe BPCO (15) (stade GOLD 2011 de 1 a 4)
- un groupe témoin fumeur (15) sevré ou non
- un groupe témoin non-fumeur (15)

La durée totale d’inclusion, de 1 an initialement, a finalement été allongée a
deux ans, soit environ 2 inclusions par mois. Les inclusions ont été faites d’avril 2013
a avril 2015 et sont donc terminées. L’étude se poursuit comme le souligne le design.

[I-A-2-b Design de I'étude

Elle consiste en 4 visites médicales (V1 a 4), un prélevement chirurgical
pulmonaire et un prélévement sanguin.
V1 correspondait a la consultation chirurgicale pour explications du projet
thérapeutique propre au patient puis de I'étude avec remise du consentement aprés
vérification des critéres d’exclusion
V2 correspondait a la veille de la chirurgie ou 8 jours minimum aprés V1 pour :

-inclusion,

-recueil du consentement signé,

-données cliniques : générales, questionnaire CAT, questionnaire de qualité
de vie Saint-Georges, test de marche de 6 min,

-données radiologiques avec la réalisation d’'un scanner thoracique en
inspiration et expiration, voir une échocardiographie si non réalisée avant pour bilan
fonctionnel préopératoire et vérification de 'absence d’HTAP
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-données fonctionnelles avec la réalisation d’EFR : pléthysmographie, TLCO,
gaz du sang.

La chirurgie a été réalisée aprées V2 (le lendemain pour la chirurgie
néoplasique ou a distance pour les transplantations). Le recueil de I'échantillon
sanguin (30ml dans tube EDTA) a été réalisé au moment de la pose de voie
veineuse pour I'anesthesie puis acheminé a 'INSERM 1045 pour analyse. Le recueil
des échantillons pulmonaires a été réalisé sur piece opératoire au laboratoire
d’anatomopathologie pour un conditionnement rapide aprés acheminement dés
'exérése.

V3 correspondait a une consultation de suivi a un mois et demi pour recueil de
données cliniques et spirométriques.

V4 correspond a une consultation de suivi a un an pour recueil de données cliniques,
questionnaire Saint-Georges, CAT et spirométrie. La derniére inclusion ayant eu lieu
en avril 2015, V4 se poursuit jusqu’en avril 2016.

Le suivi de V1 a V3, comprenant les prélevements, a été effectué dans le
service de chirurgie thoracique du CHU de Bordeaux. V4 est réalisée au centre
d’investigation clinique (CIC1401). Les données cliniques sont collectées au CIC
1401.

L’objectif principal est I'’évaluation du nombre de fibrocytes bronchiques par surface
de tissu analysé.
Les objectifs secondaires sont :

-I'évaluation du nombre de fibrocytes sanguins

-la caractérisation des fibrocytes bronchiques

-la corrélation données scannographiques / données fibrocytes

-la corrélation données spirométriques / données fibrocytes

-’'évaluation de données spirométriques et fonctionnelles aprés chirurgie
pulmonaire, notamment la prédiction du VEMS postopératoire en fonction de
données scannographiques et I'évolution a un an de la fonction respiratoire aprés
chirurgie.

lI-A-3 Design de Remodel’asthme (chapitre 1l C)

La population et le design de I'étude sont décrits dans l'article dont voici un
schéma récapitulatif :
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Figure 13 : Design de I'’étude Remodelasthme.

541 Subjects were in Center for
Clinical Investigation database

l

{ 94 Were potentially eligible }

l

[ 74 Were approached J

38 Were not screened
33 Declined
4 Did not respond
1 Did not attend screening

v

\]
[ 36 Were included J

5 Were withdrawn before treatment
3 Had contraindications to gallopamil
1 Suffered from refractory epilepsy
1 Withdrew consent

v

Y
[ 31 Underwent randomization }

’ ’

15 Were assigned to receive 16 Were assigned to receive
placebo gallopamil
1 Was withdrawn due
v to atrial fibrillation

15 Subjects received placebo
for the 12-month treatment duration

15 Subjects received gallopamil
for the 12-month treatment duration

PR
Y \i

{ 14 Subjects completed } [ 15 Subjects completed ]

1 Suffered a fatal
asthma attack

follow-up visits follow-up visits

lI-A-4 Design de Mit’asthme (chapitre I11-D)

La population et le design de I'étude sont décrits dans I'article dont voici un
schéma récapitulatif :
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Figure 14 : Design de I'étude Mitasthme.

448 Subjects were in Center for
Clinical Investigation database

v

I 145 Were potentially eligible |

| 102 Were approachedl

68 Were not screened

| 34 Were included |

53 Declined
> 14 Did not respond
1 Did not attend screening

4 Were withdrawn

I 30 Had bronchial biopsies |

> 1 Had a negative MCT
1 Had an ischemic heart disease
2 Had a panic attack

2 Were withdrawn after bronchoscopy
=] due to absence of bronchial smooth

| 28 Had high-quality bronchial samples |

muscle on biopsies sections

y

I 24 Were followed up for one year |

>| 4 Were lost to follow-up
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lI-B Méthodes employées

II-B-1 Firebrob
|I-B-1-a Identification des fibrocytes circulants

Comme décrit dans l'article chapitre Il A, la technique s‘est inspirée des
articles de Wang(51) et Moeller(4) pour isoler, par cytométrie en flux, les fibrocytes
dans les cellules PBMC (peripheral blood mononuclear cell) et NANT (Non Adherent
Non T) du sang total prélevé. La morphologie des fibrocytes a été vérifiée par
microscopie en contraste de phase.

[I-B-1-b Migration des fibrocytes

Grace a une chambre de Boyden modifiée(78), la migration de fibrocyte apres
modulation par des antagonistes de CXCR4 (plerixafor) ou CCR3 (SB 328437) a été
testée sous condition de stimulation par CXCL12 ou CCL11 ou plasma.

|I-B-1-c Dosage de CXCL12 et CCL11

Décrits chapitre IlIA.

[I-B-1-d Analyse statistique

Décrite chapitre IIIA

I1-B-2 Fibrochir

|I-B-2-a Identification des fibrocytes circulants

La technique est la méme que celle décrite dans Firebrob (chapitre IlIA). Les
résultats sont exprimés en pourcentage de fibrocytes dans les PBMC (peripheral
blood mononuclear cells) ou les NANTc (Non Adherent Non T cells).

[I-B-2-b Identification des fibrocytes péri-bronchiques

Une technique en immunohistochimie est réalisée sur les préléevements
pulmonaires réalisés en zone saine (a distance du cancer pour les prélévements de
résection néoplasique) au niveau proximal (bronche segmentaire) et distal
(parenchyme). Des conditionnements en paraffine ou en congélation sont réalisés
pour analyses ultérieures.

L’analyse immunohistochimique est réalisée sur des coupes tissulaires de 4
pm d’épaisseur effectuées au cryostat. La technique de double marquage
immunohistochimique est réalisée sur l'automate Bond-llI™ (Bond-IlI™, Leica
Biosystems Newcastle Ltd, Newcastle Upon Tyne, U.K) en utilisant les réactifs du
fournisseur. Les coupes congelées sont incubées avec 'anticorps primaire anti-CD45
(dilution 1/1000; Clone 2B11+PD7/26; DAKO) pendant 15 minutes a température
ambiante. Puis pour visualisation de la réaction est utilisé le kit de détection Bond™
Polymer Refine Detection kit (Leica Biosystems Newcastle Ltd, Newcastle Upon
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Tyne, U.K) selon les instructions du fournisseur. Le chromogéne utilisé est le Mixed
Red Refine (Leica Biosystems Newcastle Ltd, Newcastle Upon Tyne, U.K). Ensuite,
est réalisé d’emblée le second marquage avec l'anticorps anti-collagéne type |
(dilution 1/50; clone 5D8-G9; Millipore) dans les mémes conditions que pour I'anti-
CD45; seule differe le chromogéne utilisé en fin de réaction qui est le Mixed DAB
Refine (Leica Biosystems Newcastle Ltd, Newcastle Upon Tyne, U.K). La réaction se
termine par une contre coloration par I'hématoxyline. Un contrbéle negative est réalisé
parallellement. Les lames colorées sont examinées au microscope Nikon-
Eclipse501. Les photos sont acquises avec le logiciel NDP View 1.2.60
(NanoZoomer Digital Pathology Virtual Slide Viewer, Hamamatsu).

[I-B-2-c Mesures scannographiques

Avant les prélévements biologiques (la veille pour résection néoplasique,
sinon avant une transplantation), un scanner thoracique est réalisé. Il s’agit d’'un
scanner thoracique 16 multi-barrettes (Somatom Sensation 16; Siemens Medical
Solution, Forcheim, Allemagne), non injecté, utilisant les paramétres suivants (110-
kV tube voltage, 50-mAs tube current and 0.75-mm collimation), en inspiration
profonde et expiration profonde, en coupe millimétrique aprés reconstruction. Grace
au logiciel Myrian, les fichiers images sont traités pour mesures des paramétres
parenchymateux suivants :

-volume pulmonaire total et fonctionnel (total*(1-LAA%))

-densités pulmonaires totales en inspiration et expiration en unités
Houndsfield (UH)

-emphyséme pulmonaire sur acquisition en inspiration du pourcentage de
parenchyme au dessous de -950 UH(116) ou LAA% (Low Attenuation Area%).

-air trapping 950 ou 1024 sur acquisition en expiration du pourcentage de
parenchyme entre -850 UH(117) et -950 UH ou -1024 UH.

-ratio ou différence de densité pulmonaire (Expi/lnspi ou Inspi-Expi)(118)(119).

Grace au logiciel Imaged, les fichiers images sont traités pour mesures des
parametres vasculaires pulmonaires suivants :

-nombre et taille moyenne (mm) de vaisseaux pulmonaires entre 1 et 5 mm,
de vaisseaux pulmonaires supérieurs a 5 mm et le nombre total de vaisseaux

-surface totale (mm?) de vaisseaux de 1 & 5 mm, de vaisseaux supérieurs a 5
mm et vasculaire totale

-surface totale (mm?) pulmonaire.

-rapport de surface de vaisseaux / poumon pour les trois surfaces vasculaires

-mesure de CSA : cross sectional area ou le rapport de I'aire vasculaire sur
I'aire pulmonaire d’une coupe, la moyenne des CSA donnant donc une valeur
moyenne de l'aire vasculaire par unité de surface. Les CSA sont mesurés pour les
vaisseaux infa 5 mm, sup a 5 mm et totaux

-mesure de CSN : cross sectional number ou le rapport du nombre de
vaisseaux sur l'aire pulmonaire d’'une coupe, la moyenne des CSN d’un individu
donnant donc une valeur moyenne du nombre de vaisseaux par unité de surface.
Les CSN sont mesurés pour les vaisseaux inf a 5 mm, sup a 5mm et totaux.

Grace au logiciel Medical Imaging, les fichiers images sont traités pour mesures de
paramétres bronchiques suivants:

- WA (Wall Area) 4 et 5: mesure en mm? de la surface de paroi bronchique
des segments 4 et 5 bronchiques. C’est en fait une moyenne de 8 mesures (2 par
bronche sur 2 bronches, bilatéralement).

55



- LA (Lumen Area) 4 et 5: mesure en mm? de la surface de lumiére
bronchique des segments 4 et 5 bronchiques. C’est en fait une moyenne de 8
mesures (2 par bronche sur 2 bronches, bilatéralement).

- LD (Lumen Diameter) 4 et 5 : mesure en mm du diamétre interne bronchique
des segments 4 et 5 bronchiques, calculé par la formule LD=2* N (LA/ 7).

- WT (Wall Thickness) 4 et 5: mesure en mm de I'épaisseur de paroi
bronchique des segments 4 et 5 bronchiques, calculé par la formule WT=v
((WA+LA)/T) - N (LA/T).

- WA% 4 et 5 : normalisation de la WA par le diamétre total bronchique calculé
par la formule D=2*V ((WA+LA)/ ).

[I-B-2-d Mesures spirométriques

-Réalisation d’'une pléthysmographie corporelle totale avec mesure de la CPT,
du VR, du VEMS, de la CVF, des DEMM et du rapport de Tiffeneau

-Capacité de transfert du CO (TLCO)

-Gazométrie artérielle : PaO2, PaCO2 et pH

Les mesures sont réalisées la veille de lintervention ou dans le bilan pré-
transplantation, puis a un mois et demi et a un an.

[I-B-2-e Analyse statistique

Elle doit permettre de comparer les criteres de jugement entre les 3 groupes
de patients. Un test d’analyse de variance (ANOVA) sera utilisé pour les variables
paramétriques dont on a vérifié 'homogéneité des variances, il sera suivi de test de
comparaison multiple type Bonferroni. Un test de Kruskall-wallis permet de comparer
les variables non-paramétriques associé a un z test comme test de comparaison
multiple. Le test de pearson permet une mesure de corrélation entre les variables, la
corrélation étant retenue pour un p<0,05 et exprimée en r= entre -1 et 1. Un seuil de
0,05 pour I'ensemble des tests est considéré comme significatif. Les analyses sont
réalisées avec SPSS.

I1-B-3 Remodel’asthme

Les méthodes de scannographie, d’endoscopie, de microscopie optique,
d'immunohistochimie et de microscopie électronique ainsi que les analyses
statistiques sont décrites chapitre IIIC.

I1-B-4 Mit’asthme

Les méthodes d’endoscopie, de microscopie optique, d'immunohistochimie et
de microscopie électronique ainsi que les analyses statistiques sont décrites chapitre
HID.

56



Chapitre lll :
Résultats et

Discussion

S7



llI-A Etude des fibrocytes sanguins pendant
et au décours d’'une exacerbation de BPCO
(Firebrob)

Peu d’études ont été réalisées sur le réle potentiel que pourraient avoir les
fibrocytes sanguins dans la BPCO, notamment aprés exacerbation qui correspond a
une phase inflammatoire puis une phase réparatrice souvent responsable d’un déclin
progressif de la fonction respiratoire et d’'une augmentation du risque de déces(120).
Les exacerbations sévéres (avec hospitalisation) de BPCO sont considérées comme
un facteur pronostique indépendant de mortalité(121). Elles sont d’autant plus
fréquentes que la BPCO s’aggrave et un phénotype de BPCO étiqueté
« d’exacerbation fréquente » semble se détacher d’étude épidémiologique sur de
larges cohortes(122). Ce phénotype caractérisé par un important statut
inflammatoire(123) apparait étre une cible privilégiée d’étude des mécanismes
inflammatoires comme I'implication des fibrocytes.

Il nest pas retrouvé de fibrocytes pulmonaires chez les sujets sains. Par
contre, dans des pathologies pulmonaires comme I'asthme ou la fibrose pulmonaire
idiopathique, le role des fibrocytes en tant quimmunomodulateur et en tant que
potentialisateur ou progéniteur d’'une différenciation en fibroblaste/myofibroblaste et
donc en tant que réparateur, a été établi. Dans la fibrose idiopathique pulmonaire, il a
été montré que le taux de fibrocytes sanguins était corrélé au pronostic de la
maladie(4). Le recrutement des fibrocytes sanguins vers le compartiment
pulmonaire semble faire interagir principalement I'axe de stimulation CXCL12 sur le
récepteur CXCR4 du fibrocyte(46). Toutes ces constatations font que [I'étude
Firebrob a été élaborée pour tenter d’avoir un début de réponse sur lI'implication des
fibrocytes au cours d’exacerbation de patient BPCO.
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Article 2: Blood fibrocytes are recruited
during acute exacerbations of chronic

obstructive pulmonary disease through a
CXCR4 dependent pathway
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Blood fibrocytes are recruited during acute exacerbations
of chronic obstructive pulmonary disease through a

CXCR4-dependent pathway

Isabelle Dupin, PhD,?® Benoit Allard, PhD,*P* Annaig Ozier, MD, PhD,?®* Elise Maurat, MSe¢,*? Olga Ousova, PhD,*?
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Roger Marthan, MD, PhD,??* Pierre-Olivier Girodet, MD, PhD,?*{ and Patrick Berger, MD, PhD®"¢}

Pessac, France

Background: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is
characterized by peribronchial fibrosis. The chronic course of
COPD is worsened by recurrent acute exacerbations.
Objective: The aim of the study was to evaluate the recruitment
of blood fibrocytes in patients with COPD during exacerbations
and, subsequently, to identify potential mechanisms implicated
in such recruitment.

Methods: Using flow cytometry, we quantified circulating
fibrocytes and characterized their chemokine receptor
expression in 54 patients with COPD examined during an acute
exacerbation (V1) and 2 months afterward (V2) and in 40
control subjects. The role of the chemokines CXCL12 and
CCL11 in fibrocyte migration was investigated by using a
chemotaxis assay. Patients were followed for up to 3 years
after V1.

Results: We demonstrated a significantly increased number of
circulating fibrocytes at V1 compared with control subjects. The
number of circulating fibrocytes decreased at V2. A high
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percentage of circulating fibrocytes during exacerbation was
associated with increased risk of death. The percentage of
fibrocytes at V2 was negatively correlated with FEV,, forced
vital capacity, FEV,/forced vital capacity ratio, transfer lung
capacity of carbon monoxide, and Pao,. Fibrocytes highly
expressed CXCR4 and CCR3, the chemokine receptors for
CXCL12 and CCL11, respectively. Fibrocytes collected from
patients with COPD at V1 had increased chemotactic migration
in response to CXCL12 but not to CCL11 compared with those
from control subjects. Plerixafor, a CXCR4 antagonist,
decreased fibrocyte migration to plasma from patients with
exacerbating COPD.

Conclusion: Blood fibrocytes are recruited during COPD
exacerbations and related to mortality and low lung function.
The CXCL12/CXCR4 axis is involved in such fibrocyte
recruitment (Firebrob study; ClinicalTrials NCT01196832). (J
Allergy Clin Immunol 2015;umN:au8-mEN,)

Key words: Chronic obstructive pulmonary disease, fibrocyte,
mortality, lung function, chemotaxis

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a very
frequent airway disease that affects more than 200 million
persons worldwide.' The main risk factor for COPD is tobacco
smoking." COPD is currently the fifth leading cause of death
but might reach the fourth cause of death toward 2030.”> The
disease is characterized by chronic bronchial inflammation and
remodeling of the distal airways and in particular bronchial and
peribronchial fibrosis, leading to persistent airflow limitation.’
Current pharmacologic treatments act on symptoms and quality
of life but do not improve mortality or the natural history of the
disease, with the latter being characterized by a more rapid
decrease in lung function.”

The chronic course of COPD is also frequently worsened by
acute exacerbations (acute exacerbations of chronic obstructive
pulmonary disease [AECOPDs]) most often related to viral or
bacterial infections.” These AECOPDs are associated with
various sputum cellular profiles, including neutrophils and
eosinophils.” AECOPDs affect nearly 80% of patients with
COPD over a 3 year-period, and the frequency of exacerbation
is mainly related to the occurrence of previous exacerbations.®
AECOPDs generate enormous health care costs, especially
related to hospitalizations. AECOPDs dramatically affect quality
of life and worsen the disease: lung function decreases more
rapidly in patients with frequent exacerbations, with an increased
risk of death.” In particular, a high mortality rate has been
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Abbreviations used

AECOPD: Acute exacerbation of chronic obstructive pulmonary
disease

Allophycocyanin

Control Assessment Test

Chronic obstructive pulmonary disease

Forced vital capacity

Nonadherent non-T

St Georges Quality of Life Questionnaire

Transfer lung capacity of carbon monoxide

APC:
CAT:
COPD:
FVC:
NANT:
SGQLQ:
TLCO:

reported in patients with COPD admitted to the hospital for
AECOPDs'” and reaches up to 45% within the 4 subsequent
years.'' Severe AECOPDs are even considered an independent
prognostic factor for mortality.'” However, the mechanisms
underlying these latter findings remain totally unknown.

Fibrocytes are progenitor cells derived from bone marrow.'”
These cells circulate in the bloodstream and are recruited into
injured tissues, where they influence tissue inflammation and
remodeling.'” Indeed, fibrocytes could differentiate into
fibroblasts and myofibroblasts'” in lung tissues. An increased
peripheral blood fibrocyte count has been observed in patients
with chronic obstructive asthma,'* idiopathic pulmonary
fibrosis,'” or Hermansky-Pudlak syndrome.”’ In addition, an
increase in circulating fibrocyte counts has also been observed
during acute exacerbations of idiopathic pulmonary fibrosis'’
and asthma'’ compared with the stable state, suggesting that
exacerbation could play a role in fibrocyte recruitment. To date,
the migration of fibrocytes during and after an AECOPD has
not been investigated.

Here we report the result of a translational clinical trial in which
we studied peripheral blood fibrocyte counts in patients with
COPD during an exacerbation and 2 months after an exacerbation
in comparison with those in control subjects and patients with
nonexacerbating COPD. We also characterized chemokine
receptors and investigated the migratory properties of these
fibrocytes from patients with COPD and control subjects to
unravel the implicated mechanisms.

METHODS

A full description of the methods used in this study is presented in the
Methods section in this article’s Online Repository at www.jacionline.org.

Study populations

A total of 65 patients with AECOPDs, 9 patients with nonexacerbating
COPD, and 50 control subjects were prospectively recruited from the
University Hospital of Bordeaux. AECOPDs were identified according to
the Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease criteria' as a
change in the patient’s baseline dyspnea, cough, and/or sputum that is beyond
normal day-to-day variations, is acute in onset, and might warrant a change in
regular medication. Patients with nonexacerbating COPD were selected from
the Cohorte Obstruction Bronchique et Asthme (COBRA; sponsored by the
French National Institute of Health and Medical Research [INSERM]) cohorts
and did not experience any exacerbation during a preceding minimal period of
12 months. Healthy volunteers had normal Iung function test results and no
history of lung disease. All subjects provided written informed consent to
participate in the study after the nature of the procedure had been fully
explained. The local research ethics committee (“Comité de Protection des
Personnes”) of the southwest area (France) and the French National Agency
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65 exacerbating patients
included

11 patients excluded:

- 6 for technical problem

- 1 had viral hepatitis

- 2 had asthma

- 1 was under guardianship
- 1 was not COPD

—

A

v1 54 exacerbating COPD patients
exacerbation with fibrocyte level quantified

42 COPD patients were
> followed from up to 3 years

22 patients excluded:

- 2 died before V2

- 4 for technical problem

- 4 were frequent exacerbators
- 12 did not attend V2

v

V2 32 COPD patients
stable state with fibrocyte level quantified

FIG 1. Study design. Numbers of patients who were included and had their
fibrocyte counts quantified.

for Medicines and Health Products Safety approved the research protocol in
March 2010.

Study design

This clinical trial was sponsored by the University Hospital of Bordeaux.
The study has been registered under as no. NCT01196832 at ClinicalTrials.
20V.

The study design is summarized in Fig 1. Two visits were scheduled for
patients with exacerbating COPD: visit 1 (VI1; inclusion) during an
exacerbation and visit 2 (V2; stable state) 2 months * 7 days after an
exacerbation. There was only 1 visit for control subjects and patients with
nonexacerbating COPD.

Identification and characterization of circulating

fibrocytes

Nonadherent non-T (NANT) cells were obtained, as described previously,
with some modifications.'* Briefly, PBMCs were first separated from whole
blood by means of Ficoll-Hypaque (Dutscher, Brumath, France) density
gradient centrifugation. After erythrocyte lysis and incubation for 1 hour at
37°C, the nonadherent mononuclear cells were further depleted with an
anti-CD3 mAb (Miltenyi Biotech, Paris, France).

Fibrocytes were then identified by using flow cytometry as positive for both
the cell-surface marker CD45 and intracellular collagen I (see Fig E1, A-E, in
this article’s Online Repository at www.jacionline.org), as described
previously by Moeller et al.'” Expression of the CD34 progenitor cell marker
and chemokine receptors was also assessed by means of flow cytometry with
specific fluorescent antibodies directed against CD34, CCR3, CCR7, CXCR4
(BD Biosciences, San Jose, Calif), and CCR2 (R&D Systems, Lille, France).
Blood fibrocyte morphology was checked by using phase-contrast microscopy
(Nikon, Champigny sur Marne, France; see Fig E1, F).

