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Généralités

L’inflammation compte parmi les réponses orchestrées par le systéeme immunitaire face a une
agression. Le systéme immunitaire est I'ensemble des mécanismes biologiques mis en place
par 'organisme afin de maintenir la cohérence des cellules et des tissus qui le constituent et
d'assurer son intégrité. Ceci se fait d’'une part en éliminant les substances étrangéres et agents
infectieux auxquels il est exposé, d’autre part en se débarrassant de cellules endommagées
et en limitant la prolifération de cellules cancéreuses. L’efficacité du systéme immunitaire
repose tout d’abord sur sa capacité a distinguer le soi du non-soi afin de reconnaitre les
agressions auxquelles l'organisme est confronté. En découle alors la mise en place des
meécanismes de défense que sont 'immunité innée, réaction immédiate mais non spécifique,

et 'immunité adaptative, plus tardive mais spécifiquement dirigée comme I'antigéne a éliminer.

Le systétme immunitaire inné est la premiére ligne de défense de l'organisme. Le premier
mécanisme mis en place est la barriére que constitue le revétement cutanéo-muqueux dont
I'efficacité physique est renforcée par des facteurs mécaniques d'expulsion, la production de
facteurs bactéricides et une barriére biologique constituée de la flore bactérienne saprophyte
non pathogéne en compétition métabolique et physique avec les pathogénes externes. En cas
de dommage du revétement cutanéo-muqueux, il y a passage des agents infectieux dans

'organisme et instauration d'une réponse inflammatoire (Figure 1).

L’inflammation est un processus le plus souvent aigu et localisé, ayant pour but de détruire
ces éléments étrangers grace a I'activation d’'un certain nombre de médiateurs moléculaires
et cellulaires. Elle est caractérisée par trois phases : vasculaire, cellulaire et de résolution.

Au cours de la phase vasculaire, 'augmentation du flux sanguin, suite a la sécrétion
de médiateurs vasoactifs tels que I'histamine ou la sérotonine par les mastocytes et les
basophiles présents, provoque rougeur et chaleur. L'augmentation de la perméabilité des

capillaires permet, en induisant un cedéme, le passage du plasma au niveau du foyer
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inflammatoire et favorise sa dilution. La vasodilatation brutale de la microcirculation locale,
associée a la sécrétion de médiateurs moléculaires et a I'expression de molécules d’adhésion
permet le recrutement des phagocytes circulants qui, grace a leur adhésion aux cellules

endothéliales, traversent les parois vasculaires par diapédése.

Inflammation aigue

Dommage tissulaire Réponse immunitaire Reéponse immunitaire

Infection innée adaptative

Inflammation
chronique

- Fibrose

- Auto-immunité

- Cancer

Résolution
de

l'inflammation

Figure 1 : Les étapes conduisant a l'installation de l'inflammation chronique.

La phase suivante est alors la phase cellulaire, caractérisée par la mobilisation des
phagocytes circulants (neutrophiles, monocytes et macrophages) et la production de
médiateurs solubles tels que les protéines du systéme du complément, les protéines de la
phase aigué de l'inflammation et les cytokines. Les neutrophiles et les macrophages, dont la

fonction essentielle est la phagocytose, permettent I'élimination des pathogénes.

Si la réponse innée n’est pas suffisante pour lutter efficacement contre les pathogénes, la mise
en place de la réponse immunitaire adaptative spécifique est alors nécessaire. En tant que
cellules présentatrices d’antigene (CPA), les cellules dendritiques et les macrophages activent
les lymphocytes T (LT) CD4 en leur présentant les antigénes issus de la dégradation du
pathogéne. Ces LT se différencient en lymphocytes helper « Th » producteurs de cytokines.

En fonction de la nature de I'antigéne, deux types de réponses peuvent étre mis en ceuvre :
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- La réponse a médiation cellulaire est basée sur la reconnaissance de cellules
du soi et permet ainsi I'élimination de cellules infectées ou tumorales, grace a l'intervention
des LT cytotoxiques CDs. Les Th1, obtenus grace a l'interaction directe avec les CPA ou en
réponse au a linterleukine (IL)-12 et a l'interféron (IFN)-y et caractérisés par la production
d’IL2, ont pour réle d’activer les LT cytotoxiques CDs induisant I'apoptose des cellules cibles.