Fibrocyte migration

Fibrocyte chemotaxis was assessed by using a modified Boyden chamber
assay.'® When indicated, NANT cells were pretreated for 1 hour at 37°C with
an antagonist of CXCR4 (25 pg/mL plerixafor; Sigma-Aldrich, Saint
Quentin-Fallavier, France) or an antagonist of CCR3 (3.8 wg/mL SB
328437, R&D Systems). Recombinant human CXCL12-a or CCL11 (both
from R&D Systems) or plasma was added to the bottom compartment of
each well. After 12 hours, the content of the bottom compartment was
removed to assess fibrocyte migration by using flow cytometry, as described
above.
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Measurement of plasma CXCL12 and CCL11
concentrations

Plasma concentrations of CXCLI12-a (R&D Systems), CXCL12-8
(Sigma-Aldrich), and CCL11 (R&D Systems) were measured by using an
ELISA.

Statistical analysis

Values are presented as means = SDs or medians (95% Cls). Statistical
significance (P <.05) was analyzed by using Fisher exact tests for comparison
of proportions, by using ¢ tests and multivariate ANOVA for variables with
parametric distribution, and by using the Kruskal-Wallis test with multiple
comparison z tests, Mann-Whitney tests, Wilcoxon tests, and Spearman
correlation coefficients for variables with nonparametric distribution. Survival
in patients with exacerbating COPD was compared by using Kaplan-Meier
analysis.

RESULTS
Enrollment and baseline characteristics

Fig 1 shows the number of patients who were enrolled,
excluded, and followed for up to 3 years. From a total of 65
enrolled patients, we successfully quantified fibrocyte counts in
54 patients with exacerbating COPD (V1) and 32 patients with
COPD in a stable state (V2). We also enrolled 50 control subjects,
and fibrocyte counts were quantified in 40 of them. The 2 groups
were well matched for age, sex ratio, and body mass index
(Table I). However, as expected, patients with COPD were
significantly different from control subjects in terms of smoking
habits, hospitalization, breath type, and lung function (FEVjy,
forced vital capacity [FVC], FEV,/FVC ratio, transfer lung
capacity of carbon monoxide [TLCO], and Pao,; Table I). We
also quantified fibrocyte counts in 9 patients with nonexacerbat-
ing COPD (see Table El in this article’s Online Repository at
www.jacionline.org for patients’ characteristics).

Circulating fibrocytes and COPD exacerbation

The percentage of blood fibrocytes (CD45"Coll™ cells) in
PBMCs was higher in patients with COPD during exacerbation
(median, 10.2% [95% CI, 9.9% to 15.5%] of PBMCs, n = 54)
compared with that in patients with nonexacerbating COPD
(median, 2.4% [95% CI, 0.8% to 6.3%] of PBMCs, n = 9;
P < .01) or control subjects (median, 3.1% [95% CI, 3.1% to
5.1%] of PBMCs, n = 40; P <.001; Fig 2, A). Similar results
were obtained with fibrocyte count expressed as the number of
cells per milliliter of blood (Fig 2, B). Both the percentages
(Fig 2, C) and absolute numbers (Fig 2, D) of circulating
CD34" fibrocytes were increased in patients with exacerbating
COPD compared with those in control subjects. In control
subjects, when subgroups were defined on the basis of smoking
habits (current and former smokers vs never smokers), no
significant difference in fibrocyte counts between the subgroups
could be evidenced (data not shown). In patients with
exacerbating COPD, when subgroups were defined on the basis
of treatment for the exacerbation (antibiotics and oral corticoste-
roids), ventilation mode (spontaneous breathing, noninvasive
ventilation, or orotracheal intubation), or hospitalization, no
significant difference in fibrocyte counts between the different
subgroups could be evidenced (data not shown).

Two months after exacerbation, in the stable state (V2),
both percentages (Fig 2, E) and absolute numbers (Fig 2, F) of
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TABLE I. Patients’ characteristics
Patients with Control P
COPD subjects value
No. 54 40
Age (y) 65.6 = 7.5 63474 17
Sex (M/F) 37/17 25/15 .66
Body mass index (kg/m?) 28.0 + 7.3 259 £ 38 .11
Current smoker (yes/no) 15/39 2/38 .006
Former smoker (yes/no) 39/15 18/22 .01
Pack years (no.) 46.1 =199 7.1 = 11.1 <.0001
In the previous year, no. of subjects with:
0 or 1 unscheduled visit/y 15 NR
>2 unscheduled visits/y 16 NR
Unknown number of 23 NR
unscheduled visits
COPD exacerbation
Hospitalization (yes/no) 35/19 0740 <.0001
Ventilation mode
Spontaneous ventilation (yes/no) 24/30 40/0 <.0001
Noninvasive ventilation (yes/no) 22/32 0/40 <.0001
Orotracheal intubation (yes/no) 8/46 0/40 .02
Cause, no. (%)
Respiratory tract infections 42 (77.8) NR
Unknown 12 (22.2) NR
Treatment
Use of antibiotics (yes/no) 44/10 NR
Use of oral corticoids (yes/no) 41/13 NR
Stable state
COPD duration (y) 6.1 £ 5.1 NR
Severity of airflow limitation,
no. (%)
GOLD 1 (mild) 4 (7.4) NR
GOLD 2 (moderate) 16 (29.6) NR
GOLD 3 (severe) 14 (25.9) NR
GOLD 4 (very severe) 20 (37.1) NR
FEV, (% predicted) 45.1 £ 224 109.9 £ 15.4 <.0001
FEV,/FVC ratio (%) 46.7 £ 141 787 £ 49 <.0001
FVC (percent predicted) 76.6 £ 23.0 112.1 £ 17.1 <.0001
TLCO (percent predicted) 50.5 £ 29.2  99.6 = 19.8 <.0001
Pao, (mm Hg) 72.1 £ 146 919 * 14.7 <.0001

Values are presented as means = SDs, where shown. Severity of airflow limitation is
assessed by using the GOLD classification.' P values were calculated with the use of a
2-sided independent ¢ test for variables with a parametric distribution, the Fisher exact
test for comparison of proportions, and the Mann-Whitney U test for comparison of
nonparametric variables.

F, Female; GOLD, Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease; M, male;
NR, not relevant.

fibrocytes were significantly reduced compared with those
assessed at V1 (P < .01). Moreover, there was a significant
increase in the percentage of fibrocytes at V2 in a subgroup of
patients with 2 or more unscheduled visits for COPD the year
before V1 compared with those with 1 or no unscheduled visits
(post hoc analysis, see Fig E2 in this article’s Online Repository
at www.jacionline.org).

Relationships between fibrocytes, survival, and
both functional and clinical parameters

Survival data were collected in patients with COPD for a
median period of 1.4 years and up to 3 years after V1. Kaplan-
Meier survival analysis was performed in 2 subgroups of patients
based on the percentage of fibrocytes assessed at V1. Patients with
more than 28% fibrocytes had a significantly reduced life
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FIG 2. Increased blood fibrocyte counts during COPD exacerbation. A and
B, Circulating fibrocytes (CD45*Col1™ cells) expressed as a percentage of
PBMCs (Fig 2, A) and counts in blood (Fig 2, B) from control subjects
(Cont, n = 40), patients with nonexacerbating COPD (NEx, n = 9), and
patients with exacerbating COPD (V1, n = 54) are shown. *P < .05,
**P < .01, and ***P < .001, nonparametric Kruskal-Wallis test. C and D,
CD45"CD34*Col1* cells expressed as a percentages of PBMCs (Fig 2, C)
and counts in blood (Fig 2, D) from control subjects (Cont, n = 29), patients
with nonexacerbating COPD (NEx, n = 8), and patients with exacerbating
COPD (V1, n = 41). *P < .05, nonparametric Kruskal-Wallis test. Fig 2,
A-D, Medians are represented as horizontal lines. E and F, Comparison of
fibrocytes (CD45"Col1" cells) in patients with exacerbating COPD at the
time of exacerbation (V1) and 2 months after exacerbation resolution
(V2). **P < .01, Wilcoxon matched pairs test.

expectancy compared with patients with less than 28% fibrocytes
(Fig 3, A). There was no statistical difference between the 2
subgroups in terms of age, sex ratio, FEV,, and Pao, (data not
shown). The subgroup of patients with more than 28% fibrocytes
consisted of 6 patients with acute exacerbation all requiring
hospitalization, whereas the subgroup of patients with less than
28% fibrocytes consisted of 36 patients with acute exacerbation
(20 requiring hospitalization and 16 without hospitalization).

We also determined correlation coefficients between the
percentage of fibrocytes assessed at the second visit (ie, V2 at
2 months after exacerbation in the stable state) and various
functional parameters. The percentage of fibrocytes was
negatively and significantly correlated to FEV, (percent
predicted; Fig 3, B), FVC (percent predicted; Fig 3, C), and
Pao, (in millimeters of mercury; Fig 3, D). By contrast, there
was no significant correlation between the percentage of
circulating fibrocytes from exacerbating patients with age, body
mass index, and pack years smoked (data not shown).

Fibrocyte expression of chemokine receptors
Expression of chemokine receptors was further evaluated in
fibrocytes by using flow cytometry. CXCR4, CCR2, and CCR3
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FIG 3. Consequences of increased fibrocyte percentages on survival and
lung function in patients with COPD. A, Kaplan-Meier survival analysis
comparing patients with exacerbating COPD and greater than 28%
CD45"Col1™ cells among PBMCs measured at the time of exacerbation
(n = 36; gray curve) with patients with less than 28% CD45"Col1* cells
among PBMCs (n = 6; black curve). B-D, Relationships between FEV, (Fig
3, B), FVC (Fig 3, C), Pao, (Fig 3, D), and the percentage of CD45"Col1* cells
in PBMCs in patients with exacerbating COPD at V2. Correlation coefficient
(r) and significance level (P value) were obtained by using nonparametric
Spearman analysis.

were expressed by a large proportion of fibrocytes (Fig 4, A, C [F4]

and E), whereas CCR7 was only found in a small proportion of
fibrocytes (Fig 4, G). There were more of both CXCR4" and
CCR3™ fibrocytes in patients with exacerbating COPD than in
control subjects (Fig 4, B and F), whereas CCR2" and CCR7*
fibrocyte numbers were similar in both populations (Fig 4, D

and H).

Role of the CXCL12/CXCR4 and CCL11/CCR3 axes in
fibrocyte migration

Because we found more CXCR4* and CCR3™ fibrocytes in the
blood of patients with exacerbating COPD, we investigated the
role of both CXCR4 and CCR3 in plasma-induced fibrocyte
migration in an in vitro assay. The CXCR4 antagonist plerixafor
significantly reduced plasma-induced recruitment of fibrocytes
obtained from patients with exacerbating COPD but not that of

fibrocytes obtained from healthy subjects (Fig 5, A). By contrast, [F5]

plasma-induced migration of fibrocytes from either patients with
exacerbating COPD or control subjects was not affected by SB
328437, an antagonist of CCR3 (see Fig E3, A, in this article’s
Online Repository at www.jacionline.org). We also compared
the plasma concentration of some ligands of CXCR4 and
CCR3. Plasma concentrations of CXCR4 ligands (ie, CXCL12-
o [Fig 5, B] and CXCL12-f [see Fig E4 in this article’s Online
Repository at www.jacionline.org]) and a CCR3 ligand (e,
CCL11;see Fig E3, B) did not differ significantly between groups.
Therefore we examined the migratory response of fibrocytes to
increasing concentrations of CXCL12-a and CCL11. CXCL12-
a (Fig 5, C), but not CCL11 (see Fig E3, C), significantly
increased fibrocyte migration in a concentration-dependent
manner. Interestingly, 100 ng/mL CXCL12-a triggered a
significantly higher migration of fibrocytes from patients with
exacerbating COPD compared with that seen in fibrocytes
from control subjects (Fig 5, C), suggesting that CXCL12-a
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FIG 4. Analysis of fibrocyte marker expression by means of flow cytometry.
Expression of CXCR4 (A and B), CCR2 (C and D), CCR3 (E and F), and CCR7
(G and H) in fibrocytes from control subjects (Cont) and patients with
exacerbating COPD (V7). Fibrocytes are CD45"Col1™ cells. Results were
expressed as percentages of PBMCs (Fig 4, A, C, E, and G) and counts in
blood (Fig 4, B, D, F, and H). *P < .05 and **P < .01, Mann-Whitney tests.

specifically contributes to fibrocyte recruitment during COPD
exacerbations. This upregulated response was completely
abolished by pretreatment with the CXCR4 antagonist plerixafor
(Fig 5, D). Not surprisingly, the CCR3 antagonist SB 328437 had
no significant effect on fibrocyte migration from patients with
exacerbating COPD induced by CCL11 (see Fig E3, D).

DISCUSSION

For the first time, these results indicate that the percentage of
circulating fibrocytes is significantly increased in patients
with COPD during an exacerbation and associated with an
increased risk of death. The remaining circulating fibrocyte
percentage decreases 2 months after exacerbation resolution
and is negatively correlated to various functional parameters.
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FIG 5. Analysis of fibrocyte chemotaxis. A, Migration of fibrocytes from
control subjects (n = 8, gray bars) and patients with exacerbating COPD
(n = 6, black bars) in response to plasma from patients with exacerbating
COPD in the presence or absence of 25 ng/mL plerixafor. *P < .05, paired
t test. B, Plasma CXCL12-a levels in individual subjects. Cont, Control
subjects; NE, patients with nonexacerbating COPD; V1, patients with
exacerbating COPD during an AECOPD; V2, patients with exacerbating
COPD in the stable state. C, Migration of fibrocytes from control subjects
(n = 8, gray lines) and patients with exacerbating COPD (n = 5, black lines)
in response to CXCL12. **P < .01, 2-way ANOVA with Bonferroni tests.
D, Migration of fibrocytes from control subjects (n = 5) and patients with
exacerbating COPD (n = 7) in response to CXCL12 in the presence or
absence of 25 pg/mL plerixafor. *P < .05, paired t test. Results were
expressed as means + SEMs (Fig 5, A, C, and D) or with symbols indicating
individual subject values and horizontal gray lines representing medians
(Fig 5, B).

We have demonstrated that the migration induced by the
CXCL12/CXCR4 axis is upregulated in fibrocytes from patients
with exacerbating COPD.

In this study we paid special attention to quantifying fibrocytes
by using the most accurate available methodology. Although
fibrocytes are described as the unique cell expressing both CD45
and the extracellular matrix collagen—l,12 these markers can also
be present in other cell types (ie, macrophages and monocytes).
Our quantification approach takes advantage of the method
previously described by Wang et al,'* quantifying fibrocytes in
the NANT cell portion of the blood. We checked that the T-cell
fraction and adherent fraction contain mainly CD3™ (ie,
T cells) and CD14™ (ie, monocytes) cells, respectively (data not
shown). Therefore removing the T-cell fraction and the adherent
fraction allowed us to optimize fibrocyte detection. Moreover,
removing the T-cell population also allowed us to avoid any
variation in the percentage of fibrocytes caused by modifications
of the T-lymphocyte subsets in patients with exacerbating COPD.
As described previously by Moeller et al,'® we used the minimum
criteria to identify circulating fibrocytes (ie, coexpression of
collagen-1 and CD45). Nevertheless, we also found an increase
in CD34™ fibrocyte counts in patients with exacerbating COPD
compared with counts in control subjects, showing that coexpres-
sion of collagen-1 and CD45 was the reliable minimum criteria
for fibrocyte identification in our study.
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During episodes of acute exacerbation, fibrocyte counts in the
blood of patients with COPD are increased and return to a level
similar to those in control subjects 2 months later. These findings
are reminiscent of data obtained in patients with idiopathic
pulmonary fibrosis'” and asthmatic patients,'” in whom fibrocyte
counts were significantly increased during acute disease
exacerbation. Nevertheless, fibrocyte counts are also significantly
increased in the blood of patients with stable idiopathic
pulmonary fibrosis'” or patients with stable chronic obstructive
compared with those in control subjects. In the
present study, by contrast, we found no difference in the percent-
age of blood fibrocytes in patients with exacerbating COPD in the
stable state compared with either patients with nonexacerbating
COPD or control subjects. We believe that this latter observation
might constitute an interesting specificity to assess COPD patho-
physiology and provide a framework to unravel the consequences
of acute exacerbations in patients with COPD.

In patients with fibrotic interstitial lung disease, CXCL12
expression is enhanced in plasma and lungs, which is associated
with a high CXCR4" fibrocyte pool.'” In contrast, the CCR7/
CCL19 axis plays a critical role for fibrocyte recruitment in the
blood of patients with chronic obstructive asthma.!” However,
the chemotactic mechanism for recruitment of circulating
fibrocytes might differ for asthmatic patients without airflow
obstruction during acute exacerbation. Indeed, there were more
CXCR4" fibrocytes in patients with chronic obstructive asthma,
and the expression of CXCL12 was also increased in their
airways.'” In the present study we have shown that the CXCR4/
CXCL12 axis is also important for fibrocyte chemotaxis during
an AECOPD. However, there was no increase in blood
CXCL12 levels, and the augmented CXCL12-induced migratory
activity of fibrocytes from patients with exacerbating COPD did
not seem to be caused by an upregulation of CXCR4 expression.
Whether a modification of the signaling pathway downstream of
CXCR4 or a differential incorporation of CXCR4 into membrane
lipid rafts” is implicated in this migratory response deserves
further study.

By using a large cohort of well-characterized patients with
COPD in a stable state, a variety of clinical, functional, or
biological parameters have been previously related to mortality,
including age; the body mass index, airflow obstruction, dyspnea,
and exercise index (BODE index); IL-6 concentrations; neutro-
phil counts; and levels of fibrinogen, C-reactive protein, CCL18,
and surfactant protein D.”! Here we have observed that a high
percentage of circulating fibrocytes during an AECOPD is
associated with a lower survival. However, it is noteworthy that
this result is a secondary outcome of the present clinical trial.
Whether this level is actually independent of the previously
identified biomarkers needs to be confirmed in larger cohorts.
Interestingly however, the percentage of circulating fibrocytes
2 months after the AECOPD was not related to mortality but
rather to a more pronounced bronchial obstruction and a more
degraded hematosis.

The present study has some limitations, which deserve further
comment. The initial cause of AECOPDs has not been initially
explored. From the literature, viral and bacterial infections are
responsible for 40% and 21% of AECOPDs, respectively.””
Furthermore, we did not perform bronchoalveolar lavage during
AECOPDs. Bronchoalveolar lavage samples from patients with
AECOPDs might show increased CXCLI12 levels to confirm
the notion that this chemokine could be important in fibrocyte
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recruitment to the lungs. Moreover, we did not systematically
measure airway wall thickness using a computed tomographic
scan or pulmonary arterial pressure23 in the present study because
circulating fibrocyte counts have been shown to be increased
during pulmonary hypertension only in very young patients and
never in patients with COPD.”* One might suggest that a large
proportion of the enrolled patients were not tested at V2, which
could limit the results from the stable state. However, only 12
from the 54 enrolled patients were lost at follow-up, whereas
the remaining 10 patients were either frequent exacerbators,
deceased before V2, or had attended V2 but their fibrocyte
quantification failed. In addition, we limit the in vitro experiments
to the analysis of migration, and thus we did not explore other
fibrocyte functions, such as production of extracellular matrix
components or proinflammatory mediators. Such further
results might precisely define the role of fibrocytes in COPD
exacerbation.

In conclusion, this study demonstrates that circulating
fibrocytes are recruited during COPD exacerbations and are
related to mortality and lung function. From the in vitro
experiments, the CXCL12/CXCR4 axis appears to be involved
in such fibrocyte recruitment. Thus targeting CXCR4 to limit
the recruitment of fibrocytes could be of potential interest.
Nevertheless, further studies are required to assess the efficacy
of CXCR4 antagonists in vivo on both mortality and lung function
decline, which represent the 2 most relevant COPD outcomes.

We thank the study participants, the staffs of intensive care units and respi- Q4

ratory and lung function testing departments from the University Hospital of
Bordeaux, and Virginie Niel and Thomas Royo-Lazaro for technical
assistance.

Clinical implications: There are higher numbers of circulating
fibrocytes in patients with exacerbating COPD. A high fibrocyte

count during a COPD exacerbation is associated with an
increased risk of death.
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METHODS
Study populations

Subjects aged more than 40 years were eligible for enrollment if they had a
clinical diagnosis of COPD exacerbation according to the GOLD
guidelines,”" which was defined as change in the patient’s baseline dyspnea,
cough, and/or sputum that is beyond normal day-to-day variations, is acute
in onset, and might warrant a change in regular medication. Patients with
COPD with exacerbation have been recruited during hospitalization in the
intensive care unit, in the respiratory department, or as outpatients in the
clinical investigation center of the University Hospital of Bordeaux. Fifty
healthy volunteers without any history of lung disease and with normal lung
function testing (ie, FEV; and FVC >80% of predicted value and FEV,/
FVC ratio >0.70) were recruited. The main exclusion criteria for patients
with COPD and healthy subjects were history of asthma, lung fibrosis,
idiopathic pulmonary hypertension, and chronic viral infections (hepatitis
and HIV). Both patients with exacerbating COPD and control subjects were
enrolled within the Firebrob study. Additionally, patients with COPD without
any exacerbations during a preceding minimal period of 12 months were also
recruited from the Cohorte Obstruction Bronchique et Asthme (COBRA;
Bronchial Obstruction and Asthma Cohort; sponsored by the French National
Institute of Health and Medical Research [INSERM]) cohort as control
outpatients in the Clinical Investigation Centre of the University Hospital of
Bordeaux by using the same exclusion criteria. They are designated as patients
with nonexacerbating COPD in the following text.

All subjects provided written informed consent to participate to the study
after the nature of the procedure had been fully explained. All clinical data
were collected in the Clinical Investigation Center (CIC1401) from the
University Hospital of Bordeaux. The study protocol was approved by the
local research ethics committee and the French National Agency for
Medicines and Health Products Safety.

Design of the Firebrob study

The study was a clinical trial conducted from May 2011 to May 2015.
Patients were recruited from (1) the Intensive Care Unit of Pellegrin Hospital,
(2) the Intensive Care Unit of Saint André Hospital, (3) the Respiratory
Department of Haut-Lévéque Hospital, and (4) the Clinical Investigation
Centre of the University Hospital of Bordeaux. The study was sponsored by
the University Hospital of Bordeaux (ie, CHU de Bordeaux) and funded by
Nycomed and Takeda. All authors were academic and made the decision to
submit the manuscript for publication and vouch for the accuracy and integrity
of the contents. The study has been registered at ClinicalTrials.gov as no.
NCTO01196832 (ie, Firebrob study).

The study design is summarized in Fig 1. There were 2 visits for patients
with exacerbating COPD: a visit during an exacerbation (inclusion [V1])
and a visit 2 months = 7 days after ab exacerbation (stable state [V2]). The
inclusion visit (V1) consisted of patient information, signature of the informed
consent form, and venous blood sample (50 mL) for fibrocyte analysis. The
second visit (V2) consisted of a clinical (Eentret Assessment Test [CAT]
and St Georges Quality of Life Questionnaire [SGQLQ]) and functional
(plethysmography, TLCO, and arterial gas) evaluation and venous blood
samples (50 mL) for fibrocyte analysis. Subjects who experienced a COPD
exacerbation (as defined by the study protocol) between V1 and V2 had to
be seen 2 months after the last exacerbation for V2. There was only 1 visit
for control subjects and patients with nonexacerbating COPD, during which
the informed consent form was signed, a clinical (CAT and SGQLQ) and
functional (plethysmography, TLCO, and arterial gas) evaluation was
performed, and a blood sample was taken for fibrocyte analysis.

The primary outcome was the percentage of blood fibrocytes among
PBMCs. Secondary outcomes included characterization of fibrocyte
chemokine receptor expression.

Circulating fibrocytes
NANT cells were obtained, as described previously, with some
modifications.”> PBMCs were first separated from whole blood by means of
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Ficoll-Hypaque (Dutscher) density gradient centrifugation. After the first
centrifugation at 150g for 15 minutes, the top plasma layer was harvested
and kept at —80°C for further analysis. Mononuclear cells at the interface
were harvested and washed once with PBS. Erythrocyte lysis was performed
by adding 20 mL of hypotonic 0.2% NaCl solution for 30 seconds, followed by
adding 20 mL of 1.6% NaCl to end with an isotonic solution. Mononuclear
cells were again washed with PBS; resuspended in Dulbecco modified Eagle
medium (Sigma-Aldrich) containing 4.5 g/L glucose and L-glutamine;
supplemented with 20% FBS (Invitrogen, Cergy Pontoise, France),
penicillin/streptomycin (Invitrogen), and MEM nonessential amino acid
solution (Sigma-Aldrich); and incubated for 1 hour at 37°C. The nonadherent
mononuclear cell fraction was taken and washed in cold PBS containing 0.5%
BSA (Sigma-Aldrich) and 2 mmol/L EDTA (Invitrogen). T cells were further
depleted with anti-CD3 mAb (Miltenyi Biotech, Paris, France). At least
0.2 X 10° NANT cells were distributed in each FACS tube and fixed overnight
with Cytofix/Cytoperm (eBioscience, Paris, France).

Identification and characterization of circulating
fibrocytes

Fibrocytes were identified by means of flow cytometry as double positive
for the surface marker CD45 and the intracellular marker collagen I (see
Fig E1). Fixed blood NANT cells were washed in permeabilization buffer
(eBioscience) and incubated either with mouse anti-human collagen I
antibody (Millipore, St-Quentin-en-Yvelines, France) or matched IgG;
isotype control (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), followed
by fluorescein isothiocyanate—conjugated anti-mouse antibodies (Beckman
Coulter, Villepinte, France). Next, the cell pellet was incubated with either
allophycocyanin (APC)—conjugated anti-CD45 antibodies (BD Biosciences)
or matched APC-conjugated IgG, isotype control (BD Biosciences). The
cell suspension was analyzed with a BD FACSCanto II flow cytometer (BD
Biosciences). Offline analysis was performed with FACSDiva (BD
Biosciences) and FlowJo (TreeStar, Ashland, Ore) software. The negative
threshold for CD45 was set by using a matched APC-conjugated IgG, isotype
control, and all subsequent samples were gated for the CD45™ region (see Fig
El). Cells gated for CD45 were analyzed for collagen-1 expression, with
negative control thresholds set by using fluorescein isothiocyanate—stained
cells. Specific staining for collagen-1 was determined as an increase in
positive events over this threshold. Fibrocyte numbers were expressed as
both a percentage of total PBMC counts™ and the absolute number of cells.”*
Antigen CD34 progenitor cell marker and chemokine receptor expressions
were also assessed by means of flow cytometry with specific fluorescent
antibodies directed against CD34, CCR3, CCR7, CXCR4 (BD Biosciences),
and CCR2 (R&D Systems) and their corresponding irrelevant antibodies.
Blood fibrocyte morphology was checked by using phase-contrast microscopy
(Nikon, Champigny sur Marne, France).

Fibrocyte migration

Fibrocyte migration was assessed by using a modified Boyden chamber
assay. The transwell inserts (pore size, 8 um; Dutscher) and wells were coated
for 1 hour at room temperature with polylysine—ethylene glycol (SuSoS,
Diibendorf, Switzerland) to prevent cell adhesion. The inserts and wells were
rinsed with PBS. In total, 0.3 X 10° NANT cells resuspended in 0.2 mL of
Dulbecco modified Eagle medium containing 4.5 g/L glucose and L-glutamine
supplemented with Insulin Transferrin Solution (Dutscher), penicillin/
streptomycin, and MEM nonessential amino acid solution were added to the
upper compartments of each well. When indicated, NANT cells were
pretreated for 1 hour at 37°C with 25 pg/mL plerixafor (Sigma-Aldrich), an
antagonist of CXCR4,” or 3.8 wg/mL SB 328437 (R&D Systems), an
antagonist of CCR3,"° before being added to the upper compartment.
Recombinant human CXCL12-a¢ (25-200 ng/mL, R&D Systems),
recombinant human CCL11 (25-200 ng/mL, R&D Systems), or plasma
(50% diluted from blood) from patients with exacerbating COPD or control
subjects was added to the bottom compartment of each well. After 12 hours,
the content of the bottom compartment was removed to assess fibrocyte
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migration by using flow cytometry with double labeling with CD45—collagen
I, as described above. Flow cytometric counts for each condition were
obtained during a constant predetermined time period to obtain absolute
values of migratory cells (I minute).”” The fraction of migratory fibrocytes
was defined as the number of CD45"Coll ™" cells counted in the bottom
chamber divided by the number of CD457Coll™ cells added in the upper
compartment. These values were normalized to the fraction of migratory
fibrocytes obtained in the basal condition (medium only).

Measurement of plasma CXCL12 and CCL11

concentrations

Concentrations of plasma CXCL12-oo (R&D Systems), CXCLI12-3
(Sigma-Aldrich), and CCL11 (R&D Systems) were measured by means of
ELISA, according to the manufacturer’s instructions.

Statistical analysis

The primary outcome was the percentage of blood fibrocytes among
PBMCs. Secondary outcomes were number of deaths, CAT score, SGQLQ
score, FEV,, FVC, FEV /FVC ratio, FEF,s.75, Pao,, and TLCO. Statistical
analysis was performed with Prism 6 software (GraphPad Software, La Jolla,
Calif). Values are presented as means = SDs. Statistical significance (P <.05)
was analyzed by using Fisher exact tests for comparison of proportions, by
using 2-sided independent ¢ tests and multivariate ANOVA for variables
with a parametric distribution, and by using the Kruskal-Wallis test with
multiple comparison z tests, Mann-Whitney U tests, paired Wilcoxon tests,
and Spearman correlation coefficients for variables with a nonparametric
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distribution. Survival in patients with exacerbating COPD with high
versus low blood fibrocyte counts was compared by using Kaplan-Meier
analysis.
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FIG E1. Identification of fibrocytes by using flow cytometry and phase-contrast microscopy. Representative
dot plots of flow cytometry for fibrocyte quantification from a patient with COPD exacerbation.
A, Total NANT cell population selected on unstained cells. B, Isotype control for CD45 set on unstained cells.
C, positive population for CD45. D, Isotype control for collagen-1 set on a CD45-gated population. E, Positive
population for both CD45 and collagen-1. FITC, Fluorescein isothiocyanate; FSC-A, forward scatter; SSC-A,
side scatter. F, Representative image of cultured blood fibrocytes taken with a phase-contrast microscope,
showing their morphology as spindle-shaped adherent cells. Bar = 20 pm.
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Fibrocytes at
the stable state (V2)
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FIG E2. Percentage of CD45"Col1" cells among PBMCs of patients with
exacerbating COPD at V2 with 1 or no unscheduled visits (n = 15) or with
2 or more unscheduled visits (n = 16) the year before V1. Medians are
represented as gray horizontal lines. *P < .05, Mann-Whitney test.
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FIG E3. A, Migration of fibrocytes from control subjects (n = 3, gray bars)
and patients with exacerbating COPD (n = 6, black bars) in response to
plasma of patients with exacerbating COPD in the presence or absence of
3.8 pg/mL SB 328437 (paired t test). B, Plasma CCL11 levels in individual
subjects. Cont, Control subjects; NE, patients with nonexacerbating
COPD; V1, patients with exacerbating COPD during an AECOPD; V2,
patients with exacerbating COPD in the stable state. C, Migration of
fibrocytes from control subjects (n = 4, gray lines) and patients with
exacerbating COPD (n = 6, black lines) in response to CCL11. D, Migration
of fibrocytes from control subjects (n = 4) and patients with exacerbating
COPD (n = 5) in response to CCL11 in the presence or absence of
3.8 ng/mL SB 328437. P < .001, paired t test. Results are expressed as
means + SEMs (Fig E3, A, C, and D) or with symbols indicating individual
subject values and horizontal gray lines representing medians (Fig E3, B).
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FIG E4. Individual CXCL12-8 plasma concentrations. Cont, Control sub-
jects; NEx, patients with nonexacerbating COPD; V17, patients with
exacerbating COPD during an AECOPD; V2, patients with exacerbating
COPD in the stable state. Symbols indicate individual subjects, and
horizontal gray lines represent medians.
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TABLE E1. Characteristics of patients with nonexacerbating

COPD

Patients with

nonexacerbating COPD

No. 9
Age (y) 613 £ 64
Sex (M/F) 8/1
Body mass index (kg/m?) 319 = 8.1
Current smoker (yes/no) 3/6
Former smoker (yes/no) 6/3
Pack years smoked (no.) 39.7 = 17.1
In the previous year, no. of subjects with:

0 unscheduled visit/y 9
Hospitalization (yes/no) 0/9
Ventilation mode

Spontaneous ventilation (yes/no) 9/0

Noninvasive ventilation (yes/no) 0/9

Orotracheal intubation (yes/no) 0/9
Stable state

COPD duration (y) 6.8 = 4.8

FEV, (percent predicted) 68.0 = 16.1

FEV,/FVC ratio (%) 604 = 7.7

FVC (percent predicted) 89.9 * 16.9

TLCO (percent predicted) 754 = 419

Pao, (mm Hg) 76.6 = 10.5

Values are presented as means * SDs where shown.
F, Female; M, male.
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Cette étude est la premiére a décrire le recrutement de fibrocytes sanguins
chez des patients en exacerbation de BPCO. Ce recrutement semble suivre une voie
de signalisation dépendante de CXCR4 comme cela a été décrit dans I'asthme ou la
fibrose pulmonaire idiopathique. Il existe dans I'étude un risque accru de décés
corrélé aux taux de fibrocytes sanguins. La voie de signalisation du CXCR4 pourrait
étre une cible thérapeutique intéressante en supplément des traitements habituels de
I'exacerbation de BPCO pour prévenir les conséquences des exacerbations sur le
remodelage bronchique voir la mortalité.
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llI-B Etude des fibrocytes sanguins et
pulmonaires dans la BPCO a I'état stable
(Fibrochir)

En parallele de I'étude Firebrob, nous avons mis en place une autre étude,
Fibrochir, pour analyser les fibrocytes sanguins mais aussi pulmonaires dans la
BPCO a I'état stable. Etant donné qu’il n’a jamais été retrouvé a I'’heure actuelle de
fibrocyte pulmonaire chez le sujet sain, il nous a semblé intéressant de comparer la
distribution des fibrocytes pulmonaires entre un groupe de témoins sains, un groupe
témoins fumeurs (pour éventuellement établir un role entre tabac et fibrocyte) et un
groupe de patients BPCO. De plus, il était important de recruter des patients BPCO
de tous stades afin de statuer sur une variabilité de distribution des fibrocytes entre
les stades.

Les facteurs confondants comme [I'asthme(49), la fibrose pulmonaire
idiopathique(5), I'hypertension artérielle pulmonaire(124)(125), la mucoviscidose ont
été exclus. De plus, certaines situations cliniques pouvant interagir avec les
fibrocytes ont été relevées comme : rhumatisme articulaire chronique(126), brulures
cutanées(25)(127), pneumopathie dans les 12 mois précédents, artériopathie,
valvulopathie(128), maladie inflammatoire et allergie. Cette étude implique une
proportion trés importante de patients atteints de cancer pulmonaire, méme si nous
nous sommes limités aux stades précoces (tous pNOMO, donc limités aux tumeurs
localisées au poumon) pour lesquels le référentiel thérapeutique reste un traitement
local isolé (chirurgie si possible sinon radiothérapie)(129).

Les premiers résultats de cette étude dont les inclusions sont terminées
depuis avril 2015 mais dont les visites se poursuivent jusqu’en avril 2016 sont
présentés ci-apres.

llI-B-1 Caractéristiques des patients
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Tableau 8 : Caractéristiques cliniques et fonctionnelles des patients Fibrochir

Témoin non  Témoin fumeur BPCO o]
fumeur
n 10 15 14
Sexe M/F 1/9 5/10 12/2 °0,001
Age 67 +/- 2,2 56,9 +/- 1,8 67,9 +/- 2,3 *0,001" "8
Taille (cm) 158 +/- 2,2 163 +/- 2,6 167 +/- 1,6 *0,037"°
Poids (kg) 73,9 +/-7,2 66,3 +/- 4,9 70,4 +/- 3,2 *0,58
Allergie (%) 40 27 21 °0,60
Nbr de paquet- 0 27 +/- 3,3 51,1 +/-4,5
années *<0,001
VEMS (%) 106,3 +/- 6,1 96,1 +/- 3,5 64,4 +/- 4,6 *<0,001" "5
CVF (%) 112,4 +/- 6,1 103,8 +/- 3,2 85,6 +/- 3,9 *<0,001" 25
VEMS/CVF 0,8 +/- 0,03 0,77 +/- 0,02 0,58 +/- 0,03 *<0,001" 2"
DEMI!I 25/75 75,4 +/- 7,9 72,8 +/- 5,6 32 +/- 3,4 *<0,001" """
CP('f ()%) 108,4 +/- 5 105,3 +/-2,9  108,4 +/-5,3 *0,84
VR (%) 113,3 +/- 7,8 110,4 +-7,7  147,1+/- 14,2 *0,034"°
PaO2 (mmHg) 78,1 +/-43 87,7 +/-3,2 81,2 +/- 2,56 *0,12
PaCO2 35,8 +/- 0,8 35,8 +/- 0,8 38,5 +/-0,8 *0,038"°
(mmHg)
pH 7,44 +/- 0,01 7,44 +/- 0,01 7,41 +/- 0,01 *0,054
TLCO (%) 97,4 +/- 7,1 70,8 +/- 3,6 59,1 +/- 5,5 *<0,001""""°
TDM6M (m) 507 +/- 16 508 +/- 21 472 +/- 18 *0,33
Saint-(o;eorges 15,6 +/-4,7 14,2 +/-4.,4 17,3 +/-6,4 *0,90
<A@m 9+/-1,8 8,5 +/- 2 9,6 +/-2,2 *0,92
MRC 0,2 +/-0,13 0,3 +/-0,12 1,2 +/- 0,32 *0,008" "

Résultats en moyenne +/- erreur standard ; p : * par anova, + par kruskal-wallis,

o

test exact de Fisher, en indice : bonferroni ou z test (N : non-fumeur, F : fumeur, B :

BPCO).
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Au total, 39 inclusions sur les 45 prévues initialement ont été enregistrées
avec une bonne répartition entre les groupes. Dans le groupe de patient BPCO, on
dénombre 3 patients stades 1 de GOLD, 8 stades 2, 1 stade 3 et 2 stade 4. On
retrouve beaucoup plus d’hommes dans le groupe BPCO que dans les groupes
témoins et la taille des patients est plus grande chez les BPCO que chez les non-
fumeurs. Une différence attendue est retrouvée entre d’'une part les données
spirométriques, le nombre de PA-tabac et d’autre part les groupes. Le questionnaire
CAT, initialement réalisé pour les patients BPCO, ne met pas en évidence de
différence entre les groupes. Cependant, des questions comme « je dors bien », « je
suis plein d’énergie », « je ne suis pas inquiet quand je quitte la maison en dépit de
mes problémes respiratoires » peuvent étre biaisées en cas de patient opéré de
cancer. Le questionnaire Saint-Georges est initialement réalisé pour les patients
BPCO. Les groupes témoins sont moins dyspneiques que le groupe BPCO selon
I'échelle MRC.

Les caractéristiques des patients BPCO selon les stades d’obstruction fonctionnelle
sont répertoriées ci-dessous.
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Tableau 9 : Caractéristiques cliniques et fonctionnelles des patients BPCO de

Fibrochir
BPCO stade 1 BPCOstade2 BPCOstade3 BPCO stade 4
n 3 8 1 2
Sexe M/F 2/1 8/0 1/0 11
Age 61,7 +/- 2,3 71,9 +/- 2 78 56,8 +/- 6,5
Taille (cm) 165,3 +/- 5,7 167 +/- 2,1 168 169,5 +/- 0,5
Poids (kg) 63,3 +/- 5,2 72,9 +/-4,9 75 69 +/- 9
Allergie (%) 0 25 0 50
Nbr de Qaquet- 46,7 +/- 8,8 52,9 +/-7,8 50 52,5 +/-7,5
années
VEMS (%) 83,7 +/-0,9 67,5+/-1,9 48 31 +/-1
CVF (%) 107,3 +/- 5,2 80,1 +/-2,9 69 83,5 +/- 8,5
DEMI\:I 25/75 39 +/- 2,1 36,2 +/- 3,4 22 9,5+/-0,5
CI=‘('I4)()%) 120,3 +/- 7 96 +/- 3,1 104 142,5 +/- 10,5
VR (%) 144,7 +/- 25,4 122,7 +/- 8,7 146 248,5 +/- 41,5
PaO2 (mmHg) 79,1 +/-2,2 82 +/- 3,2 84 80,3 +/- 16,5
PaCO2 (mmHg) 38 +/-1,5 37,4 +/-0,7 42,8 41,6 +/- 3,35
pH 7,42 +/- 0,01 7,42 +/- 0,01 7,39 7,41 +/- 0,01
TLCO (%) 66,3 +/- 12,4 63 +/- 7,4 55 37 +/-13
TDM6M (m) 488 +/- 34 494 +/- 17 400 397 +/- 82
Saint-(o-:-eorges 6,9 +/-3 20,3 +/-10 1,46 49,3
CA'{?()ast 8,7 +/- 2 8,6 +/- 3,5 5 22
mMRC 0,7 +/- 0,3 0,7 +/- 0,2 1 3,5+/-0,5

Résultats en moyenne +/- erreur standard

Le score de BODE n’est pas indiqué dans ce tableau car seuls les patients BPCO
stade 4 présentaient un score de 6 et 7, le patient stade 3 un score de 2 sinon le
score était de 0 ou 1 pour tous les autres patients.
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llI-B-2 Quantification des fibrocytes sanguins

Tableau 10 : Répartition des cellules sanguines chez les patients Fibrochir

Témoin non Témoin BPCO
fumeur fumeur
n 8 14 12
PBMC (%) 345 +/-9,8 22.8 +/- 4.1 14,1 +/- 3 *0,054
NANT (%) 12,6 +/- 2,9 10,2 +/- 2,4 41 +/-0,8 *0,031"°
Fibrocyte 9+/-2,6 72+/-24 10,5 +/- 2,7 *0,64
dans PBMC
(%)
Fibrocyte 25,2 +/- 8,5 15,3 +/- 3,4 34,6 +/- 8,7 +0,22
dans NANT
(%)
Nbr absolu de 1,12 +/- 0,25 0,99 +/- 0,16 0,62 +/- 0,11 *0,13
PBMC (10°/ml)
Nbr absolu de 7,8 +/-2 7,7 +/- 31 79 +/-2,8 *0,99
Fibrocytes
(10%/ml)

Résultats en moyenne +/- erreur standard ; p : * par anova, + par kruskal-wallis, en
indice : bonferroni ou z test (N: non-fumeur, F: fumeur, B: BPCO). PBMC :
peripheral blood mononuclear cells, NANT : non-adherent non-T cells.

Il existe une baisse significative des NANT entre les patients non-fumeurs et
les patients BPCO. On ne retrouve pas de différence dans les concentrations
sanguines de fibrocytes des différents groupes. Il existe une bonne corrélation entre
la concentration de fibrocytes dans les NANT et celle dans les PBMC (r=0,803 ;
p<0,001). L’analyse par le test de Pearson retrouve une corrélation entre la partie
2S6 (r=0,436 ; p=0,014) et la partie 2S7 (r=0,531 ; p=0,002) du questionnaire Saint-
Georges et le pourcentage de fibrocytes dans les NANT ; sans corrélation sur le
total, ni en prennant en compte le nombre absolu de fibrocytes.
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Tableau 11 : Corrélation de Pearson entre le pourcentage de fibrocytes sanguins
dans les NANT et les sous-sections 2S6 et 2S7 du questionnaire Saint-Georges.

Corrélations
Saint-
Fibrocytes Georges
dans NANT | P2S6 | P2S7 total
Fibrocytes Corrélation de . "
dans NANT Pearson 1 436 ;531 313
Sig. (bilatérale) 014 002 087
N 34 31 31 31

En analysant le groupe BPCO, il existe une corrélation forte entre le
pourcentage de fibrocytes dans les PBMC et les NANT et la partie 1
« symptdmes »(r=0,7 et r=0,76 ; p<0,05 respectivement), la partie 251 (r=0,68 et
r=0,72 ; p<0,05 respectivement) et la partie 2S7 (r=0,77 et r=0,76; p<0,05
respectivement) du questionnaire Saint-Georges ; sans corrélation sur le total. Le
pourcentage de fibrocytes sanguins dans les NANT est aussi corrélé a I'antécédent
« allergie » des patients BPCO (r=0,744 ; p=0,005). Le paramétre « allergie » a été
renseigné de maniére large en prenant en compte tout type d’allergie (pollen,
médicament, autre) décrite par le patient sans autres explorations.

Tableau 12 : Corrélation de Pearson entre les pourcentages de fibrocytes sanguins
et les sous-sections du questionnaire Saint-Georges.

Corrélations

partie1 Saint-
symptomes P2S1 P2S7| Georges total
Fibrocytes dans Corrélation * * .
NANT de Pearson 7163 122 760 ,639
Sig.
(bilatérale) ,017 ,028 ,018 ,064
N 9 9 9 9
Fibrocytes dans Corrélation * * .
PBMC de Pearson ,698 680 766 580
Sig.
(bilatérale) ,037 ,044 ,016 101
N 9 9 9 9

Il n’est pas retrouvé de corrélation entre les différents stades GOLD de BPCO

et les poucentages ou le nombre abolu de fibrocytes sanguins. Cependant, ce
résultat est a tempérer car les analyses des 2 patients stade 4 n’ont pu étre réalisées
(préléevement le week-end ou le vendredi au cours de transplantation pulmonaire,
pour une analyse sur 2 jour impossible) et qu’il existe un seul patient stade 3 pour
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lequel le taux de fibrocytes sanguins est plutdét bas comparé a la hausse qui semble
se dessiner en comparant le stade 1 au stade 2.

Tableau 13 : Répartition des cellules sanguines chez les patients BPCO de Fibrochir

BPCO stade 1 BPCO stade 2 BPCO stade 3
n 3 8 1
PBMC (%) 8,6 +/- 0,6 17,8 +/- 3,9 0,9
NANT (%) 3,2+/-0,5 5+/-1 0,2
Fibrocyte dans 3,5+/-2 13,5 +/- 3,5 7,3
PBMC (%)
Fibrocyte dans 7,9 +/-3,2 449 +/- 11,2 32,8
NANT (%)
Nbr absolu de 0,6 +/- 0,1 0,7 +/-0,15 0,04
PBMC (10%/ml)
Nbr absolu de 2,5+/-1,7 10,9 +/- 3,7 0,3
Fibrocytes
(10%/mlI)
Résultats en moyenne +/- erreur standard

PBMC : peripheral blood mononuclear cells, NANT : non-adherent non-T cells
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lI-B-3 Quantification des fibrocytes péri-
bronchiques

L’analyse en IHC des prélévements pulmonaires se heurte a un probléme de
lisibilité des lames avec un marquage collagéne (marron) diffus sans pouvoir isoler
clairement des cellules doublement marquées CD45+ (rouge) (figure 15). Une
premiére tentative d’'IHC avec un anticorps de rat anti-humain pro-collagéne | n’a pas
fonctionné. La théorie d’'un marquage collagéne marron en intracellulaire pour une
différenciation avec le CD45 rouge membranaire semble, elle aussi, difficile a
exploiter. Une alternative est de réaliser un double marquage CD34+/CD45+ en
étant tout de méme conscient qu’il s’agit d’'un double marquage membranaire. Une
autre voie de quantification est 'immunofluorescence non testée a ce jour, voire une
quantification en FACS aprées tamisage des prélévements non testée a ce jour et
moins démonstrative.

Figure 15 : IHC de parenchyme pulmonaire doublement marqué CD45 en rouge et
collagéne en marron.

S’agissant de [l'objectif principal de cette étude, c'est bien sur I'axe de
recherche a privilégier et éclaircir.



llI-B-4 Mesures scannographiques

Tableau 14 : Caractéristiques scannographiques du parenchyme des patients
Fibrochir

LAA (%) 4,1 +/-11 4 +/-1,15 17,3 +/- 3,5 +<0,001VEFE

Densité -820 +/- 10 -818 +/- 9 861 +/- 6 *0,001"EFE
inspiratoire
(UH)
Densité -806 +/- 15 -828 +/-7 -844 +/- 14 *0,11
expiratoire
(UH)

Ratio E/I 0,982 +/- 0,016 0,999 +/- 0,002 0,982 +/-0,012 *0,52
densité

Différence I-E 14,7 +/- 13,9 0,6 +/- 0,68 15,2 +/- 10,3 *0,52
densité (UH)

Volume 4365 +/-204 5044 +-282 6180 +/- 192  *<0,001"

pulmonaire
(cm3)

Volume 4175 +/- 176 4816 +/- 234 5015 +/- 171 *0,02N°

fonctionnel
(cm3)

Air trapping 17,8 +/- 3,6 12,7 +/-2,2 349+/-36 *<0,001"EFB
950 (%)

Air trapping 18,4 +/- 3,7 13,2 +/- 2,3 38,2 +/- 4.1 *<0,001"EFB
1024 (%)

Résultats en moyenne +/- erreur standard, p : * par anova, + par kruskal-wallis, en
indice : bonferroni ou z test (N : non-fumeur, F: fumeur, B: BPCO). LAA: Low
Attenuation Area, Volume fonctionnel = Volume*(1-LAA%).