- La réponse a médiation humorale est basée sur la reconnaissance d’agents
exogénes. L'activation des lymphocytes B par les Th2 producteurs d’IL4 et d’IL13, différenciés
en réponse a I'lL4 ou a linteraction avec les CPA, permet la production d’anticorps
spécifiquement dirigés contre les antigénes. Ces anticorps sont alors impliqués dans la
neutralisation des bactéries, virus et toxines, par la formation des complexes immuns qui
facilitent la phagocytose par les macrophages, I'activation de lI'immunité cellulaire et I'activation

du complément.

Enfin, suite a I'élimination de I'agression, la phase de résolution de I'inflammation a pour but
de restaurer des conditions physiologiques. Celle-ci se caractérise par la diminution de la
production de médiateurs pro-inflammatoires, notamment grace a la production de cytokines
anti-inflammatoires comme I'lL10 et de glucocorticoides par les glandes surrénales, ainsi que
I'élimination de linfiltrat leucocytaire.

Cette phase de résolution est associée a un processus de réparation tissulaire. En cas
d’'inflammation modérée et contrblée, 'architecture et la fonction tissulaire peuvent étre
restaurées. Cependant, il est possible que la phase de résolution de I'inflammation ne soit pas
efficace. Cela conduit alors a I'installation d’'une inflammation chronique. En plus de I'aspect
inflammatoire principalement conduit par les macrophages, celle-ci se caractérise notamment
par une transition épithélio-mésenchymateuse conduisant a l'activation des fibroblastes
responsables du développement et de la progression d’'une réparation tissulaire dérégulée, se

traduisant par I'apparition de fibrose.
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L’inflammation chronique est retrouvée dans de nombreuses pathologies auto-immunes,

cancers et pathologies métaboliques.

[.1. Principaux acteurs cellulaires de l'inflammation : les macrophages

La population cellulaire principalement impliquée dans la médiation de la réponse
inflammatoire est celle des monocytes/macrophages. Elle représente 4 a 10 % des cellules
nucléées retrouvées dans la circulation périphérique chez 'lHomme et impliquées dans de
nombreux processus physiopathologiques.

Les monocytes sont des cellules circulantes servant de pools périphériques de précurseurs
myeloides pour le renouvellement des macrophages tissulaires et des cellules dendritiques.

Chaque tissu est constitué de macrophages résidents spécifiques. Se distinguent ainsi, entre
autres, la microglie dans le systéme nerveux central, les ostéoclastes dans le tissu osseux,
les macrophages alvéolaires dans le poumon et les cellules de Kipffer au niveau hépatique.
L'origine des macrophages tissulaires est principalement embryonnaire. En conditions
physiologiques, ils s’auto-renouvellent localement (Ginhoux et al., 2010; Hoeffel et al., 2012).
En cas d’inflammation, ces populations peuvent se voir renforcées par le recrutement et la

différenciation de monocytes circulants.

De par leurs fonctions multiples, les macrophages jouent le role de sentinelles du systéme
immunitaire et participent au maintien de I'homéostasie tissulaire. Une des propriétés
fondamentales des macrophages est la phagocytose, essentielle a la clairance des infections
et nécessaire a I'élimination de cellules apoptotiques ou tumorales. En paralléle de cette
caractéristique primordiale, les macrophages sont impliqués dans la présentation antigénique,
la réponse immunitaire ou encore dans la réparation tissulaire, via la production de médiateurs
(cytokines, facteurs de croissances, espéces réactives de 'oxygéne). Dans ce contexte, il n’est
pas surprenant de les retrouver comme acteurs majeurs du développement et la progression

de pathologies inflammatoires.
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Les macrophages sont des cellules plastiques dont le phénotype dépend du
microenvironnement cytokinique. Ainsi, en fonction de [I'expression de marqueurs
membranaires, la production de cytokines et les activités biologiques, deux principaux
phénotypes M1 et M2, se distinguent (Biswas et al., 2012; Mosser and Edwards, 2008; Murray,

2017; Shapouri-Moghaddam et al., 2018).