Ces différences étaient attendues et sont largement documentées dans la
littérature(130)(131). Le volume pulmonaire est difficilement analysable car les
caractéristiques sexe et taille sont différentes entre les groupes. Ce travail confirme
un emphyséme plus marqué chez les BPCO (LAA% augmentée et baisse de la
densité pulmonaire inspiratoire) ainsi qu’un trappage de l'air plus important en
expiration. Le test de Pearson ne retrouve pas de corrélation entre les paramétres
parenchymateux mesurés et les pourcentages ou le nombre absolu de fibrocytes
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sanguins dans les PBMC ou les NANT, sur les patients Fibrochir et les patients
BPCO.

Tableau 15 : Caractéristiques scannographiques des bronches des patients Fibrochir

Témoin non Témoin BPCO p
fumeur fumeur
n 10 13 10
WA 4 (mm?) 27,8 +/-2,6 34,3 +/-2,8 35,7 +/- 2 *0,1
WA 5 (mm?®) 17,2 +/- 1,2 21,6 +/-1,6 22,6 +/-1,7 *0,048"
LA 4 (mm?) 17,1 +/-2,4 23,5 +/-2,8 20,2 +/- 2 *0,21
LA 5 (mm?) 8,5+/-0,9 11,8 +/- 1,4 9,6 +/-0,9 *0,13
LD 4 (mm) 4,6 +/- 0,3 5,33 +/-0,3 5+/-0,2 *0,23
LD 5 (mm) 3,3 +/-0,2 3,8 +/-0,2 3,5+/-0,2 *0,17
WT 4 (mm) 1,45 +/- 0,1 1,56 +/- 0,1 1,69 +/- 0,1 *0,07
WT 5 (mm) 1,21 +/- 0,1 1,33 +/- 0,1 1,44 +/- 0,1 *0,01" >
WA4% 3,67 +/- 0,15 3,98 +/- 0,17 4,23 +/- 0,12 *0,06
WA5% 2,99 +/- 0,1 3,3 +/-0,1 3,5+/-0,1 *0,018"

Résultats en moyenne +/- erreur standard, p : * par anova, + par kruskal-wallis, en
indice : bonferroni ou z test (N : non-fumeur, F : fumeur, B : BPCO). WA : Wall Area,
LA : Lumen Area, LD : Lumen diameter, WT : Wall Thickness, WA% : WA normalisée

sur le diamétre total (2*V ((WA+LA) / ).

Comme attendu, il y a une augmentation de I'épaisseur bronchique de la 5°™

génération chez le patient BPCO vs témoin non fumeur. Il n'est pas retrouvé de
corrélation entre les pourcentages ou le nombre absolu de fibrocytes sanguins dans
les PBMC ou NANT et les paramétres de paroi bronchique mesurés, sur les patients
Fibrochir et les patients BPCO.
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Tableau 16: Caractéristiques scannographiques de la vascularisation pulmonaire des
patients Fibrochir

Témoin non Témoin BPCO p
fumeur fumeur
10 14 14
Nbr Vx 1-5mm 18140 +/- 2151 22188 +/- 2589 17497 +/- 1284 *0,21
Nbr Vx >5mm 1116 +/- 99 1314 +/- 99 1087 +/- 39 +0,20
Nbr total de 19257 +/- 2234 23502 +/- 2649 18584 +/- 1307 *0,20
VX
Surface Vx 1-  2,19+/-0,24  2,71+/-0,28 2,12 +/- 0,14 *0,14
5mm (dm?)
Surface Vx> 0,75 +/-0,07 0,90 +/- 0,07 0,74 +/- 0,03 +0,18
5mm (dm?)
Surface 2,94 +/-0,30 3,61+/-0,34 2,87 +/-0,16 *0,1
vasculaire
(dm?)
Surface pulm 4927 +/-39,7 602,4 +/-43,4 678,7 +/- 47,4 *0,028" "
totale (dm?)
Rapport Surf 0,45 +/-0,03 0,46 +/-0,05 0,32 +/- 0,02 *0,02"°
Vx1-
5/poumon (%)
Rapport Surf 0,15 +/- 0,01 0,15+/- 0,01 0,11 +/-0,005  *0,001"""F"5
Vx>5/poumon
(%)
Rapport Surf 0,60 +/-0,04 0,61 +/-0,06 0,43 +/-0,02  *0,008"""F*
Vx/poumon
(%)
CSA%5 0,54 +/-0,05 0,52 +/-0,06 0,38 +/- 0,02 *0,026
CSA%>5 0,16 +/-0,01  0,15+/-0,01 0,11 +/- 0,01 *0,006" /7B
CSA%T 0,70 +/-0,06 0,67 +/-0,06 0,49 +/-0,03  *0,015 " °
CSN%5 0,48 +/-0,05 0,47 +/-0,06 0,33 +/- 0,02 *0,047
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CSN%>5 0,023 +/- 0,002 0,021 +/- 0,002 0,016 +/- 0,001  *0,006" ">

CSN%T 0,50 +/- 0,05 0,49 +/- 0,06 0,35 +/- 0,02 *0,042

Résultats en moyenne +/- erreur standard, p : * par anova, + par kruskal-wallis, en
indice : bonferroni ou z test (N : non-fumeur, F: fumeur, B: BPCO). CSA : Cross
sectional Area. CSN : Cross sectional number.

Il N’y a pas de différence en nombre de vaisseaux mesurés toutes tailles, ni en
surface vasculaire entre les groupes. La surface pulmonaire est augmentée dans le
groupe BPCO vs non-fumeur, cela étant probablement le fait de caractéristiques
patients différentes (sexe, taille). Le calcul des CSA et CSN permet une
normalisation du nombre et de la surface vasculaire par rapport a la surface
pulmonaire. La diminution des CSA et CSN chez le patient BPCO est significative,
témoignant d’une raréfaction des vaisseaux en nombre et surface. Il n’est pas
retrouvé de corrélation entre les pourcentages ou le nombre absolu de fibrocytes
sanguins dans les PBMC ou NANT et les paramétres de vascularisation pulmonaire
mesurés, sur tous les patients Fibrochir et les patients BPCO.

I1I-B-5 Discussion

Selon les résultats de cette étude, il y a relativement peu de corrélation entre
les pourcentages ou le nombre absolu de fibrocytes sanguins et les données
cliniques ou radiologiques de patient sain, fumeur ou BPCO a I'état stable, hormis
avec des valeurs de sous-sections du questionnaire Saint-Georges :

- Pour I'ensemble des patients inclus, la partie 256 du questionnaire Saint-
Georges correspond aux activités quotidiennes qui pourraient étre génées par la
respiration et la partie 2S7 correspond a une description avec quelle intensité I'état
respiratoire retentit d’ordinaire sur la vie quotidienne.

- Pour les patients BPCO, la partie 1 « symptédmes » et |la partie 251 et 2S7 du
questionnaire Saint-Georges, la partie 2S1 correspondant a ce que les patients
pensent de leur état respiratoire ; et 'antécédent « allergie ».

Pour autant, ces corrélations ne sont pas retrouvées sur les sections « impact » ou
« actvités » ni sur le total du questionnaire Saint-Georges.

L’objectif primaire de I'étude des fibrocytes bronchiques reste dépendant de la
réussite d’'une analyse correcte en IHC des prélévements réalisés. De nombreux
tests avec des paramétres différents (incubation, dilution, perméabilisation) ont été
réalisés avec le marquage pro-collagéne, sans succés (diffusion extracellulaire
majeure empéchant toute analyse). De nouvelles analyses immunohistochimiques
sont en élaboration, notamment avec un double marquage membranaire CD34 et
CD45. La technique de cytométrie en flux est bien établie mais non démonstrative
sur la localisation des fibrocytes intra-pulmonaires. D’autres techniques comme
'immunofluorescence donnent de bons résultats(6)(132) mais n’ont pour le moment
pas été testées dans Fibrochir.

Les analyses scannographiques (compte tenu d’'une absence de corrélation avec les
fibrocytes sanguins) vont essentiellement servir de base pour un projet d’étude de
prédiction du VEMS post-opératoire basé sur le scanner préopératoire.
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llI-C Etude de I'effet d’inhibiteur calcique sur
le remodelage bronchique du patient
asthmatique sévere (Remodel’asthme)

Les précédentes études fondamentales réalisées au laboratoire Inserm 1045
sur le remodelage bronchique de patients asthmatiques sévéres ont permis de
montrer I'implication du calcium au niveau de la cellule musculaire lisse bronchique
asthmatique(133) et le bénéfice in vitro de I'application de Gallopamil sur I'inhibition
de prolifération des CML(104). C’est dans un but d’évaluation clinique, in vivo, de
l'effet d’'un médicament inhibiteur calcique (Gallopamil) chez les patients
asthmatiques sévére que I'étude Remodel'asthme a été élaborée. Cette évaluation a
porté sur [lhistologie (épaisseur de muscle lisse bronchique), [I'épaisseur
scannographique des bronches et la clinique (exacerbation), entre deux groupes
traités et analysés en double aveugle (un groupe placebo et un groupe Gallopamil)
pendant un an.
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Article 4: Calcium channel blocker reduces
airway remodeling in severe asthma: a
proof-of-concept study
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Scientific knowledge on the subject:

= Severe asthma is major cause of chronic morbidity, mortality and health care costs.

= Increased bronchial smooth muscle (BSM) mass, a key feature of airway remodeling, is
associated with the risk of asthma exacerbations and lung function decrease.

= The Ca?*-channel blocker gallopamil decreased the proliferation of BSM cells from severe

asthmatics in vitro.

What this study adds to the field:

= This translational clinical trial is the first to assess the long-term (12 months) effect of a
Ca?*-channel blocker on airway remodeling in severe asthmatics.

= Compared to placebo, gallopamil added to conventional anti-inflammatory treatment
significantly reduced normalized BSM thickness.

= This potential add-on treatment may provide a new, safe, and beneficial approach to BSM

remodeling consequences in severe asthma.

This article has an online data supplement, which is accessible from this issue's table of content

online at www.atsjournals.org



Abstract

Rationale: Severe asthma is a major public health issue throughout the world. Increased
bronchial smooth muscle (BSM) mass, a characteristic feature of airway remodeling in severe
asthma, is associated with resistance to high intensity treatment and poor prognosis. In vitro,
the Ca®*-channel blocker gallopamil decreased the proliferation of BSM cells from severe
asthmatics.

Objective: We conducted a double-blind, randomized, placebo-controlled study to evaluate the
effect of gallopamil on airway remodeling in patients with severe asthma.

Methods: Subjects received either gallopamil (n=16) or placebo (n=15) for 1 year and were
monitored for an additional 3-month period. Airway remodeling was analyzed at baseline and
after treatment phase using both fiberoptic bronchoscopy and CT scan. The primary endpoint
was the BSM area. Secondary endpoints included normalized BSM thickness and frequency of
asthma exacerbations.

Measurements and Main Results: BSM area was reduced in the gallopamil group (baseline vs.
end of treatment) but was unchanged in the placebo group. Between-group differences in BSM
area were not significantly different in gallopamil vs. placebo groups. By contrast, between-
group differences in normalized BSM thickness were significantly different between the 2
groups. The mean number of exacerbations per month was not different during the treatment
phase in gallopamil vs. placebo group but was significantly lower in patients previously treated
with gallopamil during the follow-up period. There were no differences between the groups
with respect to overall side effects.

Conclusion: Gallopamil treatment for 12 months reduces BSM remodeling and prevents the

occurrence of asthma exacerbations (ClinicalTrials.gov number, NCT00896428).
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Introduction

Severe asthma is a chronic airway disease that generates major consequences on morbidity,
quality of life, and economic burden (1, 2). One of its main prognostic factors is the occurrence
of bronchial smooth muscle (BSM) remodeling, corresponding to an increased BSM mass (3).
BSM remodeling results from a complex process, mainly involving an increased proliferation
of BSM cells, which has been demonstrated both ex vivo (4) and in vitro (5). To date, active
pharmaceutical compounds able to decrease BSM size within the whole bronchial tree are still
lacking (6). In particular, corticosteroids, which represent the gold standard of asthma therapy,
remain unable to decrease the proliferation of asthmatic BSM cells (7).

Using BSM cells obtained from severe asthmatics, we have previously demonstrated that such
an increased proliferation is triggered by extracellular calcium (Ca?*) influx, which
subsequently activates mitochondrial biogenesis (8). The Ca?*-channel blocker gallopamil, also
known as D600 or methoxyverapamil, abolished this Ca?* rise and inhibited transcription
factors expression involved in mitochondrial biogenesis, resulting in a reduction in
mitochondrial mass and BSM cell proliferation. However, the clinical effect of gallopamil on
BSM remodeling has not yet been evaluated in clinical trials of sufficient duration and power.
The objectives were to study the efficacy and safety of adding oral gallopamil for 12 months,
as compared with placebo, to a treatment regimen of inhaled corticosteroids and Long-Acting
Beta Agonists (LABAS) in severe asthmatics, in a randomized, double-blind, placebo-
controlled, parallel-group trial. We evaluated the effect of gallopamil on BSM mass, wall
thickness assessed by computed tomography, exacerbation frequency and other endpoints
during a 15-month period in patients with severe asthma. Indeed, we hypothesized that
gallopamil could decrease BSM size. Since BSM represents a large proportion of the bronchial

wall thickness in severe asthmatics, this reduced BSM size could also decrease wall thickness.



Methods

Participants

Subjects aged more than 18 years were eligible for enrolment if they had a clinical diagnosis of
asthma including characteristic symptoms (i.e. wheezing and breathlessness) (9), as well as
bronchial hyperresponsiveness confirmed either by a significant improvement by >15% in the
forced expiratory volume in 1 s (FEV1) 10 min after the inhalation of 200 ug of salbutamol, or
a provocative concentration of methacholine required to lower the FEV1 by 20% (PC2o) of <4
mg/ml according to the American Thoracic Society criteria (10). Main inclusion criterion was
a diagnosis of severe asthma according to the American Thoracic Society criteria (11). Main
exclusion criteria were current smoking or former smoking with more than 10 pack-years or
less than 3 years after quitting and recent asthma exacerbation (less than 6 weeks). Additional
criteria for exclusion were those related to contraindications to gallopamil or bronchoscopy.
Details of inclusion and exclusion criteria and permitted and excluded concomitant medications
are provided in the online data supplement.

All clinical investigations have been conducted according to the principles expressed in the
Declaration of Helsinki. All subjects provided written informed consent. The ethics committee
(Comité de Protection des Personnes) of South West area (France) approved the research

protocol on 24 June 2009.



Study Design and Treatment

The study was a single-center, randomised, double-blind, placebo-controlled, parallel-group
clinical trial conducted from December 2009 through February 2014. Bertin Pharma (Artigues-
Prés-Bordeaux, France) provides contract pharmaceutical services including gallopamil
importation (Abbott, Wiesbaden, Germany), placebo manufacturing and stability testing
according to Europe and US FDA Good Manufacturing Practices standards.

The statistician of the Methodology & Data management Centre established the randomization
list before the start of the study. Eligible patients were initially enrolled by clinical investigators
(i.e., POG, AO and PB) and were randomly assigned in a 1:1 ratio to receive either 100 mg of
oral gallopamil hydrochloride twice daily or a matching placebo. The allocation sequence was
created using SAS® (version 9.0) with a block size of four. A document describing the
randomization procedure was kept, confidentially, by the Methodology & Data management
Centre. Gallopamil and placebo tablets were identical in color, shape, and taste. All patients
and investigators were masked to treatment allocation. To ensure full masking, an independent
nurse and a qualified cardiologist were involved in the trial. At each patient visit, investigators
were not aware of heart rate, blood pressure and electrocardiogram results.

A 3-month run-in period was designed to optimize treatments of both asthma and co-
morbidities. There were then fifteen visits: a visit at the start of the trial (inclusion visit 3 months
before randomization (M-3)), a visit at randomization (baseline, Month 0 (M0)), twelve visits
every month during the 12-month treatment period (M1 to M12), and one additional visit at the
end of the 3-month follow up at the 15" month (M15). During the 12-month treatment period,
a prevention of exacerbation plan was followed (see Table E1 in the online data supplement).
Such an action plan has been shown to decrease bronchial inflammation (12). Indeed, it was

our hypothesis that mitochondrial biogenesis could be activated not only by gallopamil-



dependent calcium pathway but also by inflammatory pathways (13). Each randomized patient
underwent two fiberoptic bronchoscopies and two CT scans at MO and M12. Airway
remodeling was assessed by two complementary methods: first, on bronchial specimens, the
BSM area was automatically assessed on 6 to 8 sections per biopsy and 3 biopsies per subject
using optic microscopy, alpha-smooth muscle staining by immunohistochemistry and
Quancoul® software, this latter being able to automatically recognize any pre-specified color,
as described previously (14, 15), and, second, on CT images, the wall thickness was assessed

using a Laplacian of Gaussian algorithm (16) and a 3D analysis software (17).

Outcome Measures

The primary endpoint was the BSM area assessed as the percentage of BSM surface on the
whole bronchial sections surface.

Secondary outcomes were bronchial wall thickness, normalized BSM thickness, frequency of
asthma exacerbations, Asthma Control Questionnaire (ACQ), Short-acting beta-agonists
(SABA) use, Asthma Quality of Life Questionnaire (AQLQ), FEV1, Fractional exhaled nitric
oxide (FeNO), lung hyperinflation (V1950) or air trapping (VES850, difference or ratio between
inspiratory and expiratory mean lung density), epithelial area, subepithelial membrane
thickness and lamina propria thickness (see Methods in the online data supplement for a
complete description). Normalized BSM thickness was calculated and expressed in um. The
BSM thickness was obtained by multiplying the % BSM area, by the bronchial wall thickness

measured by CT, both from the 4" generation (see Figure E1 in the online data supplement).

Statistical analysis



We determined that with 16 patients in each group, the study would have a power of 80% to
detect an absolute between-group difference of 13.45+12.70 percentage points in the percent
decrease in normalized BSM size, taking into account a 10% drop out rate.

According to Bland-Altman analysis (18, 19), the reproducibility and the repeatability of BSM
area measurements were evaluated after log transformation of data. Comparisons between
groups (i.e. placebo vs. gallopamil) were performed by Fisher’s exact test or Khi-2 for
comparison of proportions, unpaired t tests for comparison of parametric variables and Mann-
Whitney U tests for comparison of nonparametric variables. Comparisons within group after
and before treatment were performed by means of paired t tests or Wilcoxon Rank tests for
parametric or nonparametric variables respectively. Pearson or Spearman correlation matrix
was built for parametric or nonparametric variables, respectively. Exacerbation frequency was
calculated and compared between the study groups with the use of a negative binomial model
and verified with the Mann-Whitney U test. Values are presented as mean + SD in the tables
and mean + SEM in the figures. The statistical analysis was performed with NCSS 2001
software. A p value less than 0.05 was considered statistically significant.

This trial is registered with ClincalTrials.gov, number NCT00896428.



Results

Enrolment and baseline characteristics

Figure 1 shows the numbers of patients who were screened, enrolled, and randomly assigned
to a study group and who completed the study. A total of 31 of the 36 patients who were
included started treatment. Fifteen patients were randomly assigned to receive placebo. Only
one patient from each group was withdrawn (i.e. at the 10" month (M10) in the gallopamil
group and after the 12" month (M12) in the placebo group). Subjects in the two groups were
well matched with respect to baseline characteristics at MO (table 1, see also the study protocol
Figure E2 in the online data supplement). Moreover, there was no difference between the
placebo and gallopamil groups, in terms of intensity of inhaled or oral corticosteroid during the
first 3-month run-in period and during the 12-month treatment phase of the study. The trial

ended when the last patient performed the last visit.

Efficacy

BSM remodeling

BSM area was assessed at baseline (M0) and after a 12-month treatment period (M12) (see
Figure E3 in the online data supplement). The median treatment period was 352 days in the
gallopamil group and 345 days in the placebo group (p=0.36). Intra-observer and inter-
observers reproducibility of BSM area was assessed (see Table E2 in the online data
supplement). Between and within-biopsies variability of BSM area were similar in gallopamil
vs. placebo groups at both MO and M12 (see Table E3 in the online data supplement).

First, the comparison between the within group differences in BSM area between M12 and MO

were not significantly different in gallopamil (-3.4£1.3 %, 95% confidence interval [CI], -6.1



to -0.8) vs. placebo groups (-2.8+1.6 %, 95% ClI, -6.1 to 0.5) (Figure 2B, p=0.75). However,
BSM area assessed at M12 was reduced as compared to that assessed at baseline within
gallopamil group only (Figure 2A). This effect of gallopamil was restricted to the BSM layer,
since it did not alter the epithelial area, the subepithelial membrane thickness or the lamina
propria thickness assessed at M12 as compared to those assessed at baseline (see Figure E4, in
the online data supplement).

In order to define a more robust parameter of BSM mass, we assessed the normalized BSM
thickness, as a secondary outcome. Such a normalized BSM thickness (presented in pm) was
calculated by multiplying normalized BSM area (in %) by the bronchial wall thickness (in mm)
measured by CT at the same bronchial generation i.e. the 4™ generation. The median normalized
BSM thickness, significantly decreased from 402 pum at baseline to 330 pum at the end of the
treatment period in the gallopamil group (p=0.01), whereas that of the placebo group remained
unchanged from 351 pm to 363 um (p=0.56) (Figure 2C). Moreover, the within group
difference in normalized BSM thickness between M12 and MO, i.e. the delta of the placebo
(5.5£28.5 um, 95% CI, -55.5 to 66.6) versus the delta of the gallopamil (-70.4+£22.9 pum, 95%
Cl, -119.5 to -21.3), was significantly different (p=0.03; Figure 2D). The mean percentage of
variation in the normalized BSM thickness decreased by 13.7% within the gallopamil group,
whereas it remained nearly stable i.e., increased by only 2.2% within the placebo group.

We also assessed the number of mitochondria per BSM cell surface (see Figure E5, panel A, in
the online data supplement), but neither gallopamil nor placebo altered it (see Figure E5, panel
B, in the online data supplement). However, the number of mitochondria was significantly and
positively correlated with BSM area and normalized BSM thickness at both MO and M12 (see

Figure EG6 in the online data supplement).

Wall thickness



Wall thickness of bronchi from multiple generations (2"¢, 3" and 4™) was assessed at both MO
and M12 using CT and dedicated softwares (see Figure E7 in the online data supplement). The
significant decrease in normalized BSM thickness induced by gallopamil was not related to a
significant decrease in wall thickness assessed at the 4™ bronchial generation (See Table E4 in
the online data supplement). By contrast, the mean wall thickness, assessed from the 2" to the
4™ generation, was significantly decreased at M12 as compared to that assessed at baseline in
the gallopamil group (p=0.04; Figure 3A), whereas that of the placebo group remained
unchanged. However, the comparison between the within group differences, i.e. the delta of the
placebo versus the delta of the gallopamil effect on mean wall thickness between M12 and MO,
were not significantly different in gallopamil (-0.08+0.04 mm, 95% CI, -0.16 to 0.0004) vs.
placebo groups (0.01+0.02 mm, 95% ClI, -0.04 to 0.05, p=0.06; Figure 3B). Similar results were
obtained when the mean wall thickness was normalized to bronchial diameter (p=0.03; Figure
3C). Again, the comparison between the within group differences were not significantly
different in gallopamil (-1.2+£0.5%, 95% CI, -2.2 to -0.1) vs. placebo groups (0.1+0.6%, 95%
Cl, -1.1 to 1.3, p=0.10; Figure 3D). Furthermore, other CT parameters (see methods in the
online data supplement) reflecting lung hyperinflation (VI1950) or air trapping (VES850,
difference or ratio between inspiratory and expiratory mean lung density) were unchanged (see

Figure E8 in the online data supplement).

Frequency of exacerbations

During the treatment period between MO and M12, which also included the prevention of
exacerbation plan based on monitoring of eosinophilic airway inflammation, a total of 51
exacerbations occurred in the group of patients who were assigned to receive gallopamil and
60 in the group assigned to receive placebo (Figure 4A). During this period, the mean number

of exacerbations per subject and per month was 0.28 in the gallopamil group, as compared with



0.33 in the placebo group (relative risk, 0.81; 95% ClI, 0.47 to 1.42; p=0.46) (Figure 4A&B; see
Figure E9, panel A, in the online data supplement). Moreover, the number of exacerbations
between MO and M12 was significantly and positively correlated with normalized BSM area
assessed at MO in the placebo group (Spearman correlation coefficient r=0.55, p=0.03). By
contrast, there was no correlation in the gallopamil group (Spearman correlation coefficient
r=0.35, p=0.20).

However, during the follow up period between M12 and M15, which did not include the
prevention of exacerbation plan, an additional 5 exacerbations occurred in the gallopamil group,
as compared with 20 in the placebo group (Figure 4A). During this second period, the mean
number of exacerbations per subject and per month was 0.10 in the gallopamil group, as
compared to 0.45 in the placebo group (relative risk, 0.23; 95% CI, 0.081 to 0.68; p=0.008)
(Figure 4A&B). Moreover, none of the patients in the gallopamil group had more than 1
exacerbation during the follow up period, as compared with 26.7% in the placebo group
(p=0.03) (Figure 4C). As for the treatment period, the number of exacerbations between M12
and M15 was still significantly correlated with normalized BSM area assessed at M12 in the
placebo group (Spearman correlation coefficient r=0.75, p=0.001) and there was no correlation

in the gallopamil group too (Spearman correlation coefficient r=0.23, p=0.41).

Other outcomes

During the treatment period, gallopamil did not alter any other outcomes such as ACQ, SABA

use, AQLQ, FEV1 and FeNO (see Figure E9, panels B-F, in the online data supplement).

Safety



During the treatment period, the frequency of adverse events was not significantly different
between patients assigned to receive gallopamil or placebo (see Table E5 in the online data
supplement). In particular, gallopamil did not alter cardiovascular outcomes such as heart rate,

blood pressure and PR interval (see Figure E10 in the online data supplement).



Discussion

The present study demonstrates that an orally administrated pharmacological compound (i.e.
gallopamil) significantly decreases the secondary outcome BSM thickness in a placebo-
controlled double blind 12 months trial, performed in severe asthmatics. However, while the
primary outcome (i.e., BSM area) was significantly decreased in the gallopamil group, there
was no difference in the delta of BSM area between placebo and gallopamil groups. This
decrease in BSM remodeling resulted in a significant reduction in bronchial wall thickness and
was associated with a reduction in subsequent asthma exacerbations during the follow-up.

To date, pharmacological compounds able to target BSM remodeling in asthma are still lacking
(6). Bronchial thermoplasty, which is supposed to reduce BSM mass, significantly decreases
the exacerbation rate (20). Since we previously demonstrated the anti-proliferative effect of
gallopamil in vitro using BSM cells obtained from severe asthma patients (8), we thus
undertook the present clinical trial in severe asthmatics.

The study was powered to assess BSM size difference from baseline to post-treatment values
by means of paired comparisons of BSM size determined invasively using biopsies obtained
per bronchoscopy. We paid a special attention to analyze BSM size in 3 different biopsies from
each patient and in 6 to 8 sections for each biopsy in order to limit the effect of within patient
variability (21). Moreover, we also attempted to evidence the significant reduction of BSM
mass, in a non-invasive manner, by assessing a concomitant reduction of bronchial wall
thickness measured by CT. To this end, we used customized three-dimensional software
enabling bronchial tree skeletonization, orthogonal reconstruction of the main bronchial axis,
and measurement of cross-sectional wall thickness, as previously described (17). One may
suggest however that, wall area would have been more appropriate than wall thickness.
However, wall area is more complex to analyze since it can be influenced by bronchial

perimeter and/or wall thickness. Indeed, bronchial perimeter may be altered by bronchodilation



(22). Nevertheless, it is unlikely that gallopamil could have induced BSM relaxation since,
neither FEV1 nor lumen area assessed by CT (data not shown) was altered.

We have used an innovative method to normalize BSM size by assessing BSM thickness,
combining BSM area from various bronchial biopsies and sections, all originating from the 4"
bronchial generation (i.e., the sum of BSM areas divided by the sum of whole section areas)
and normalized this percentage with the bronchial thickness assessed by CT at the same 4™
bronchial generation. We thus have measured a homogeneous parameter, which is normalized
BSM thickness at the 4™ bronchial generation and showed that the mean percentage of variation
in the normalized BSM thickness selectively decreased within the gallopamil group. Whereas
gallopamil did significantly decrease bronchial wall thickness, it should be kept in mind that
bronchial wall thickness in asthma can also be influenced by bronchial inflammation in addition
to remodeling (23). In the present study, there was however no difference between gallopamil
and placebo groups in bronchial inflammation assessed by FeNO and eosinophilic blood count.
In addition, there was a significant and positive correlation between BSM mass and wall
thickness thus suggesting that the decrease in wall thickness was mainly due to the decrease in
BSM mass. Moreover, we also assessed other components of the bronchial remodeling (i.e.,
epithelium, subepithelial membrane and lamina propria thickness) and did not find any effect
induced by gallopamil, further supporting that its effect was restricted to the BSM layer.
However, BSM size in severe asthma depends on complex mechanisms involving increased
BSM cell proliferation, BSM cell migration, fibrocytes recruitment, extracellular matrix protein
deposition and potentially decreased BSM cell apoptosis (24).

During the 12 months treatment phase, we monitored eosinophilic airway inflammation to
prevent asthma exacerbations. Indeed, it was our hypothesis that reversing BSM remodeling
required the control of inflammatory pathways, which could induce BSM cell proliferation (15),

in addition to the inhibition of the calcium-induced transduction pathway, previously



demonstrated in vitro (8). For this purpose, we adapted for severe asthmatics (see Table E1 in
the online data supplement) the treatment hierarchy previously developed by Green et al (12).
As a consequence, the significant reduction in the exacerbation frequency occurred
subsequently to the gallopamil treatment phase, not only when the BSM mass has been
significantly decreased but also when the prevention of exacerbation plan has been withdrawn.
Likewise, in the anti-IL-13 dupilumab clinical trial, the efficacy of dupilumab on the
exacerbation frequency appeared only when the corticosteroid treatment was withdrawn (25).
By contrast, in the present study, the significant reduction in exacerbation frequency only
occurred when gallopamil was withdrawn, which deserves further comments. It should be noted
that, the present study was not powered to show a significant reduction in asthma exacerbation
frequency and that a minimal number of exacerbations before enrolment was not required as an
inclusion criteria. Moreover, it can be speculated that, a treatment phase of 12 months was not
enough to decrease exacerbation frequency. In addition, the dose of gallopamil could have been
not sufficient to demonstrate a significant effect on exacerbations. In the present study however,
gallopamil was unable to significantly alter any clinical parameter.

In terms of safety, gallopamil did not induce noticeable adverse events. For instance, there was
no significant reduction in heart rate or blood pressure. Accordingly, no effects on blood
pressure or heart rate were reported in healthy volunteers (26, 27).

In conclusion, this pioneer clinical trial provides a proof-of-concept that gallopamil, which is
able to block BSM cell proliferation in vitro (8), is also able to significantly reduce normalized
BSM thickness in vivo after 12 months treatment in severe asthmatic patients. Whereas the
other secondary outcomes (i.e., ACQ, AQLQ, FEV1, exacerbations...) were not significantly
altered by gallopamil during the treatment phase, there was however a significant decrease in
asthma exacerbations during the follow-up. Further studies using larger cohorts of patients are

needed to confirm these results and to investigate the preventive and/or the curative effect of



the Ca2*-channel blocker gallopamil on asthma exacerbations. However, this proof of concept
study validates that, besides the invasive bronchial thermoplasty procedure, a pharmacological
strategy can reverse BSM remodeling leading to beneficial clinical outcomes. Moreover, since
reduction in bronchial wall thickness has also been non-invasively confirmed using CT,
alternative calcium inhibitors or combinations of gallopamil with new anti-inflammatory

compounds may now be undertaken to optimize such pharmacological strategy.
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Figure legends

Figure 1. Flowchart of study design.
Numbers of patients, who were screened, enrolled, assigned to a study group and who

completed the study.

Figure 2. Effect of gallopamil on BSM remodeling.

The area of bronchial smooth muscle (BSM) layer was assessed using Quancoul® software on
bronchial biopsy sections at a magnification of x100. This BSM area was expressed as
percentages of BSM area on the whole bronchial section area (Panels A, B). Computed
tomography (CT) normalized BSM thickness is BSM area multiplied by bronchial thickness of
4™ generation assessed by 3D-CT (Panels C, D). The within group (Panels A, C) and the
between groups (Panels B, D) differences are shown. The delta of the placebo and the delta of
the gallopamil effect are the differences between post-treatment values (Month 12) and pre-
treatment values (Month 0) and are expressed as Mean = SEM (Panels B, D). White circles and
white bars: placebo (n=15); black circles and black bars: gallopamil (n=15). Medians are
represented as horizontal lines (Panels A, C). NS: non statistically significant. *: p < 0.05 using

paired Wilcoxon test (Panels A, C) and Mann-Whitney test (Panels B, D).

Figure 3. Effect of gallopamil on wall thickness.

Bronchial wall thickness (WT) and normalized wall thickness (WT%) were assessed by using
3D-CT on bronchial cross sections of right lung from the second to the fourth bronchial
generation according to the Boyden classification. WT% is the ratio of WT to bronchial
diameter. The within group (Panels A, C) and the between groups (Panels B, D) differences are
shown. The delta of the placebo and the delta of the gallopamil effect are the differences

between post-treatment values (Month 12) and pre-treatment values (Month 0) and are



expressed as Mean + SEM (Panels B, D). White circles and white bars: placebo (n=15); black
circles and black bars: gallopamil (n=15). Medians are represented as horizontal lines (Panels
A, C). NS: non statistically significant. *: p < 0.05 using paired Wilcoxon test (Panels A, C)

and Mann-Whitney test (Panels B, D).

Figure 4. Effect of gallopamil on asthma exacerbations.

Panel A shows the cumulative number of severe exacerbations that occurred in placebo (dashed
line) and gallopamil (solid line) groups. The vertical grey line represents the start of follow-up.
Panel B shows the number of exacerbations per month in placebo (white bars, n=15 and n=14)
and gallopamil (black bars, n=15 and n=15) groups over investigational product administration
(M0-M12) and follow-up (M12-M15) periods, respectively. Values are means + SEM. NS: non
statistically significant. *: p < 0.05 using Mann-Whitney test. Panel C shows the distribution of
the number of exacerbations among subjects in placebo (white bars) and gallopamil (black bars)

groups during the follow-up period of the study.



Table

Table 1. Patient characteristics

Placebo Gallopamil P
values

n 15 16
Age (yr) 58.7+11.9 55.1 +13.7 0.45
Sex (M/F) 2/13 4/12 0.65
Score on Juniper Asthma Control Questionnaire 23%x15 2315 0.98
Age at onset of symptoms

(Early/late) 6/9 6/10 1.00

(yr) 17.1+£133 17.0+149  0.74
Asthma duration (yr) 41.6+19.4 38.1+16.9 0.60
High eosinophil status (Y/N) 9/6 11/5 0.72

Blood eosinophil count (x10¥/liter) 0.22 +0.20 0.22 £0.23 0.77

FeNO (ppb) 28.8 + 26.7 22.2+17.6 0.71
Prebronchodilator FEV1 (% of pred. value) 69.8 + 23.1 78.0 £235 0.34
FEV1:FVC ratio (%) 625+114 69.4 + 8.6 0.06
Obesity (Y/N) 4/11 4/12 0.27

Body-mass index (kg/m?) 27.6 £5.0 28.9+7.0 0.92
Smoking status

Current smoker (Y/N) 0/15 0/16 1.00

Ex-smoker (Y/N) 2/13 4/12 0.65

Pack-years (no.) 0719 12+26 0.47
Frequent exacerbations > 2 /yr (Y/N) 6/9 11/5 0.16

Severe exacerbations per subject in previous 29%3.0 3.6+29 0.28

year (no.)
Treatment

Dose of ICS - beclomethasone equivalent 3000+ 1732 2744 1029 0.97

(ng/day)

Use of LABAs (Y/N) 15/0 16/0 1.00

Regular use of oral prednisolone (Y/N) 5/10 1/15 0.08

Use of montelukast (Y/N) 7/8 8/8 1.00

Use of omalizumab (Y/N) 6/9 5/11 0.72

Plus—minus values are means + SD. FeNO denotes the fraction of nitric oxide in exhaled air,

FEV: forced expiratory volume in 1 second, FVC forced vital capacity, ICS inhaled

corticosteroids and LABASs long-acting beta-agonists. P values were calculated with the use of



a two-sided independent t-test for variables with a parametric distribution, Fisher’s exact test
for comparison of proportions, and the Mann-Whitney U test for comparison of nonparametric

variables.
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Figure 3
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A

Cumulative No. of exacerbations

No. of exacerbations/month

No. of Subjects

80 1 ) Placebo
ra

Treatment period _,."
70 1 Prevention of exacerbations plan f.'

] .-"
60 —— Gallopamil

50
40
30
20
10 1

0 100 200 300 400 500 600
Time (Days)

0.8 1 NS *

0.4 1
0.2 1

; N

MO0-M12 M12-M15

10 ;

2 |
Bl Bl

0 1 2 3 4 5
No. of exacerbations




Online Data Supplement

Calcium channel blocker reduces airway remodeling in severe asthma: a proof-of-

concept study

Pierre-Olivier Girodet, Gael Dournes, Matthieu Thumerel, Hugues Begueret, Pierre Dos
Santos, Annaig Ozier, Isabelle Dupin, Thomas Trian, Michel Montaudon, Francois Laurent,

Roger Marthan and Patrick Berger

Corresponding author: Pr. Patrick Berger, MD, PhD Centre de Recherche Cardio-thoracique
de Bordeaux, INSERM, U1045, Université de Bordeaux, 146 rue Léo Saignat. 33076 Bordeaux
Cedex, France

Phone: +33 557571694

Fax: +33 557571695

Email: patrick.berger@u-bordeaux.fr



Methods

Subjects

Subjects aged more than 18 years were eligible for enrolment if they had a clinical diagnosis of
asthma including characteristic symptoms (i.e., wheezing and breathlessness) (1), as well as
bronchial hyperresponsiveness confirmed either by a significant improvement by >15% in the
forced expiratory volume in 1 s (FEV1) 10 min after the inhalation of 200 pg of salbutamol, or
a provocative concentration of methacholine required to lower the FEV1 by 20% (PC2o) of <4
mg/ml according to the American Thoracic Society criteria (2).

Inclusion criteria were a diagnosis of severe asthma according to the American Thoracic
Society criteria (3). At least one major criterion and at least two minor criteria must be fulfilled.
Major criteria:

1. Treatment with continuous or near continuous (> 50% of year) oral corticosteroids.

2. Requirement for treatment with high-dose inhaled corticosteroids (> 1260 pg/d

beclomethasone dipropionate or equivalent).

Minor criteria:

1. Requirement for daily treatment with a controller medication in addition to inhaled
corticosteroids, e.g., long-acting beta2-agonist, theophylline, or leukotriene antagonist.

2. Asthma symptoms requiring short-acting beta2-agonist use on a daily or near daily basis.

3. Persistent airway obstruction (FEV1 < 80% predicted; diurnal PEF variability > 20%).

4. One or more urgent care visits for asthma per year.

5. Three or more oral steroid “bursts” per year.

6. Prompt deterioration with < 25% reduction in oral or inhaled corticosteroid dose.

7. Near fatal asthma event in the past.



Exclusion criteria were current smoking or former smoking with more than 10 pack-years or
less than 3 years after quitting, recent asthma exacerbation (less than 6 weeks), chronic viral
infections (HBV, HCV, HIV), aspergillosis, pregnant or nursing (lactating) women, women of
child-bearing potential, prisoners, protected adults, no affiliation to the French Social Security
System, patients who have received any investigational drugs within five half-lives prior to
enrolment, compensation for clinical trials participation that exceed €3,800 within the previous
year.

Additional exclusion criteria were those related to gallopamil treatment (i.e., severe conduction
disorders (2" or 3" degree atrioventricular block and sick-sinus syndrome, except in patients
with a pacemaker), atrial fibrillation/flutter, Wolff-Parkinson-White syndrome, uncontrolled
congestive heart failure, cardiogenic shock, acute coronary syndrome, hypotension (systolic
blood pressure <90 mmHg), bradycardia (heart rate <50 beats/min), intraventricular conduction
delay, hepatopathy, porphyria, excluded concomitant treatment and those related to
bronchoscopy (i.e., coagulation disorders, unstable cardiovascular conditions, a fasting state of
less than 6 hours).

Permitted concomitant medications were treatment of asthma comorbidities including that of
rhinosinusitis (nasal corticosteroids, anti-histaminic), gastroesophageal reflux disease (proton
pump inhibitors) and mycoplasma pneumoniae infection (antibiotic). Excluded concomitant
medications were beta-blocker, digoxin, other calcium channel blockers, other antiarrhythmic

drugs, ivabradine, triazolam and dantrolene.

All subjects provided written informed consent to participate to the study, after the nature of
the procedure had been fully explained. All clinical data were collected in the clinical

investigation center (CIC 1401) from the University hospital of Bordeaux (CHU). The study



protocol was approved by the local research ethics committee and the French National Agency
for Medicines and Health Products Safety. The study has been registered under the N°

NCT00896428 at ClinicalTrials.gov (i.e., “Remodel’asthme” study).

Design of the study

The study was a single-center, randomized, double-blind, placebo-controlled, parallel-group
clinical trial conducted from December 2009 through February 2014. The funding organization
did not include any pharmaceutical company. The study was supported by the French Ministry
of Health and the French National Institute of Health and Medical Research and sponsored by
University Hospital of Bordeaux (i.e., “CHU de Bordeaux”). All authors were academic and
made the decision to submit the manuscript for publication and vouch for the accuracy and
integrity of the contents. Bertin Pharma (Artigues-Pres-Bordeaux, France) provides contract
pharmaceutical services including gallopamil importation (Abbott, Wiesbaden, Germany),
placebo manufacturing and stability testing according to Europe and US FDA Good
Manufacturing Practices standards.

The study protocol is summarized in figure E1. There were fifteen visits: a visit at the start of
the trial (inclusion, M-3), a visit at randomization (baseline, MO0), twelve visits every month
during the 12-month treatment period (M1 to M12), and one additional visit at the end of the
3-month follow up (M15).

We designed a 3-month run-in period, to optimize treatments of both asthma and comorbidities.
At the inclusion visit, we initially assessed asthma control questionnaire (ACQ) (4), asthma
quality of life questionnaire (AQLQ) (5), the presence of comorbidities, the concomitant
treatments, the number of exacerbations in the previous year, spirometry, Fractional exhaled

NO (FeNO), induced sputum and blood eosinophils.



At both the randomization visit (MO) and at the end of the treatment period (M12), we
performed ACQ, AQLQ, assessment of previous exacerbations number, concomitant
treatments and adverse events, spirometry, FeNO, induced sputum, blood eosinophils,
computed tomography and fiberoptic bronchoscopy.

At visits M1-M11 and M15, we performed ACQ, AQLQ, assessment of previous exacerbations
number, concomitant treatments and adverse events, spirometry, FeNO, induced sputum and

blood eosinophils.

In order to prevent asthma exacerbations, the anti-inflammatory treatment was reinforced by 1
step, at each visit from M-3 to M11, if FeNO > 20 ppb and/or if the percentage of induced
sputum eosinophils > 3%, according to the optimization process plan (Supplemental table E1),
which was adapted for severe asthmatics from that developed by Green et al (6). Otherwise,
asthma treatment remained unchanged in the absence of exacerbation. From M12 to M15, anti-

inflammatory asthma treatment was unchanged in the absence of exacerbation.

Asthma exacerbations were defined as events of worsening asthma requiring oral or parenteral
corticosteroids and/or antibiotics for 5 to 10 days. During the study, asthma exacerbations were

managed according to GINA recommendations (1).

Computed tomography

CT protocol

CT examinations of the chest were performed with a 16-section multidetector CT scanner
(Somatom Sensation 16; Siemens Medical Solution, Forcheim, Germany) without contrast
medium administration by using the following parameters: 110-kV tube voltage, 50-mAs tube
current and 0.75-mm collimation. Data were acquired in the supine position under spirometric

gating at full inspiration (TLC) and full expiration (RV). CT datasets were reconstructed with



both high-spatial-frequency and standard algorithm, with a 1-mm reconstruction section
thickness, 1-mm reconstruction interval, 320x320-mm field-of-view, and 512x512 matrix.

CT datasets of images were performed at MO and M12 and were available in all patients
enrolled in the study. The scanner was calibrated regularly with air and a water phantom to
allow reliable measurements. CT datasets of images were anonymized and analyzed in random

order.

Quantitative CT analysis of proximal bronchi

Datasets of images acquired at full inspiration and reconstructed with high-spatial-frequency
algorithm were transferred into a workstation and images were displayed with a parenchymal
window width (1800 HU) and level (-600 HU), and analyzed in three dimensions by using
dedicated and validated software (7). CT measurements of intrapulmonary airways were
performed within the right lung from the second to the fourth bronchial generation including
three lobar, ten segmental and twenty sub-segmental bronchi according to the Boyden
Classification (8). Automatic quantification of bronchial wall area (WA) and lumen area (LA)
were obtained on orthogonal bronchial cross sections by using the Laplacian-of-Gaussian
algorithm (9) and 3D reconstruction (10). Briefly, Laplacian filters are second derivative filters
used to find areas of rapid change (edges) on images. Since they are very sensitive to noise, it
is common to smooth the image (e.g., by using a Gaussian filter) before application of the
Laplacian filter, a one-step process called the Laplacian of Gaussian operation (DacLoG). We
have previously validated DacLoG in a two-dimensional approach (9). Neko3D is a second
dedicated software tool for analyzing bronchi in three-dimensional using a skeletonization of
the bronchial tree and reconstruction in two-dimensional thin-section CT images orthogonal to
the main bronchial axis of bronchi in order to measure WA and LA using DacLoG. Neko3D

software enables analysis of the bronchial tree according to bronchial generation.



Reproducibility of bronchial tree skeletonization has been previously evaluated in vivo. The
accuracy of measurements has been previously assessed in vitro with a phantom made with
silicone tubes and an excised human lung (10). Reproducibility and reliability of WA and LA
has also been determined previously (10). Bronchial wall thickness (WT), bronchial diameter
(D) and normalized bronchial wall thickness (WT%) were calculated as follows:

WT = {(N [(WA+LA)/x] - \ (LA/m)} (expressed in mm)

D= {\/ [(WA+LA)/m]} x 2 (expressed in mm)

WT% = WT/D (expressed in %)

For each bronchus, measurements were performed at three different locations into the middle
third of bronchi length and averaged. WT and WT% global values per patient were calculated

after averaging the whole right lung bronchi analyzed in order to give a single mean value.

Quantitative CT analysis of lung parenchyma

Automatic quantification of lung parenchyma indices of lung hyperinflation and air trapping

was performed on CT images reconstructed with standard algorithm by using whole-lung

densitometry at full inspiration (TLC) and full expiration (RV) with Myrian® software. A

threshold-based technique was used to isolate lungs from the rest of thoracic structures using

CT attenuation values of -500 and -1024 HU. Densitometric indices were derived from the

voxel frequency distribution histogram as follows:

1. Voxel index at a threshold of -950 HU at TLC (V1950) represents the proportion of voxels
of low density and expressed as a percentage of less than a threshold of -950 HU. It indicates
areas of lung hyperinflation (11).

2. Voxel index at a threshold of -850 HU at RV (VEB850) represent the proportion of voxels
of low density expressed as a percentage of less than a threshold of -850 HU. VE850 must

represent areas of air trapping (12).



3. E/I MLD and I-E MLD are indicators of air trapping calculated respectively as the ratio and

the difference of mean lung density (MLD) measured at TLC (I) and RV (E) (13, 14).