1.1.1. Les macrophages M1 pro-inflammatoires

Les macrophages M1 dit « classiquement activés » montrent un phénotype pro-inflammatoire
induit en réponse a une co-stimulation par I'lFNy et le tumor necrosis factor (TNF)-a. Aussi
'engagement de la voie de signalisation du Toll-like receptor (TLR) 4, exprimé a la surface
des macrophages, permet la production de TNFa et d'IFN. De ce fait, les agonistes du TLR4
comme le lipopolysaccharide (LPS) peuvent activer classiquement les macrophages seuls ou
combinés a I'lFNy pour une activation optimale. Aussi, le facteur de croissance GM-CSF (pour
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) permet, in vitro, le priming de monocytes
en macrophages MO pré-M1. D’un point de vue morphologique, les macrophages différenciés

par le GM-CSF sont des cellules rondes « en ceuf sur le plat ».

Chez 'Homme, le phénotype M1 est caractérisé par une forte production de cytokines
impliquées dans l'initiation et 'amplification de la réponse inflammatoire, notamment les 1L12
et 23, mais aussi le TNFa, I'lL1B et I'lL6, parallelement a une trés faible expression de la
cytokine anti-inflammatoire IL10. Parmi les médiateurs sécrétés par les macrophages M1, se
retrouvent de nombreuses chimiokines dont le réle est de recruter les lymphocytes
nécessaires a la réponse immunitaire totale. Le réle majeur de cellule présentatrice d’antigene
des macrophages M1 permet I'activation des lymphocytes grace a I'expression des protéines
de complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). Pour finir, la polarisation en macrophage M1
apporte d’'importantes propriétés bactéricides et cytotoxiques, notamment par la production

d’espeéces réactives de 'oxygéne (ROS).
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Ces différentes capacités sécrétrices conférent aux macrophages M1, en conditions
contrblées, des propriétés antimicrobiennes et antitumorales majeures. En cas de
dérégulation, se traduisant notamment par une inflammation chronique, les macrophages M1
participent au dommage tissulaire via une production excessive de ROS et altérent les

processus de réparation des tissus et de cicatrisation.

1.1.2. Les macrophages M2 anti-inflammatoires

L’activation des macrophages M2 est dite « alternative » et induit un phénotype plutét anti-
inflammatoire impliqué dans la résolution de I'inflammation, en réponse a une co-exposition a
l'IL4 et I'lL13. De facon similaire a la pré-polarisation M1 par le GM-CSF, le facteur de
croissance M-CSF (pour macrophage colony-stimulating factor) permet de pré-polariser les

monocytes en macrophages MO0 pré-M2, se présentant sous forme de cellules fusiformes.

Les macrophages M2 sont caractérisés par une sécrétion importante de la cytokine anti-
inflammatoire IL10 et de la cytokine pro-fibrosante transforming growth factor (TGF) 3, en
paralléle d’une faible expression d’IL12. La principale propriété des macrophages M2 est leur
importante capacité de phagocytose apportée notamment par les récepteurs scavenger
exprimés a leur surface. En effet, ces derniers participent activement a différents processus
tels que la phagocytose de débris cellulaires et de cellules apoptotiques, la clairance des
pathogénes ou encore le transport des lipides et la présentation antigénique. Les
macrophages M2 jouent aussi un réle important de promotion de la réparation tissulaire et de
la cicatrisation, notamment par leurs propriétés pro-fibrosantes et pro-angiogéniques. De ce
fait, en cas de dérégulation de la réponse inflammatoire, on les retrouve impliqués dans la

formation et la progression tumorale.
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Au sein des M2, trois sous-populations peuvent étre décrites : les M2a, principalement
impliqués dans la réparation tissulaire, et les M2b et M2c dits régulateurs.

Les M2a sont induits par une co-stimulation IL4-IL13 et expriment fortement le récepteur au
mannose CD (pour cluster de différenciation) 206, impliqué dans I'absorption et la présentation
des antigénes, I'antagoniste a I'lL13 IL1ra et le récepteur leurre IL1RIl. Par leur réle
prépondérant dans la réparation tissulaire, ils contribuent a I'apparition et au développement
de fibroses en participant a la production de matrice extracellulaire ainsi qu’a I'exacerbation

des réponses allergiques.