Fiberoptic bronchoscopy

Bronchial specimens from all subjects were obtained by fiberoptic bronchoscopy. The subjects
received 400 pg of salbutamol with the aid of an aerosol chamber to open up the airways before
the procedure. Anesthesia of the upper airways was achieved with lidocaine 5% spray. The total
amount of lidocaine per subject was limited to 225 mg. For 15/31 patients (6/15 and 9/16 in the
placebo and gallopamil groups respectively), an additional general anesthesia was necessary
using propofol (average dose of 1.5 to 2 mg/kg). The fiberoptic bronchoscope (Pentax BF 15V,
Argenteuil, France) was introduced and biopsies were taken from 6 bronchial carinae from the
middle lobe and from the lower right lobe. Specimens were immediately transferred to the
laboratory in sterile container containing Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM,

Invitrogen, Cergy Pontoise, France).

Optic microscopy and immunohistochemistry

Bronchial specimens were fixed in 10% buffered formalin and processed in standard fashion
for paraffin embedding as described previously (15). Sections, 3-um thick, were cut and stained
with hematoxylin-eosin-safran (HES) or processed for immunohistochemistry. After
deparaffinization and rehydratation through graded alcohols, endogenous peroxidase was
inhibited using a solution of 0.1% sodium azide and 0.3% hydrogen peroxide (both from Sigma-
Aldrich, Saint Quentin-Fallavier, France) for 30 min, followed by 2 rinses in phosphate
buffered saline (PBS, Invitrogen). Non specific staining was blocked using 10% bovine serum
albumin (BSA, Dako, Trappes, France) for 30 min. Sections were incubated for 2 h at room

temperature with mouse anti-human smooth muscle actin (clone 1A4) or the unrelated mouse



antibody (both from Sigma-Aldrich). After rinsing in PBS, biotinylated rabbit anti-mouse
F(ab’)2 (Dako) was applied to the sections for 2 h, and followed by the streptavidin-biotin
horseradish-peroxidase complex (Dako) for a further 2 h period. After rinsing in PBS, 1 mg/ml
3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (Dako) plus 0.02% hydrogen peroxide for 6 min were
used as substrate to develop a peroxide-dependent brown color reaction at room temperature.
Finally, the sections were rinsed and counterstained with Mayer’s hematoxylin.

The total area of BSM layer was assessed, automatically in a blinded fashion using Quancoul®
software (Quant’image, Bordeaux, France) at a magnification of x 100, as described previously
(13, 15-18). Briefly, each section was blinded and the area of BSM was automatically assessed
using pre-specified ranges for the 3 parameters (i.e., optic density, hue and hue density (16)
determined previously (18). Sometimes however, smooth muscle actin staining from blood
vessels must be discarded manually. For each patient, 3 biopsies were collected and the BSM
was analyzed in 6 to 8 sections in each biopsy. The primary outcome, which was the total BSM
area, assessed in the multiple sections and biopsies, was normalized by the corresponding whole
tissue area and presented as percentages of whole area. The normalized BSM thickness
(secondary outcome) was calculated and expressed in um. Such a BSM thickness was obtained
by multiplying the % BSM area, by the bronchial wall thickness measured by CT, both from
the 4™ generation.

In addition, we also assessed other components of airway remodeling using Quancoul® software
at a magnification of x 100 (epithelial area, lamina propria thickness) and x 400 (subepithelial
membrane thickness). As for BSM area, the epithelial area, assessed in the multiple sections
and biopsies, was normalized by the corresponding whole tissue area and presented as
percentages of whole area. For subepithelial membrane thickness and lamina propria thickness,

a minimum of 20 measurements were performed and averaged on each section (19).



Electron microscopy

Specimens were fixed in 2.5% glutaraldehyde in cacodylate buffer, postfixed in 1%
osmium tetroxide, dehydrated, and embedded in Epon as described previously (20).
For each specimen, semi-thin sections (1 um-thick) were cut and stained with alkaline
toluidine blue. We selected the first semi-thin section large enough to span from the
epithelium to the muscular layer. Five ultrathin serial sections (60 nm-thick) were then
cut on diamond knives. Four of these latter sections were subsequently randomly
selected and placed on grids. Staining was performed with uracile acetate and lead
citrate. Grids were then scanned by transmission electron microscopy (EM, Tecnai 12,
Philips) and examined by a pathologist from left to right and from top to bottom to locate
every whole nucleated BSM. Each ultrathin section was examined in its entirety. To
evaluate the number of mitochondria, computerized photographs and measurements
were performed in a blinded fashion by using Scanview software (Soft Imaging
System) at a standard magnification of x4200. Mitochondrial densities were performed

using ImageJ 1.42( free software.

Statistical analysis

We determined that with 16 patients in each group, the study would have a power of 80% to
detect an absolute between-group difference of 13.45+12.70 percentage points in the percent
decrease in normalized BSM size, taking into account a 10% drop out rate.

According to Bland-Altman analysis (21, 22), the reproducibility of BSM area was evaluated
by two authors (P.O.G. and T.T.) after log transformation of data by using (a) the Pearson
correlation coefficient, (b) the lack of agreement (i.e., bias estimated with the mean difference
and the standard deviation of the difference), and (c) the intraclass correlation coefficient. The

repeatability of BSM area was also analyzed by the same two authors as follows: (a) The



measurement error was evaluated with the Spearman rank correlation coefficient between the
individual subject standard deviations and their means, (b) The mean within-subject standard
deviation also was evaluated.

Comparisons between groups (i.e. placebo vs. gallopamil) were performed by Fisher’s exact
test or Khi-2 for comparison of proportions, unpaired t tests for comparison of parametric
variables and Mann-Whitney U tests for comparison of nonparametric variables. Comparisons
within group before and after treatment were performed by means of paired t tests or Wilcoxon
Rank tests for parametric or nonparametric variables respectively. Pearson or Spearman
correlation matrix was built for parametric or nonparametric variables, respectively.
Exacerbation frequency was calculated and compared between the study groups with the use of
a negative binomial model and verified with the Mann—-Whitney U test. Values are presented
as mean + SD in the tables and mean + SEM in the figures. The statistical analysis was
performed with NCSS 2001 software. A p value less than 0.05 was considered statistically
significant.

This trial is registered with ClincalTrials.gov, number NCT00896428.
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Supplemental figures legends

Figure E1. Schematic representation of normalized bronchial smooth muscle thickness
calculation.

Representative images of a bronchial biopsy section (4™ generation) stained with an anti-human
smooth muscle actin antibody at a magnification of x40 (A, B). Bronchial smooth muscle
(BSM) appears in yellow following automatic color recognition by Quancoul software (B).
BSM area was expressed in % of the whole biopsy area. IHC: immunohistochemistry. Bars
represent 50 um. Wall thickness (WT) was assessed in mm from CT scan images (C, D). C is
a representative image obtained from a 4" generation bronchus after an orthogonal
reconstruction to the main bronchial axis using Neko3D software. Bronchial wall area was
automatically recognized using DacLoG software (D). Virtual representation of the bronchial
wall (E). The normalized BSM thickness was obtained by multiplying the % BSM area by the

bronchial WT, both from the 4" generation.

Figure E2. Schematic representation of the study design.

Treatments of asthma and comorbidities were optimized during a 3-month run-in period. This
period was followed by a double-blind, randomized, placebo-controlled treatment period (day
1 to month 12). Computed tomography and fiberoptic bronchoscopy were performed before
and after treatment period. At monthly study visits, assessments included asthma control
questionnaire, asthma quality of life questionnaire, number of exacerbations, concomitant
treatments and adverse events, spirometry, FeNO, induced sputum and blood eosinophils.
Efficacy and safety continued to be monitored during the follow-up period (month 12 to month

15).



Figure E3. Effect of gallopamil on bronchial smooth muscle area.

Representative optic microscopic images from bronchial sections stained with HES
were obtained from severe asthmatics in placebo (A, B) and gallopamil (C, D) groups
at baseline (A, C) and at the end of 12-months treatment period (B, D). Smooth

muscles were visualized (SM). Magnification: 400x. Bars: 10 ym.

Figure E4. Effect of gallopamil on other components of bronchial remodeling.

The epithelial layer area (Panel A), the subepithelial membrane thickness (Panel B) and the
lamina propria thickness (Panel C) were assessed using Quancoul® software on bronchial
biopsy sections at a magnification of x100. The areas were expressed as percentages on the
whole bronchial section area, the thicknesses were expressed in um. White circles: placebo
(n=15); black circles: gallopamil (n=15). Medians are represented as horizontal lines. NS: not

statistically significant using paired Wilcoxon tests.

Figure E5. Effect of gallopamil on the number of smooth muscle mitochondria.

Representative electronic microscopic images from bronchial sections were obtained from a
severe asthmatic before (left) and after (right) 12 months treatment with gallopamil and
observed at x4200 magnification (panel A). Some smooth muscle mitochondria were visualized
(arrows). Bars: 1 um. The number of mitochondrial sections normalized on BSM cells surface
was assessed from electronic microscopic images using ImageJ software (panel B). White
circles: patients from placebo group (n=14). Black circles: patients from gallopamil group

(n=13). Medians are represented as horizontal lines. NS: non statistically significant.



Figure EG6. Correlation between BSM area and number of mitochondria in BSM cells from
patients with severe asthma.

BSM area, CT normalized BSM thickness and numbers of mitochondria in BSM cells were
assessed before starting treatment (visit MO, panels A and C, n=15 for both groups) and after
12 months of treatment (visit M12, panels B and D, n=14 for both groups). The correlation
coefficient is from a Pearson (panels A and B) or a Spearman (panels C and D) correlation
analysis. White circles: patients from placebo group. Black circles: patients from gallopamil

group. BSM: bronchial smooth muscle; CT: computed tomography.

Figure E7. Effect of gallopamil on bronchial thickness.

Representative thin-section 3D-CT images from severe asthmatics obtained before (left) and
after (right) 12 months treatment with placebo (panels A and B) and gallopamil (panels C and
D). For each panel, left image corresponds to the original right upper lobe image after
orthogonal reconstruction, black rectangle indicates RB1 bronchus, right upper and right lower
images represent results from semi-automatic segmentation at x3 magnification. Quantification
by using the Laplacian-of-Gaussian algorithm of both WT and WT% are given at the bottom

right of each panel before (panels A and C) and after 12 months treatment (panels B and D).

Figure E8. Effect of gallopamil on densitometric CT indices of lung hyperinflation and air
trapping.

Densitometric indices derived from voxel frequency histogram of lung parenchyma were
quantified by using Myrian®software. There was no difference after 12 months in both patients
treated with gallopamil (black circles, n=15) or placebo (white circles, n=15) regarding
inspiratory index of emphysematous changes (V1950, panel A), expiratory index of air trapping

(VEB850, panel B), or air trapping indices related with mean lung density variation between



inspiration and expiration (E/I MLD, I-E MLD, panels C-D). Medians are represented as

horizontal lines. NS: non statistically significant using paired t tests.

Figure E9. Effect of gallopamil on clinical, functional and inflammatory outcomes.

As compared with placebo (white circles, n=15), gallopamil (black circles, n=15) did not induce
significant differences on number of exacerbations per month (panel A), Juniper Asthma
Control Questionnaire (ACQ) score (panel B), Short-acting beta-agonists (SABA) use score
(panel C), Asthma Quality of Life Questionnaire (AQLQ) score (panel D), forced expiratory
volume in 1 second (FEV1) before bronchodilator use (panel E) and Fractional exhaled nitric
oxide (FeNO, panel F) over the 12 months treatment period. The term ppb denotes parts per

billion. Values are means + SEM.

Figure E10. Effect of gallopamil on cardiovascular outcomes.

Safety data show that heart rate (panel A), systolic and diastolic blood pressure (BP, panels B-
C) and PR interval on electrocardiogram were not significantly different between asthmatics
from placebo (white circles, n=15) group and gallopamil (black circles, n=15) group during the

12 months treatment period. Values are means = SEM.



Supplemental tables

Table E1. Prevention of exacerbation plan

Step 1: High doses inhaled corticosteroids alone
- beclomethasone: > 1260 ug/d and <2000 pg/d
- or budesonide: > 1200 ug/d and < 1600 pg/d

- or fluticasone: > 880 pg/d and < 1000 pg/d

Step 2: High doses inhaled corticosteroids (as step 1) plus long acting beta-2 agonist (salmeterol or

formoterol)

Step 3: Very high doses inhaled corticosteroids plus long acting beta-2 agonist
- beclomethasone: > 2000 pg/d
- or budesonide: > 1600 pg/d

- or fluticasone: > 1000 ug/d

Step 4: same as step 3 + anti-leukotriene (montelukast 10 mg/d)

Step 5: same as step 4 + short course of oral corticosteroids (prednisolone 30 mg/d for 15 d)

Step 6: same as step 4 + continues oral corticosteroids (prednisolone 30 mg/d)

Adapted from Green et al (6).



Table E2. Reproducibility and repeatability of BSM area in severe asthmatics

Reproducibility Pearson Mean Difference ICC
r values +SD
Intra-observer 0.999 0.003 £ 0.007 0.999
Inter-observer 0.993 0.005 + 0.026 0.992
- . Mean within
Repeatability SD against mean - Spearman subject SD
r values p values
Intra-observer 0.168 0.249 0.004
Inter-observer 0.087 0.554 0.012

Values were obtained after log transformation of BSM areas. BSM areas were assessed from a
random selection of 50 biopsies obtained at either MO or M12. Each image collected from these
biopsies was analyzed by one observer at 2 time points and by 2 observers. ICC: intraclass
coefficient, Pearson: Pearson correlation coefficient, SD: standard deviation, Spearman:
Spearman correlation coefficient. A low, non significant, Spearman correlation coefficient
between the SD and the mean, corresponds to a reliable measurement according to Bland and

Altman.



Table E3. Between and within-biopsies variability of BSM area in severe asthmatics

MO M12
Variability Placebo Gallopamil P Placebo Gallopamil P
Between-biopsy 0.23 0.25 0.52 0.26 0.22 0.67
Within-biopsy 0.30 0.34 0.32 0.39 0.33 0.31

Data are coefficients of variation. MO: Month O (before treatment start); M12: Month 12 (end

of treatment). P values are obtained using Mann-Whitney tests.



Table E4. Within-group comparisons of wall thickness assessed per bronchial generation
on CT scan

Placebo Gallopamil
Bronchial generation MO M12 P MO M12 P
2" 17725 175x24 0.77 164+11 16416 0.15
3rd 219+27 20619 0.13 21.2+18 201+19 0.02
4 21425 22238 0.8 22428 21.1x29 011

Plus-minus data are mean + SD. M0: Month 0 (before treatment start); M12: Month 12 (end of
treatment). Comparisons between M0 and M12 within each group are performed using paired

t tests.



Table E5. Selected adverse events and laboratory abnormalities

Events Treatment group P
values
Placebo Gallopamil
n 15 16
Pulmonary event — no. (%)
Acute bronchitis 2 (13.3) 3(18.8) 1.00
Asthma exacerbation 13 (86.7) 15 (93.8) 0.60
Breathlessness 8 (53.3) 9 (56.3) 1.00
Bronchospasm 2 (13.3) 2 (12.5) 1.00
Thoracic pain 1(6.7) 5(31.3) 0.17
Cardiovascular event — no. (%)
Atrial fibrillation 0 1(6.3) 1.00
Bradycardia’ 5 (33.3) 9 (56.3) 0.28
Leg edema 0 4 (25.0) 0.10
PR interval increase' 1(6.7) 4 (25.0) 0.33
Syncope 0 1(6.3) 1.00
Gastrointestinal or hepatic event — no. (%)
Abnormality of liver function® 1(6.7) 3(18.8) 0.60
Acute gastroenteritis 2 (13.3) 4 (25.0) 0.65
Constipation 0 2 (12.5) 0.48
Pyrosis 0 1(6.3) 1.00
Vomiting 0 1(6.3) 1.00
Neurologic event — no. (%)
Dizziness 4 (26.7) 1(6.3) 0.17
Headache 0 4 (25.0) 0.10
Insomnia 0 1(6.3) 1.00
Dermatologic event — no. (%)
Erysipelas 1(6.7) 0 0.48
Pruritus 0 2 (12.5) 0.48
Other event — no. (%)
Diabetes 1(6.7) 0 0.48
Otitis 1(6.7) 0 0.48
Rhinitis 5 (33.3) 8 (50.0) 0.47
Sinusitis 2 (13.3) 4 (25.0) 0.65
Urinary tract infection 0 2 (12.5) 0.48

Adverse events were defined as those occurring between the first administration of a study drug

and the last administration plus 2 days (half-life of gallopamil is 4 to 8h). VValues are number

of subjects presenting at least one adverse event. " Bradycardia is a heart rate of less than 60

beats per minute. PR interval increase is PR prolongation greater than 200 ms. *An

abnormality of liver function was defined as a level of alanine aminotransferase or aspartate

aminotransferase of more than 2 times the upper limit of the normal range, an alkaline

phosphatase level of more than 1.5 times the upper limit of the normal range or a total bilirubin



level of 2 mg per deciliter (34 pmol per liter) or more. P values were calculated with the use of

Fisher’s exact test.



Supplemental Figures

Figure E1
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Figure E2
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Figure E5
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Figure E6
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Figure E8

NS

NS

NS

NS

o

[ N ] o0 O
® L ] -T
o o0 0 (o] Q_UB
(o] @D O 00+8
m D 0O M~ O 0B - MO N
(%) 0583A
[ ] O+
.O.T
o] [eXele)
(o] 06*
B = =] & = =
(%) 056IA

12

12

12

12

NS

NS

NS

NS

200 1

100 1

QUOA_UOQO

-400 -

130 1

120 1

T
o o 9o 9 O
- © O 0 M~
- -

a3

(=)
©o

(=]
w

o
<

12

12

12

12

Time (Months)

Time (Months)



Figure E9
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Figure E10
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Cette étude montre que le gallopamil, un inhibiteur calcique, peut diminuer la
taille du muscle lisse bronchique de patients asthmatiques sévéres in vivo. Cette
nouvelle arme thérapeutique pharmacologique sur le remodelage bronchique
pourrait étre une alternative ou un complément a la thermoplastie bronchique plus
invasive.

Plusieurs questions restent bien sir en suspend :

- La dose administrée est elle suffisante ?

- Une durée de traitement plus longue a-t-elle :
-Un intérét ?
-Un effet sur les exacerbations ?
-Un effet sur les parameétres fonctionnels ?
-Un effet sur la qualité de vie ?

Par ailleurs ce traitement pourrait étre proposé en préventif chez des patients
asthmatiques modérés afin d’éviter I'évolution vers un asthme sévere, sous réserve
de I'implication des mitochondries dans le remodelage bronchique chez ces patients.
C’est pourquoi I'étude Mit'asthme a été élaborée.
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llI-D Etude du remodelage du muscle lisse
bronchique chez le patient asthmatique
non-sévere (Mit’asthme).

Dans le travail précédent, il a été démontré in vivo que la taille du muscle lisse
bronchique pouvait étre diminuée en ciblant la biogenése mitochondriale dans
'asthme sévere. L’objectif de I'étude « Mit'asthme » a été d’étudier, chez le patient
asthmatique non séveére, le remodelage musculaire lisse bronchique et notamment
I'implication des mitochondries.
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At a glance commentary:

Scientific knowledge on the subject:

= Bronchial smooth muscle remodeling and mitochondrial biogenesis are implicated in
severe asthma pathogenesis.

= However, these processes have not yet been explored in non-severe asthma.

What this study adds to the field:

= Bronchial smooth muscle remodeling and enhanced mitochondrial biogenesis are present
in some patients with non-severe asthma.

= Increased bronchial smooth muscle mass in non-severe asthmatics is related to higher
rate of exacerbations and worse asthma control.

= FEosinophilia and early onset of non-severe asthma are not associated to increased

exacerbations frequency and uncontrolled asthma.

This article has an online data supplement, which is accessible from this issue's table of

content online at www.atsjournals.org
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Abstract

Rationale: Increased bronchial smooth muscle (BSM) mass is a key feature of airway
remodeling that classically distinguishes severe from non-severe asthma. Proliferation of
BSM cells involves a specific mitochondria-dependent pathway in severe asthmatic patients.
However, BSM remodeling as well as mitochondrial biogenesis have not been examined in

non-severe asthma.

Objective: We aimed to assess whether an increase in BSM mass was also implicated in non-

severe asthma, and its relationship with mitochondria and clinical outcomes.

Methods: We enrolled 34 never smoker subjects, with non-severe asthma. Additionally, we
recruited 56 non-severe and 19 severe asthmatics, as comparative groups (COBRA cohort,
Inserm). A phenotypic characterization was performed using questionnaires, atopy and
pulmonary function testing, exhaled nitric oxide measurement and blood collection.
Bronchial-biopsy specimens were processed for immunohistochemistry and electron
microscopy analysis. Following BSM remodeling assessment, participants were monitored

over a 12 months period.

Measurements and Main Results: We identified characteristic features of remodeling (BSM
area > 26.6%) and increased mitochondrial number within BSM in a sub-group of non-
severe asthmatics. The number of BSM mitochondria was positively correlated to BSM area
(r=0.78; P <0.001). Follow-up analysis showed that asthmatics with high BSM had worse

asthma control and higher rate of exacerbations per year as compared to low BSM patients.

Conclusion: This study reveals that BSM remodeling and mitochondrial biogenesis may play
a critical role in natural history of non-severe asthma (“Mitasthme” study; ClinicalTrials.gov

number, NCT00808730).

Copyright © 2015 by the American Thoracic Society

Page 4 of 52



AJRCCM Articles in Press. Published on 05-November-2015 as 10.1164/rccm.201507-14040C
Page 5 of 52

Key words: asthma; exacerbation; mitochondria; remodeling; smooth muscle

Abstract word count: 234

Copyright © 2015 by the American Thoracic Society



AJRCCM Articles in Press. Published on 05-November-2015 as 10.1164/rccm.201507-14040C

Introduction

Asthma is a heterogeneous inflammatory disease characterized by variable respiratory
symptoms associated to the presence of bronchial hyperresponsiveness and bronchial
remodeling (1). Bronchial remodeling is a complex process related to various pathological
pathways and the onset of which can occur very early in the asthmatic life, concomitantly
with the inflammatory process (2). It consists in an abnormal increased thickening of the
bronchial wall due to various structural alterations including abnormal epithelium, sub-
epithelial membrane thickening, enhanced deposition of extracellular matrix,
neoangiogenesis, mucus gland hypertrophy and increased bronchial smooth muscle (BSM)
mass (1). Amongst these various alterations, marked increased BSM mass is the key
structural change that distinguishes severe from moderate asthma (3). Indeed, the amount of
BSM mass is correlated to a decrease in lung function (4). Moreover, in severe asthmatic
patients, the increased BSM mass has been associated with chronic airflow obstruction (5).
Amongst various potential mechanisms, the increased BSM mass has been associated with
an increased proliferation of asthmatic BSM cells both in vitro (6-8) and in vivo (4). In vitro,
the increased proliferation of asthmatic BSM cells has been related to an increased
mitochondrial biogenesis, in severe asthmatic BSM cells only (8). /n vivo, the BSM of
severe asthmatic patients is also characterized by an increased number of mitochondria per
surface area and by an increased density of mitochondria, which reflects mitochondrial
activity (8). However, the presence of BSM remodeling in non-severe asthmatics is probably
underestimated and the relationships between BSM mass and various clinical, functional and
inflammatory outcomes remain largely unknown in this asthmatic population. Along the
same line, the number of mitochondria in the BSM of non-severe asthmatics has not been

evaluated.
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We hypothesized that the natural history of non-severe asthma could be influenced not only
by the inflammatory process but also by this key feature of bronchial remodeling i.e.,
increased BSM mass. To test this hypothesis, we have quantified BSM mass in a population
of non-severe asthmatics that is likely to be constituted by patients with variable intensity of
bronchial remodeling. The aim of this study was thus to assess the potential role of BSM

remodeling in non-severe asthma.
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Methods

Patients and samples

A total of 34 patients with non-severe asthma were enrolled in the “Mitasthme” trial from
the “Centre Hospitalier Universitaire” of Bordeaux, France (see Figure El). The study
received approval from the local ethics committee and has been registered under the N°
NCT00808730 at ClinicalTrials.gov. All patients were graded as non-severe asthmatics
according to the Global Initiative for Asthma (GINA), i.e. GINA steps 1, 2 or 3 (10). Three
visits were scheduled (see Table E1): Visit 1 (inclusion), Visit 2 (bronchoscopy) and Visit 3
(12 months + 7 days after visit 2). Bronchial specimens from 30 subjects were obtained by
fiberoptic bronchoscopy, as described previously (8). We collected, for all patients, age at
onset of asthma, Juniper asthma control questionnaire (ACQ) score (11), spirometry,
fractional exhaled nitric oxide (FeNO), serum total IgE and blood eosinophils assessed
within the week before the fiberoptic bronchoscopy.

Additionally, 56 non-severe asthmatics were recruited from the “COBRA” cohort (“Cohorte
Obstruction Bronchique et Asthme”; Bronchial Obstruction and Asthma Cohort; sponsored
by the French National Institute of Health and Medical Research, INSERM), as a second
comparative group, using the same inclusion criteria. Patients from the “Mitasthme” study
were also finally compared to a third group of 19 severe asthmatics (12), also recruited from
the “COBRA” cohort, who underwent fiberoptic bronchoscopy. Details of inclusion and
exclusion criteria are provided in the online data supplement.

Twelve months after the inclusion visit, the number of asthma exacerbations, as-needed
bronchodilator use (short acting beta-2 agonist, SABA), ACQ score, respiratory function and
airway inflammation were assessed. Asthma exacerbations were defined as events of

worsening asthma (10) requiring a short course of oral or parenteral corticosteroids for 5 to
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10 days. We documented the occurrence of exacerbation, using medical records. Subject

verbal reports were not acceptable.

Optic microscopy and immunohistochemistry

Bronchial specimens were fixed in 10% buffered formalin and processed in standard fashion
for paraffin embedding as described previously (8, 13). The total arca of BSM layer was
assessed, manually in a blinded fashion using Quancoul® software at a magnification of
x100 as described previously (8, 14-16). This BSM area was normalized to the whole area of
the corresponding tissues and presented as percentages of whole area as described previously
(17). For each patient, 3 biopsies were collected and the BSM was analyzed in 6 to 8

sections in each biopsy.

Electron microscopy
Specimens were fixed in 2.5% glutaraldehyde in cacodylate buffer, postfixed in 1% osmium

tetroxide, dehydrated, and embedded in Epon as described previously (18).

Statistical analysis

Comparisons between 2 groups were performed by means of two-sided independent t tests
for variables with a parametric distribution, Fisher’s exact test for comparison of proportions
or Mann-Whitney U test for comparison of nonparametric variables. Exacerbation frequency
was calculated and compared between the study groups with the use of a negative binomial
model, as previously described (17). Pearson correlation matrix was built. Stepwise multiple
linear regressions were performed to determine the parameters that significantly influenced

BSM area. Comparisons between data obtained in the “Mitasthme” trial and those from the
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“COBRA” cohort are considered as post hoc analyses. Values are presented as mean + SEM.

Results were considered significant at a P value of less than .05.
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Results

Detection of BSM remodeling in non-severe asthmatics

Out of the 30 bronchoscopies performed in non-severe asthmatics in the “Mitasthme” study,
BSM was assessable from 28 patients. The median BSM normalized area was 26.6%.
Patients were thus divided in high BSM (> 26.6%, 14 patients) and low BSM (<26.6%, 14
patients) groups (Figure 1A&B). Between and within-biopsies variabilities in normalized
BSM area were similar in high BSM vs. low BSM groups (coefficients of variation were
0.32 vs. 0.34; P = 0.45). Patients’ clinical and functional characteristics of these two BSM
groups are presented in Table 1. Patients from both low and high BSM groups were similar
for all initially tested parameters and, in particular, age at onset of symptoms, asthma

duration, eosinophils status, respiratory function and asthma treatment.

Increased mitochondrial number and density in non-severe asthma

The number and the density of BSM mitochondria (Figure 1C and 1D) were increased in the
high BSM group as compared to the low BSM group (Figure 2A and 2C). In addition, the
number and the density of BSM mitochondria were both significantly and positively
correlated to the BSM area within the whole population of non-severe asthmatics (Figure 2B
and 2D). This relationship between BSM mass and mitochondria density is in agreement
with results obtained in severe asthmatics. Indeed, both BSM area and the number of
mitochondria within BSM cells were significantly increased in severe asthma compared to

patients from the Mitasthme trial (see Table E2).
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BSM remodeling and progression of non-severe asthma

We next evaluated whether or not, the presence of high BSM could define specific
subsequent clinical outcomes. The number of exacerbations for the 12 following months
(Figure 3A and 3B) was increased 12 months after the fiberoptic bronchoscopy in the high
BSM group as compared to the low BSM group (relative risk, 5.50; 95% CI, 1.551-19.503;
P = 0.008, Figure 3B). Interestingly, the BSM area was significantly correlated to the
number of exacerbations, which subsequently occurred within the following 12 months after
the fiberoptic bronchoscopy (Figure 3C). The ACQ score (Figure 3D) and the mean SABA
use per week (Figure 3E) were also increased in the high BSM group but there was no

difference in terms of FeNO (Figure 3F) or FEV, (data not shown).

The key role of BSM cell mitochondria in non-severe asthma

To further explore the role of BSM mass variability in non-severe asthmatics, several clinical
and/or functional parameters were analyzed in a correlation matrix (Table 2). Then, these
variables were entered into a stepwise multiple regression analysis to determine both the best
model and the strength of each individual parameter to predict BSM area (Table 3). We first
removed from the models the independent variables with significant cross-correlations. We
found that the best model associated the number of mitochondria and the initial ACQ score,
and explained 69% (R? = 0.69) of the variation in this measurement (Table 3). However, of
these variables, the number of mitochondria explained 55% of the variation alone, while the

initial ACQ score only explained 14%.
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Clinical asthma phenotypes and progression of non-severe asthma

When differentiating non-severe asthma patients from “Mitasthme” trial in terms of early
versus late onset asthma, no prospective outcome was significantly different at year 1 after
the inclusion visit (see Figure E2). Moreover, when differentiating asthmatic patients in
terms of eosinophilic versus non-eosinophilic asthma, only FeNO remained elevated in
eosinophilic asthma (see Figure E3). Similar results were obtained in a larger sample of non-
severe asthmatics (n = 56; see Table E3) from the “COBRA” cohort (see Figures E2 and
E3). Thus, conversely to BSM mass increase, eosinophilia was not associated to higher
exacerbations frequency and poorer asthma control in non-severe asthma. Patients from the
“Mitasthme” trial with total serum IgE level higher than 214 TU/mL (19) had lower asthma
control at year 1 compared to patients with low total IgE level (< 214 IU/mL) but this result

was not reproduced in the “COBRA” cohort (see Figure E4).
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Discussion

This study demonstrates, for the first time that a subgroup of non-severe asthmatics with
BSM remodeling presents increased exacerbations frequency and worse asthma control
compared to patients without BSM remodeling. Both BSM area and number of mitochondria
from non-severe asthmatics were lower than those from severe asthmatics. Moreover, both
the number of BSM mitochondria and the initial ACQ score can predict the variation of
BSM mass.

The issue of the heterogeneous distribution of BSM mass within the bronchial tree must be
first addressed. Indeed, Jones et al. recently demonstrated that BSM area was different in
large, medium or small airways in asthmatic patients and that the coefficient of variation of
BSM area between sections reached 9.1% in the large airways of asthmatics (20). In the
present study, we paid a special attention to averaging the BSM area from a variety of
sections from each biopsy and from a variety of biopsies per patient. These biopsies were
obtained by fiberoptic bronchoscopy from the same large airways in each patient.
Bronchoscopy performed in asthmatic patients was safe in our experience (8, 13, 15-17, 21).
The use of bronchoscopy should thus be limited to expert centers, since measuring BSM area
requires large forceps and dedicated pathologists. However, it remains invasive and
alternative biomarkers of BSM area are needed. Whereas there is no validated BSM
biomarker, the circulating levels of YKL-40 (22) have been correlated to other aspects of
bronchial remodeling such as subepithelial membrane thickness. Periostin contributes also to
subepithelial thickening in asthmatic airways (23) and its serum levels are related to greater
decline in FEV, in asthmatic patients on ICS treatment (24).

One of the main interests of this study is to define a new non-severe asthma group based on
BSM mass i.e., the key structural change in bronchial remodeling. Pathophysiological

processes leading to increased BSM mass are complex and remain not completely
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understood (1). The involvement of mitochondria in the increased mass of BSM was first
evidenced in our laboratory (8). Here, we show in the high BSM group of non-severe
asthmatics that both the number and the density of mitochondria were increased. It should be
noted that the number of mitochondria was normalized to the BSM area, and that the density
of BSM mitochondria is known to be in relation with mitochondrial activity (8). These
results can thus be related to the increased number and density of BSM mitochondria that we
previously reported in the BSM of severe asthmatic patients (8). In such patients, the
increased mitochondrial biogenesis was a key event leading to the increased BSM cell
proliferation and BSM remodeling (8). Likewise, our current results thus suggest that this is
also the case in non-severe asthmatics. Indeed, the number of mitochondria was correlated to
the BSM area and, using multiple regression analysis, the number of mitochondria alone
explained the majority of the variation in BSM area in non-severe asthma. However, further
in vitro studies are required to confirm that similar pathways are involved in non-severe
asthmatic BSM remodeling.

The high BSM group appears to be related to some specific clinical outcomes such as the
rate of future exacerbations. We assessed the number of asthma exacerbations/patient/year at
two time points, before and one year after the bronchoscopy, similarly. Despite the lack of
validated criteria, the definition of asthma exacerbations in our study included a physician-
documented deterioration in symptoms, such as shortness of breath, cough, wheezing, or
chest tightness (10). This definition also included use of systemic corticosteroids for 5 to 10
days to be consistent with ATS/ERS Task Force recommendations on retrospective
assessment of asthma exacerbations (25).

The Th2 high eosinophilic asthma, which is one of the most studied endotype (26),
represents half of the asthma population (27). It has been previously shown that, after ICS

reduction, sputum eosinophil numbers increase before the onset of exacerbations (28).
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Moreover, management strategies based on controlling eosinophilic inflammation are
associated with a reduction in the frequency of exacerbations (29, 30). In the current study,
the rates of both previous and future exacerbations were similar in eosinophilic compared to
non-eosinophilic asthma in the “Mitasthme” trial. This result was confirmed in a second
larger group of non-severe asthmatic patients (from the “COBRA” cohort), who was also
prospectively followed for one year to confirm this absence of difference. Our focus has
been on non-severe asthmatics, both in the “Mitasthme” trial and the “COBRA” cohort,
whereas previous studies (29, 30) recruited patients with asthma of variable severity, a high
proportion of whom had severe asthma (29). Moreover, the pathophysiology of asthma
exacerbations is complex and probably involves multiple pro-inflammatory cells. Further
studies are required to dissect the mechanisms that lead to exacerbations in non-severe
asthmatics, notably the role of eosinophils and its potential interaction with BSM cells.
Focusing on the amount of BSM mass raises the issue of bronchial thermoplasty, which is
supposed to target BSM for the treatment of asthma (31). Whereas such a process has been
shown to significantly reduce the rate of exacerbations and improve the asthma control (31),
the target asthma population remains to be defined. From the current study, we demonstrate
that defining a high BSM group of patient has clinical implications, even in non-severe
asthma. However, we did not demonstrate a clear causal relationship between BSM mass
and the occurrence of future exacerbations. Further clinical trials, at a larger scale should be
performed to determine which patients might preferentially benefit from bronchial
thermoplasty or other processes able to decrease BSM size (17).

In conclusion, we have related the presence of BSM remodeling in non-severe asthmatics
with an increased mitochondrial number. Patients with high BSM mass appear to experience

specific important clinical outcome such as increased rate of future exacerbations.
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Noninvasive techniques for bronchial remodeling measurement are needed to distinguish

low BSM from high BSM patients, especially in non-severe asthma.
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Figure Legends

Figure 1. BSM remodeling and mitochondrial biogenesis in non-severe asthma
Representative optic microscopic images from bronchial sections stained with Ab anti-actin
(A, B) and representative electronic microscopic images (C, D) were obtained from two non-
severe asthmatics with low bronchial smooth muscle (BSM) (A, C) or high BSM mass (B,
D). Some smooth muscle mitochondria were visualized (arrows). Bronchial wall from low
BSM subject shows a dense inflammatory infiltrate (A).

A, B: X100 magnification; bars, 30 um. C, D: x4200 magnification; bars, 1 um.

Figure 2. BSM remodeling is associated to increased mitochondrial number and density in
non-severe asthmatics

Bronchial specimens were obtained from non-severe asthmatics with low bronchial smooth
muscle (BSM) (BSM area < 26.6%; n = 14; white bars) or high BSM mass (BSM area >
26.6%; n = 14; black bars). The number (A) and the density (C) of mitochondria were
assessed from electronic microscopic images. Data are the mean + the SEM. *, P < 0.05
using Student’s t tests. Scatter plots (B, D) show correlation between normalized BSM area
and mitochondrial biogenesis parameters. The normalized area of BSM layer was assessed
using Quancoul® software on bronchial sections at a magnification of x100. The BSM area
was normalized by the whole area of the corresponding tissues and presented as percentages
of whole area. White circles: low BSM group; black circles: high BSM group; r = Pearson

correlation coefficient.

Figure 3. Impact of BSM remodeling on exacerbations frequency and control in non-severe

asthma
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At year 1 after the fiberoptic bronchoscopy, non-severe asthmatics with high bronchial
smooth muscle (BSM) mass (n = 12) had higher numbers of exacerbations (A, B) compared
to patients with low BSM mass (n = 12). Scatter plot (C) show correlation between
normalized BSM area and number of exacerbations per 12 months. Asthmatics with high
BSM had lower asthma control (D, E) and similar levels of airway inflammation (F)
compared to low BSM patients. Low BSM group: BSM area < 26.6% (white bars, dashed
line and white circles); High BSM group: BSM area > 26.6% (black bars, solid line and
black circles). ACQ: Juniper Asthma Control Questionnaire. Short acting beta-2 agonist
(SABA) use is expressed as the number of puffs per week for 12 months. FeNO: Fractional
exhaled nitric oxide. The term ppb denotes parts per billion. Data are the mean + the SEM. *,
P < 0.05 using Mann-Whitney test. White circles: low BSM group; black circles: high BSM

group; r = Pearson correlation coefficient.
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Tables

Table 1. Demographic and baseline characteristics of the patients

Low BSM High BSM P
group group values
N 14 14
Age (yr) 33.84+4.0 33.0+34 0.88
Sex (M/F) 6/8 5/9 1.00
Score on Juniper Asthma Control Questionnaire 0.5+0.1 0.8+£0.2 0.06
Age at onset of symptoms
(Early/late) 9/5 9/5 1.00
(yr) 10.2 £2.7 13.1+3.9 0.87
Asthma duration (yr) 243 +£3.7 20.5+£3.1 0.63
Atopic status (Y/N) 10/4 13/1 0.33
Total IgE (U/ml) 499 + 234 868 + 592 0.45
High eosinophil status (Y/N) 6/8 8/6 0.71
Blood eosinophil count (x107/liter) 0.21 £0.04 0.29 £ 0.06 0.36
FeNO (ppb) 36.5+£10.0 37.0+6.3 0.29
Chronic airflow obstruction (Y/N) 0/14 0/14 1.00
Prebronchodilator FEV, (% of pred. value) 91.9+34 942 +3.7 0.66
FEV:FVC ratio (%) 757+ 1.6 78.5+2.1 0.29
PC, for methacholine (mg) 0.9+0.3 09+04 0.74
Obesity (Y/N) 0/14 2/12 0.48
Body-mass index (kg/m?) 23.3+0.9 254+23 0.80
Smoking status
Current smoker (Y/N) 0/14 0/14 1.00
Ex-smoker (Y/N) 0/14 0/14 1.00
Pack-years (no.) 0 0
Frequent exacerbations > 2/yr (Y/N) 0/14 0/14 1.00
Severe exacerbations per subject in previous 0.1+0.1 0.2+0.1 0.29
year (no.)
Treatment
Dose of ICS - beclomethasone equivalent 732 £ 182 786 £ 167 0.83
(ng/day)
Use of long-acting beta-agonists (Y/N) 8/6 8/6 1.00
Regular use of oral prednisolone (Y/N) 0/14 0/14 1.00
Use of montelukast (Y/N) 3/11 3/11 1.00
Use of omalizumab (Y/N) 0/14 0/14 1.00
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Plus—minus values are means £+ SEM. BSM denotes bronchial smooth muscle, FeNO the
fraction of nitric oxide in exhaled air, FEV, forced expiratory volume in 1 second, FVC
forced vital capacity, ICS inhaled corticosteroid and PC, the provocative concentration of
inhaled methacholine required to lower the FEV, by 20%. Early onset of asthma: < 12 years;
Late onset of asthma: > 12 years. High eosinophil status: FeNO > 50 ppb or blood
eosinophils > 0.3 x10°/liter. Chronic airflow obstruction: FEV| measures persistently lower
than 80% of predicted value. P values were calculated with the use of a two-sided
independent t-test for variables with a parametric distribution, Fisher’s exact test for
comparison of proportions and the Mann—Whitney U test for comparison of nonparametric

variables.
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Table 2. Correlation between BSM area and multiple variables

Parameter BSM area
Number of mitochondria / BSM area (x10” / mm?) 0.72 (.0001)*
Score on Juniper Asthma Control Questionnaire 0.50 (.007)*
Number of exacerbations per 12 months 0.47 (.03)*
SABA use (puffs / week) 0.45 (.04)*

Data are Pearson correlation coefficient between bronchial smooth muscle (BSM) area and
clinical variables or mitochondrial biogenesis (n = 28 non-severe asthmatics). SABA: Short

acting beta-2 agonist. Numbers in parentheses are P values.

* P<0.05
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Table 3. Stepwise multiple linear regression analysis of BSM area for asthma control

and mitochondrial biogenesis

BSM area
r’ B3 SE P value
Number of mitochondria / BSM area (x10’ / mm?) 0.55 7.17 1.15 0.0001
Score on Juniper ACQ at V1 0.14 0.60 0.27 0.04
Full model’ 0.69 0.0001

Dependent variable is bronchial smooth muscle (BSM) area. Independent variables are the
number of mitochondria and the initial Asthma Control Questionnaire (ACQ) score assessed
at V1 (n = 28 non-severe asthmatics). B is the regression coefficient. SE is the standard error
of B.

" For the full model, F ratio is 24.0, and the square root of the mean square error is 517.8 for
BSM area. This model has been found to be the best in terms of 2, square root of the mean

square error, and F ratio.
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Figure 1
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Methods

“Mitasthme” trial

A total of 34 patients with non-severe asthma were recruited from the “Centre Hospitalier
Universitaire” of Bordeaux, France (see Figure E1). The study received approval from the
local ethics committee and has been registered under the N° NCTO00808730 at

ClinicalTrials.gov. The “Mitasthme” trial was conducted at the Clinical Investigation Centre

of Bordeaux University Hospital. All clinical investigators, (i.e., Pierre-Olivier Girodet,
Annaig Ozier and Patrick Berger), are chest physicians. All subjects gave their written
informed consent to participate to the study, after the nature of the procedure had been fully
explained. Patients were enrolled using the following inclusion criteria. Patients, aged more
than 18 years, must exhibit characteristic symptoms (wheezing, breathlessness) as well as
bronchial hyperresponsiveness confirmed by either a significant improvement by more than
15 percent in the forced expiratory volume in one second (FEV;) 10 minutes after the
inhalation of 200 pg of salbutamol, or a provocative concentration of methacholine required
to lower the FEV| by 20 percent (PCy) of less than 4 mg/ml according to the American
Thoracic Society criteria (E1). All patients were graded as non-severe asthmatics according
to the Global Initiative for Asthma (GINA), i.e. GINA steps 1, 2 or 3 (E2). All patients must
also be non-smokers or former smokers with less than 10 pack-years. Exclusion criterion
was a recent bacterial or viral infection (less than 6 weeks). Three visits were scheduled:
Visit 1 (inclusion), Visit 2 (bronchoscopy) and Visit 3 (12 months + 7 days after visit 2). We
collected, for all patients, age at onset of asthma, Juniper asthma control questionnaire
(ACQ) score, spirometry, fractional exhaled nitric oxide (FeNO), serum total IgE and blood

eosinophils assessed within the week before the fiberoptic bronchoscopy.
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Twelve months after the bronchoscopy visit, the number of asthma exacerbations, as-needed
bronchodilator use (short acting beta-2 agonist, SABA), ACQ score, respiratory function and
airway inflammation were assessed.

Asthma exacerbations were defined as events of worsening asthma (E2) requiring a short
course of oral or parenteral corticosteroids for 5 to 10 days. The year before and the year
after bronchoscopy, we documented the occurrence of exacerbation similarly, using medical
record. Subject verbal reports were not acceptable. Furthermore, at visit 1, patients enrolled
in the study, had instructions to contact the investigator if any sign of worsening asthma
occurred, i.e. progressive increase in shortness of breath, cough, wheezing or chest tightness
or some combination of these symptoms. The year after bronchoscopy, 10 patients presented
at least one exacerbation and 27 unscheduled visits were performed. The mean use per week
of short acting beta-2 agonist (SABA) was assessed at visit 3 by the investigator based on

subjects’ declaration and data assessed during unscheduled visits.

COBRA cohort

We enrolled patients from a second cohort, in order to confirm the results when comparing
eosinophilic vs. non-eosinophilic asthmatics or late vs. early onset asthmatics or high vs. low
total IgE level. The French National Institute of Health and Medical Research (INSERM) is
the sponsor of the “COBRA” cohort (“Cohorte Obstruction Bronchique et Asthme”; i.e.,
Bronchial Obstruction and Asthma Cohort). Patients from the “COBRA” cohort were
followed prospectively in the same institution by the same investigators (i.e., Pierre-Olivier
Girodet, Annaig Ozier and Patrick Berger) as the “Mitasthme” trial.

Fifty-six non-severe asthmatic patients were recruited from the “COBRA” cohort, using the
same inclusion criteria as the “Mitasthme” trial. Non-severe asthma patients from both the

“Mitasthme” trial and the “COBRA” cohort were classified according to (i) their age of
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asthma onset: Early (< 12 years) vs. late onset (> 12 years); (i) their asthma phenotype: non-
eosinophilic (FENO < 50 ppb or blood eosinophils < 0.3 x10”/liter) vs. eosinophilic asthma
(FeNO > 50 ppb or blood eosinophils > 0.3 x10°/liter); or (iii) their serum total IgE level:
low (total IgE <214 TU/mL) vs. high level (total IgE > 214 IU/mL).

Nineteen severe asthmatics were also recruited from this “COBRA” cohort. Severe asthma
was diagnosed using American Thoracic Society criteria (E3). At least one major criterion

and at least two minor criteria must be fulfilled.

Major criteria:
1. Treatment with continuous or near continuous (> 50% of year) oral corticosteroids.
2. Requirement for treatment with high-dose inhaled corticosteroids (> 1260 pg/d

beclomethasone dipropionate or equivalent).

Minor criteria:

1. Requirement for daily treatment with a controller medication in addition to inhaled
corticosteroids, e.g., long-acting beta2-agonist, theophylline, or leukotriene antagonist.

2. Asthma symptoms requiring short-acting beta2-agonist use on a daily or near daily basis.
3. Persistent airway obstruction (FEV, < 80% predicted; diurnal PEF variability > 20%).

4. One or more urgent care visits for asthma per year.

5. Three or more oral steroid “bursts” per year.

6. Prompt deterioration with < 25% reduction in oral or inhaled corticosteroid dose.

7. Near fatal asthma event in the past.

Copyright © 2015 by the American Thoracic Society

Page 36 of 52



Page 37 of 52

AJRCCM Articles in Press. Published on 05-November-2015 as 10.1164/rccm.201507-14040C

Bronchoscopy

Bronchial specimens from asthmatics were obtained by fiberoptic bronchoscopy. Fiberoptic
bronchoscopy was performed after anesthesia of the upper airways was achieved with
lidocaine 10% spray. The fiberoptic bronchoscope (Pentax BF 15V, Argenteuil, France) was
introduced and biopsies were taken from 3 bronchial carinae from the middle lobe.
Specimens were immediately transferred to the laboratory in sterile container containing
Dulbecco’s Modified Eagles Medium (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). All the biopsies
have been performed by the same investigator (i.e., Matthieu Thumerel) in both non-severe
asthmatics from the “Mitasthme” trial and severe asthmatics from the “COBRA” cohort. We
did not perform bronchoscopy within the non-severe asthmatic patients from the “COBRA”

cohort.