Les macrophages régulateurs sont caractérisés par une importante production d’'IL10. lIs
interviennent principalement lors des étapes tardives de la réponse immunitaire afin d’induire
la résolution de linflammation. Les M2b et M2c partagent la nécessité de recevoir deux
signaux pour étre activés. Les M2b, dont le phénotype est induit par les agonistes aux TLRs,
les complexes immuns et I'lL1B3, sécrétent, en plus de I'lL10, des cytokines inflammatoires
telles que I'lL1B3, I'IL6 et le TNFa. Les M2c sont activés par une co-exposition a I'lL10 et aux
glucocorticoides et induisent la sécrétion d’'IL10 et de TGFB. En cas de dérégulation de la
réponse inflammatoire, les macrophages régulateurs peuvent contribuer a la progression

tumorale et prédisposer aux infections.

Tableau 1 : Propriétés et marqueurs phénotypiques des macrophages polarisés (Dapres : Shapouri-
Moghaddam et al., 2018)

Cytokines et médiateurs Marqueurs

Phénotype Inducteurs s . Propriétés
sécrétés membranaires
IL1Q'ow, IL12Nish IL23, TNFa, IL1B, CD80, CD86, Pro-inflammatoire
M1 IFNy, TNFa, LPS IL6, IL27, CXCL9, CXCL10, CD68, CMH-II, IL- antitumoral ’
CXCL11, CXCL16, CCL5, ROS 1R, TLR2, TLR4
M2a IL-4 1L-13 IL10, TGFB, CCL17, CCL18, CD11b, CD206, IL-  Anti-inflammatoire,
’ CCL22, CCL24, IL1ra 1RII réparation tissulaire
Complexes immuns, high low
M2b agonistes aux TLRs, LIRS |L1|510’ -(I;gt? 1L, 1= CD86 Immuno-régulation
IL1B ’
Moe  1L10. dlucocorticoides  '-10 TGFB, CCL16, CCL18, CD206, TLR1, Phagocytose de
9 CXCL13 TLR8 \
apoptotiques
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Le tableau 1, ci-avant, reprend ces particularités retrouvées au niveau de I'expression de
marqueurs membranaires, de la sécrétion cytokinique et des propriétés biologiques qui
permettent la caractérisation des différents phénotypes.

Cependant, méme une fois polarisé, un macrophage peut voir son phénotype modulé pour un
autre si le microenvironnement cytokinique est modifié. De plus, in vivo, il 'y a pas séparation
nette entre les différentes sous-populations macrophagiques. A un temps donné, il existerait
plutét une importante mixité de phénotypes étendus sur un large spectre en fonction de la

distribution des différents marqueurs (Mosser and Edwards, 2008).

[.2. Transduction du signal inflammatoire

L’inflammation, qu’elle soit aigué suite a une infection bactérienne ou chronique dans les
cancers ou pathologies auto-immunes, est médiée par différents acteurs moléculaires au sein
des cellules cibles. Les initiateurs de la réponse inflammatoire sont les ligands qui, en se fixant
a leurs récepteurs exprimés a la surface des cellules, activent des voies de signalisation
spécifiques. Ces voies de signalisation permettent I'activation de génes cibles caractéristiques
de la réponse inflammatoire. Suite a I'activation de ces voies de signalisation, différents
mécanismes sont mis en ceuvre par la cellules afin de les réguler négativement et permettre

de retourner a un état basal.

1.2.1. Ligands, initiateurs de la réponse inflammatoire

1.2.1.1. Liaison extracellulaire du LPS

Le LPS est un constituant majeur de la paroi des bactéries Gram-négative.

Il est composé de 3 parties : une chaine antigéne-O, un domaine core et un lipide A. Le lipide
A, ou endotoxine, compose le feuillet externe de la membrane externe des bactéries Gram-
négative et sert d’ancre au LPS (Figure 2). Cette région étant la seule reconnue par le systeme

immunitaire adaptatif, c’est elle qui est responsable de la toxicité du LPS.
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Figure 2 : Représentation de la structure du LPS (D'apres Bidne et al., 2018)
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C’est par cette région que le LPS est reconnu par un complexe multimérique constitué de
quatre protéines que sont LBP (pour LPS-Binding Protein), CD14, MD-2 et TLR4, chacune
présente en deux exemplaires. Décrite pour la premiére fois en 1986 (Tobias et al., 1986),
LBP est initialement montrée comme facilitant la liaison du LPS aux macrophages (Wright et
al., 1989) et constitue, sous sa forme soluble, un complexe de haute affinité avec le LPS via
la région lipide A. Elle favorise le transfert au CD14, fixé a la membrane par une ancre glycosyl-
phosphatidyl-inositol (Wright et al., 1990). Le complexe LBP/CD14 facilite et renforce la liaison
de LPS au récepteur. Le récepteur est alors constitué d’une protéine adaptatrice soluble MD-

2 qui lie le LPS et s’associe au TLR4 (Shimazu et al., 1999; Visintin et al., 2001) (Figure 3).