Optic microscopy and immunohistochemistry

Bronchial specimens were fixed in 10% buffered formalin and processed in standard fashion
for paraffin embedding as described previously (E4, ES). Sections, 3-pum thick, were cut and
stained with hematoxylin-eosin-safran or processed for immunohistochemistry. After
deparaffinization and rehydratation through graded alcohols, endogenous peroxidase was
inhibited using a solution of 0.1% sodium azide and 0.3% hydrogen peroxide (both from
Sigma-Aldrich, Saint Quentin-Fallavier, France) for 30 min, followed by 2 rinses in
phosphate buffered saline (PBS, Invitrogen). Nonspecific staining was blocked using 10%
bovine serum albumin (BSA, Dako, Trappes, France) for 30 min. Sections were incubated
for 2h at room temperature with mouse anti-human smooth muscle actin (clone 1A4) or the
unrelated mouse antibody (both from Sigma-Aldrich). After rinsing in PBS, biotinylated

rabbit anti-mouse F(ab’)2 (Dako) was applied to the sections for 2h, and followed by the
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streptavidin-biotin horseradish-peroxidase complex (Dako) for a further 2h period. After
rinsing in PBS, 1 mg/ml 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (Dako) plus 0.02%
hydrogen peroxide for 6 min were used as substrate to develop a peroxide-dependent brown
color reaction at room temperature. Finally, the sections were rinsed and counterstained with
Mayer’s hematoxylin. The total area of BSM layer was assessed, manually in a blinded
fashion using Quancoul® software at a magnification of x100 as described previously (E4,
E6-8). This BSM area was normalized to the whole area of the corresponding tissues and
presented as percentages of whole area as described previously (E9). For each patient, 3

biopsies were collected and the BSM was analyzed in 6 to 8 sections in each biopsy.

Electron microscopy

Specimens were fixed in 2.5% glutaraldehyde in cacodylate buffer, postfixed in 1% osmium
tetroxide, dehydrated, and embedded in Epon as described previously (E10). For each
specimen, semi-thin sections (1 pm-thick) were cut and stained with alkaline toluidine blue.
We selected the first semi-thin section large enough to span from the epithelium to the
muscular layer. Five ultrathin serial sections (60 nm-thick) were then cut on diamond knives.
Four of these latter sections were subsequently randomly selected and placed on grids.
Staining was performed with uracile acetate and lead citrate. Grids were then scanned by
transmission electron microscopy (EM, Tecnai 12, Philips) and examined by a pathologist
from left to right and from top to bottom to locate every whole nucleated BSM. Each
ultrathin section was examined in its entirety. To evaluate the number of mitochondria,
computerized photographs and measurements were performed in a blinded fashion by using
Scanview software (Soft Imaging System) at a standard magnification of x4200.

Mitochondrial densities were quantified using ImagelJ 1.42q free software.
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Statistical analysis

The statistical analysis was performed with NCSS software (NCSS 2001; NCSS Statistical
Software, Kaysville, UT). Clinical investigators were blinded to smooth muscle and
mitochondria results until the last visit of the last patient. Clinical investigators (i.e., Pierre-
Olivier Girodet, Annaig Ozier and Patrick Berger) collected and verified clinical data,
whereas a pathologist (i.e., Hugues Begueret) analyzed microscopic data. The Methodology
and Data management Centre of the sponsor (CHU de Bordeaux) collected all outcomes data
and performed data monitoring. An independent statistician (i.e., Régis Lassalle) performed

statistical analysis on anonymized data.

Regarding the data obtained from the “Mitasthme” trial, patients were divided in “low BSM”
group and ‘“high BSM” group using the median BSM normalized area of the study
population. Comparisons between the 2 groups were performed by means of two-sided
independent t tests for variables with a parametric distribution, Fisher’s exact test for
comparison of proportions or Mann-Whitney U test for comparison of nonparametric
variables. Exacerbation frequency was calculated and compared between the study groups
with the use of a negative binomial model, as previously described (E9). Pearson correlation
matrix was built. Stepwise multiple linear regressions were performed to determine the
parameters that significantly influenced BSM area. As independent variables, we selected
the ones that influenced the dependent variable according to the univariate analysis (P values
< 0.05). Amongst all clinical, functional and mitochondrial parameters, we chose those
assessed at the time of bronchoscopy or before, best correlated to the dependent variable and

without cross correlations in order to limit multicollinearity.
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Comparisons between data obtained in the “Mitasthme” trial and those from the COBRA
cohort are considered as post hoc analyses. P values for multiple comparisons were
calculated by means of Kruskal-Wallis tests, with the use of multiple-comparisons z-tests.
When comparing 2 populations, we performed two-sided independent t-tests for variables
with a parametric distribution, Fisher’s exact tests for comparison of proportions and the

Mann—Whitney U tests for comparison of nonparametric variables.

Values are presented as mean = SEM. Results were considered significant at a P value of

less than .05.
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Supplemental figures legends

Figure E1. Schematic representation of the study design

ECG: Electrocardiogram; MCT: Methacholine challenge test.

Figure E2. Impact of age of onset disease in non-severe asthma

Non-severe asthma patients from the “Mitasthme” trial (n = 24) and the “COBRA” cohort (n
= 56) were classified according to their age of asthma onset: Early (< 12 years; white bars; n
= 13 in “Mitasthme” trial; n = 27 in “COBRA” cohort) vs. late (> 12 years: grey bars; n =11
in “Mitasthme” trial; n = 29 in “COBRA” cohort) onset of asthma. At year 1 after asthma
phenotype characterization, exacerbations frequency (A), asthma control (B), as-needed
bronchodilator use (C) and airway inflammation (D) are determined. Short acting beta-2
agonist (SABA) use is expressed as the mean number of puffs per week for 12 months.
ACQ: Juniper Asthma Control Questionnaire. FeNO: Fractional exhaled nitric oxide. The
term ppb denotes parts per billion. Data are the mean + SEM. No significant results were
found using multiple comparisons by means of Kruskal-Wallis tests, with multiple-

comparisons z-tests.

Figure E3. Impact of eosinophilic phenotype in non-severe asthma

Non-severe asthma patients from the “Mitasthme” trial (n = 24) and the “COBRA” cohort (n
= 56) were classified according to their asthma phenotype: non-eosinophilic (hatched bars; n
= 12 in “Mitasthme” trial; n = 22 in “COBRA” cohort) vs. eosinophilic (double-hatched
bars; n = 12 in “Mitasthme” trial; n = 34 in “COBRA” cohort) asthma. Eosinophilic asthma

is defined as FeNO > 50 ppb or blood eosinophils > 0.3 x10”/liter. At year 1 after asthma
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phenotype characterization, exacerbations frequency (A), asthma control (B), as-needed
bronchodilator use (C) and airway inflammation (D) are determined. Short acting beta-2
agonist (SABA) use is expressed as the mean number of puffs per week for 12 months.
ACQ: Juniper Asthma Control Questionnaire. FeNO: Fractional exhaled nitric oxide. The
term ppb denotes parts per billion. Data are the mean + SEM. *, P < 0.05 using multiple

comparisons by means of Kruskal-Wallis tests, with multiple-comparisons z-tests.

Figure E4. Impact of total serum IgE level in non-severe asthma

Non-severe asthma patients from the “Mitasthme” trial (n = 24) and the “COBRA” cohort (n
= 56) were classified according to their serum total IgE level: low level (total IgE < 214
IU/mL; grey hatched bars; n = 14 in “Mitasthme” trial; n = 36 in “COBRA” cohort) vs. high
level (total IgE > 214 IU/mL; grey double-hatched bars; n = 10 in “Mitasthme” trial; n = 20
in “COBRA” cohort). At year 1 after asthma phenotype characterization, exacerbations
frequency (A), asthma control (B), as-needed bronchodilator use (C) and airway
inflammation (D) are determined. Short acting beta-2 agonist (SABA) use is expressed as the
mean number of puffs per week for 12 months. ACQ: Juniper Asthma Control
Questionnaire. FeNO: Fractional exhaled nitric oxide. The term ppb denotes parts per
billion. Data are the mean £ SEM. *, P < 0.05 using multiple comparisons by means of

Kruskal-Wallis tests, with multiple-comparisons z-tests.
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Supplemental tables

Table E1. Time and events table

Visits

Weeks

Written informed consent

Subject demography

Medical history

Asthma and exacerbation history

Therapy history

Smoking history

Inclusion/Exclusion criteria

Concomitant medication assessment
Physical examination

Vital signs

Body plethysmography

Methacholine challenge test

Allergy skin prick tests

Chest X-ray

Arterial blood gas

12 lead ECG

B-hCG (blood pregnancy test)

Hepatitis B and C tests

HIV test

Exacerbation review

Dispense diary

Juniper ACQ

Spirometry including FEV,, FEF;s.75, FVC
FeNO measurement

Hematology M
Serum total IgE v
Bronchoscopy v
Review diary (SABA use)
Adverse events M M v
Serious adverse events v v M

ek
N
w

1
[y
[—}

52+1

<< <<« <|<|<|<| <] <] <|<|<|<|<|<|<|<]|<

<l <|<|<|<

<< <|<

Abbreviations: ACQ: asthma control questionnaire; ECG: electrocardiogram; FEF;s.7s:
forced expiratory flow at 25 to 75 percent of FVC; FeNO: fractional exhaled nitric oxide;
FEV,: forced expiratory volume in one second; FVC: forced vital capacity; hCG: human

chorionic gonadotropin; SABA: short acting beta-2 agonist.
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Table E2. Comparison of baseline characteristics and bronchial smooth muscle

remodeling outcomes in non-severe and severe asthmatics

Non-severe Severe P
asthma asthma values
Mitasthme COBRA
N 28 19
Age (yr) 334+2.6 554+33  0.0001
Sex (M/F) 11/17 2/17 0.05
Score on Juniper Asthma Control Questionnaire 0.6 +0.1 2.1+0.3 0.0001
Age at onset of symptoms
(Early/late) 18/10 6/13 0.04
11.7+2.4 19.4+£3.2 0.02
Asthma duration (yr) 224+24 359+4.38 0.02
Atopic status (Y/N) 23/5 10/9 0.05
Total IgE (U/ml) 683 £314 536 +299 0.27
High eosinophil status (Y/N) 14/14 12/7 0.55
Blood eosinophil count (x10”/liter) 0.25+0.03 0.27+0.06 0.55
FeNO (ppb) 36.7+5.8 27.8+5.5 0.25
Chronic airflow obstruction (Y/N) 0/28 8/11 0.0002
Prebronchodilator FEV; 93.1+£25 742+53 0.003
FEV:FVC ratio (%) 77.1+1.3 65.9+3.0 0.002
Obesity (Y/N) 2/26 5/14 0.10
Body-mass index (kg/m?) 244+12 269+12  0.03
Smoking status
Current smoker (Y/N) 0/28 0/19 1.00
Ex-smoker (Y/N) 0/28 3/16 0.06
Pack-years (no.) 0 0.8+0.4 0.88
Frequent exacerbations > 2/yr (Y/N) 0/28 7/12 0.0008
Severe exacerbations 0.1+0.1 2.7+0.7 0.0001
previous year (no.)
Treatment
Dose of ICS - beclomethasone equivalent 759+ 121 2868 +397  0.0001
Use of long-acting beta-agonists (Y/N) 16/12 18/1 0.007
Regular use of oral prednisolone (Y/N) 0/28 7/12 0.0008
Use of montelukast (Y/N) 6/22 7/12 0.32
Use of omalizumab (Y/N) 0/28 6/13 0.003
Bronchial smooth muscle remodeling
BSM area (%) 26.8 £ 1.4 353+2.0 0.005
Number of mitochondria / BSM area  2.1+0.2 3.8+0.3 0.0001

(x10" / mm?)

Plus—minus values are means + SEM. Early onset of asthma: < 12 years; Late onset of asthma: > 12

years. High eosinophil status: FeNO > 50 ppb or blood eosinophils > 0.3 x10°/liter. Chronic airflow

Copyright © 2015 by the American Thoracic Society



Page 47 of 52

AJRCCM Articles in Press. Published on 05-November-2015 as 10.1164/rccm.201507-14040C

obstruction: FEV, measures persistently lower than 80% of predicted value. BSM denotes bronchial
smooth muscle, FeNO the fraction of nitric oxide in exhaled air, FEV, forced expiratory volume in 1
second, FVC forced vital capacity, ICS inhaled corticosteroid and PC, the provocative concentration
of inhaled methacholine required to lower the FEV, by 20%. P values were calculated with the use of
a two-sided independent t-test for variables with a parametric distribution, Fisher’s exact test for

comparison of proportions and the Mann—Whitney U test for comparison of nonparametric variables.
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Table E3. Baseline characteristics of non-severe asthmatics from the COBRA cohort

N
Age (yr)
Sex (M/F)
Score on Juniper Asthma Control Questionnaire
Age at onset of symptoms
(Early/late)
(yr)
Asthma duration (yr)
Atopic status (Y/N)
Total IgE (U/ml)

High eosinophil status (Y/N)
Blood eosinophil count (x10”/liter)
FeNO (ppb)

Chronic airflow obstruction (Y/N)
Prebronchodilator FEV; (% of pred. value)
FEV:FVC ratio (%)

PC, for methacholine (mg)

Obesity (Y/N)
Body-mass index (kg/m?)

Smoking status
Current smoker (Y/N)
Ex-smoker (Y/N)
Pack-years (no.)

Frequent exacerbations > 2/yr (Y/N)

Severe exacerbations per subject in previous year (no.)

Treatment

Dose of ICS - beclomethasone equivalent (ng/day)

Use of long-acting beta-agonists (Y/N)
Regular use of oral prednisolone (Y/N)
Use of montelukast (Y/N)
Use of omalizumab (Y/N)

56
44.1+£2.3
15/41
0.6+0.1

27/29
204 +2.7
23.6+2.1

45/11
289 + 66

34/22
0.23+£0.03
31.4+3.8

0/56
98.8+1.9
80.0+1.4

1.9+£0.7

6/50
247+ 0.7

0/56
0/56
0

2/54
04+0.1

757 £ 128
26/30
0/56
9/47
0/56

Plus—minus values are means = SEM. Early onset of asthma: < 12 years; Late onset of asthma: > 12
years. High eosinophil status: FeNO > 50 ppb or blood eosinophils > 0.3 x10°/liter. Chronic airflow
obstruction: FEV; measures persistently lower than 80% of predicted value. FeNO: fraction of nitric
oxide in exhaled air; FEV;: forced expiratory volume in 1 second; FVC: forced vital capacity; ICS:

inhaled corticosteroid; PCyy: provocative concentration of inhaled methacholine required to lower the

FEV, by 20%.
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448 Subjects were in Center for
Clinical Investigation database

145 Were potentially eligible

| 102 Were approached

68 Were not screened
53 Declined
14 Did not respond
1 Did not attend screening

34 Were included I

4 Were withdrawn
1 Had a negative MCT
1 Had an ischemic heart disease
2 Had a panic attack

| 30 Had bronchial biopsies

2 Were withdrawn after bronchoscopy
due to absence of bronchial smooth
muscle on biopsies sections

I 28 Had high-quality bronchial samples I
H 4 Were lost to follow-up

I 24 Were followed up for one year I

Figure E1
135x180mm (600 x 600 DPI)
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L’étude Mit'asthme permet de faire ressortir un phénotype de patients
asthmatiques non séveres a « muscle lisse augmenté » qui differe des autres
patients asthmatiques par le risque accru d’exacerbations et le moins bon control de
'asthme. De plus, comme chez I'asthmatique sévére, les mitochondries semblent
jouer un réle clé. Cependant, des études in vitro sont nécessaires pour confirmer le
réle de la signalisation calcique dans I'excés de biogenése mitochondriale.

Ce phénotype a « muscle lisse augmenté » meériterait donc d’étre dépisté pour
engager une réponse thérapeutique adaptée (thermoplastie bronchique? inhibiteur
calcique ?). Il apparait donc important de poursuivre sur cette voie d’étude du muscle
lisse bronchique aussi bien au niveau fondamental qu’aux niveaux diagnostique
(endoscopie, autre) et thérapeutique (thermoplastie, inhibiteur calcique...).
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IV Perspectives

IV-A BPCO et Fibrocyte

Le premier objectif est la finalisation de I'’étude Fibrochir sous au moins deux
axes:

- I'étude des fibrocytes péribronchiques pour répondre a I'objectif primaire et
parfaire I'étude fondamentale entre les fibrocytes sanguins et pulmonaires chez le
patient BPCO a I'état stable. Une analyse immunohistochimique avec un double
marquage CD34 et CD45 est en élaboration. L’identification de cellules doublement
positives pemettrait un compte des fibrocytes (CD34+ propre aux fibrocytes, CD45+
sur les fibrocytes et macrophages). Cependant, il s’agit d’'un double marquage
membranaire qui, la aussi, pourrait poser un probléme de lisibilité (rouge sur
marron). Comme I'indique I'article de Lei et coll(132) qui a étudié le double marquage
CD45/aSMA, il semble que la technique en immunofluorescence soit la plus
efficiente pour le dépistage des fibrocytes sur des coupes de cceur en paraffine
atteint de cardiopathie ischémique. Les coupes en immunohistochimie ou la co-
localisation immunohistochimie et immunofluorescence semblent produire un grand
nombre de faux positifs. De plus, linfiltration pulmonaire des fibrocytes dans la
BPCO a l'état stable ou en exacerbation est complétement non-explorée. Les
prélévements pulmonaires réalisés dans Fibrochir devraient permettre cette
exploration a la fois en distalité sur le parenchyme pulmonaire mais aussi autour de
bronches segmentaires, sur des conditionnements en paraffine et congelé.

- 'étude de la prédiction du VEMS postopératoire de patients opérés de
résection pulmonaire néoplasique (la majorité dans I'étude Fibrochir) en fonction du
scanner préopératoire. Certaines études(134)(135) ont recherché la technique la
plus précise de prédiction du VEMS post-opératoire en comparant la valeur de
VEMS mesurée en postopératoire a une valeur prédite par des paramétres divers :
nombre de lobe(s) réséqué(s), de segment(s) réséqué(s), densité pulmonaire,
emphyséme (LAA%)... Les paramétres parenchymateux tomodensitométriques
semblent utiles et meilleurs que les techniques classiques(136)(137) pour la
prédiction du VEMS postopératoire de patient a la limite de la contre-indication
fonctionnelle respiratoire. Les logiciels de mesures de paroi bronchique et de
vascularisation pulmonaire utilisés dans Fibrochir vont permettre d’étudier la
prédiction du VEMS postopératoire avec de nouveaux paramétres jamais explorés.
Par ailleurs, I'étude de I'évolution du VEMS et de questionnaires respiratoires a un
an en comparant trois groupes opérés sous thoracoscopie pour les résections
néoplasiques est aussi novatrice.

D’autres études fondamentales sur le recrutement des fibrocytes et leur régulation
notamment en période d’exacerbation seront nécessaires. On pourrait s’aider de
prélévements réalisés sous fibroscopie (souvent réalisée pour prélevement
bactériologique) pour dosage de fibrocytes, de cytokine (CXCL12 et autres) dans le
LBA et la réalisation de biopsie bronchique (sous réserve d’'une analyse en IHC ou
immunofluorescence correcte).

IV-B Asthme et remodelage bronchique

Deux axes sont privilégiés :
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- 'étude des effets du Gallopamil sur les exacerbations de patient asthmatique
sévere sur une grande cohorte et une durée de 18 mois.

- Endoscopiquement, le développement de techniques diagnostiques
d’évaluation bronchique de patient asthmatique ou autre (OCT, broncho-aspiration)
et/ou le développement de techniques thérapeutiques (thermoplastie bronchique) et
leur évaluation fondamentale sont a mettre en oeuvre. Développée depuis
2004(138), la thermoplastie bronchique ne s’est que récemment déployée en
France(139). Les essais cliniques internationaux « AIR 1(115) » et « RISA(140) » ont
montré, apres thermoplastie bronchique, une absence d’effets indésirables majeurs,
une ameélioration des questionnaires de control (ACQ) et de qualité de vie de
'asthme (AQLQ) et une réduction des exacerbations. L'essai « AIR 2(141) », en
double aveugle, a montré dans le groupe thermoplastie une réduction de 32% des
exacerbations, de 84% des entrées aux urgences, de 66% de I'absenteisme au
travail/scolaire. Le suivi a 5 ans montre une continuité des bénéfices observés a long
terme(142). La thermoplastie est donc indiquée en cas de patient asthmatique
sélectionné présentant un asthme non controlé sous traitement optimal (grade
B)(143). Pour autant, I'évaluation fondamentale des mécanismes qui sous-tendent
'amélioration observée aprés thermoplastie reste a explorer : réduction de taille du
muscle lisse variable, autres modifications biologiques, cellulaires ou architecturales.
L’exploration de nouveaux marqueurs sanguins, bronchiques, d’expectoration ou
d’'imagerie (TDM, IRM, OCT) pour I'évaluation de la réponse thérapeutique est utile.
Il reste a définir le patient a priori répondeur a la thermoplastie.
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Approche translationnelle du remodelage bronchique dans I'asthme et la
broncho-pneumopathie chronique obstructive

Résumeé : Le remodelage bronchique regroupe des entités physiopaphologiques comme
I’hypertrophie musculaire lisse dans I'asthme ou 'augmentation d’épaisseur bronchique sur
linfiltration de cellules inflammatoires et I'accumulation de fibrose dans la BPCO. Ces
remodelages sont corrélés a I'obstruction fonctionnelle et donc a la séverité de ces maladies.
L’analyse de biopsies bronchique ou pulmonaire permet d’étudier ce phénoméne qui, aprés
une meilleure compréhension, est une cible thérapeutique intérressante. Le premier article
est une revue d’indications de bronchoscopie chez les patients de réanimation. La deuxiéme
étude a montré une augmentation des fibrocytes sanguins au cours d’exacerbation sévére
de patient BPCO et une corrélation entre leur taux et le risque de décés du patient. La voie
de signalisation du CXCR4 semble impliquée dans ce recrutement. La troisieme étude
cherche a explorer la localisation et les caractéristiques intra-pulmonaires des fibrocytes
chez le patient BPCO a I'état stable. La quatrieme étude a montré, in vivo, que le gallopamil,
un inhibiteur calcique, pouvait diminuer la taille de muscle lisse bronchique de patient
asthmatique sévére en ciblant la biogenése mitochondriale. Ceci pourrait en faire une arme
thérapeutique interressante et totalement novatrice. La derniére étude a permis d’isoler un
phénotype de patient asthmatique non sévére a « muscle lisse bronchique augmenté » qui
présente un risque accru d’exacerbation et de contréle non optimal de leur asthme. Les
mitochondries semblent jouer un réle clé comme dans I'asthme sévére.

Mots clés : Asthme, Broncho-pneumopathie chronique obstructive, Remodelage
bronchique, Fibrocyte

Translational approach of airway remodeling in asthma and chronic
obstructive pulmonary disease

Abstract : Airway remodeling groups pathophysiological entities such as smooth muscle
hypertrophy in asthma or increase bronchial thickness due to infiltration of inflammatory cells
and fibrosis in COPD. These remodeling is correlated with the functional obstruction and
therefore with the severity of these diseases. The bronchial or lung biopsies analysis allows
to study this phenomenon which, after understanding, is an interesting therapeutic target.
The first article is a review of indications of bronchoscopy in critically ill patients. The second
study showed an increase in blood fibrocytes during severe exacerbation of COPD patient
and a correlation between their rate and the risk of patient death. CXCR4 signaling pathway
seems to be involved in the fibrocyte recruitment. The third study seeks to explore the
location and characteristics of intra-pulmonary fibrocytes in stable COPD patients. The fourth
study has shown, in vivo, that gallopamil, a calcium channel blocker, could reduce airway
smooth muscle size in severe asthmatic patient by targeting mitochondrial biogenesis. This
could make it an interesting therapeutic weapon and totally innovative. The last study has
isolated a non-severe asthma phenotype with "increased bronchial smooth muscle," which
presents an increased risk of exacerbation and a suboptimal control of their asthma. The
mitochondria appear to play a key role as in severe asthma.

Keywords : Asthma, Chronic obstructive pulmonary disease, Airway remodeling,
Fibrocyte
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