1.2.1.2. Les cytokines inflammatoires

Les cytokines sont des protéines de signalisation qui permettent la communication entre les
cellules les ayant produites en réponse a de nombreux stimulus et les cellules cibles. Ces
cellules cibles peuvent étre les cellules productrices, des cellules voisines ou des cellules
distantes, on parle respectivement d’effet autocrine, paracrine et endocrine. La signalisation
se fait généralement par l'intermédiaire de récepteurs membranaires spécifiques exprimés a
la surface des cellules cibles. La capacité de réponse d’un type cellulaire a un stimulus est

dictée par le degré d’expression d’un certain type de récepteur membranaire a sa surface.
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Cette superfamille compte de nombreux membres tels que les interleukines et les TNF,
principalement représentés par I'lL1p3, I'lL6 et le TNFa et impliqués dans 'induction de la fiévre,
I'activation des phagocytes, la production des protéines de la phase aigué ainsi que I'activation
des cellules endothéliales et la réparation tissulaire. Cette superfamille regroupe aussi les
interférons qui réduisent la sensibilité des cellules a l'infection virale et sont impliqués dans
I'activation des phagocytes, des cellules cytotoxiques et dans la stimulation de I'expression
des molécules du CMH ; les facteurs de croissance et les chimiokines, molécules

chimiotactiques régulant le recrutement des cellules immunitaires.

D’un point de vue structurel, ce sont des protéines glycosylées de faible poids moléculaire.
D’un point de vue fonctionnel, les cytokines sont pléiotropes et redondantes. En effet, une
méme cytokine peut intervenir dans de nombreux processus biologiques différents et cibler un
large nombre de types cellulaires. De plus, des réponses moléculaires et/ou phénotypiques
identiques peuvent étre dues a des cytokines différentes. Elles permettent ainsi une régulation
fine de la réponse immunitaire. Une dérégulation de cet équilibre favorise I'établissement et/ou
le développement d'un certain nombre de pathologies notamment auto-immunes,

cardiovasculaires et de cancers.

De par la complexité que représente 'ensemble de cette vaste famille protéique, ne seront
mentionnées ci-dessous que les cytokines nécessaires a l'appréhension des travaux

effectués.

(i LIL1B

La superfamille des ligands IL1 est composée de onze membres, parmi lesquels il y a sept
agonistes pro-inflammatoires (IL1a, IL183, IL18, IL33, IL36a, IL36p et IL36y), trois antagonistes
(IL1ra, IL36ra et IL38) et une cytokine anti-inflammatoire (IL37).

L’IL13, décrite pour la premiére fois comme membre de cette superfamille dans les années 80,

est produite majoritairement par les monocytes circulants, macrophages et cellules
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dendritiques sous forme de pro-IL1B inactive. Cette forme de 31 kDa est clivée par la
caspase 1 activée par I'inflammasome, pour donner une forme active de 17 kDa. En conditions
normales, parallelement a son réle dans l'activation des lymphocytes T, elle est impliquée dans
des processus homeéostatiques tels que la régulation du sommeil ou de la température
corporelle. De fagon pathologique, elle joue un réle majeur dans les infections de par ses
propriétés pyrogéniques et dans linflammation aigué et chronique. Elle est retrouvée
surexprimée dans un certain nombre de pathologies inflammatoires et auto-immunes,
infectieuses ou dégénératives ainsi que dans les cancers (Garlanda et al., 2013; Ren and

Torres, 2009; Sims and Smith, 2010).

(ii) Le TNFa

La superfamille du TNF comprend 19 ligands connus actuellement. Parmi ceux-ci, le TNFaq,
décrit dans les années 80, est particulierement étudié pour son réle dans la réponse
inflammatoire. Le TNFa est produit sous forme d’homotrimére transmembranaire retrouvé a la
surface des monocytes, macrophages et lymphocytes (Tang et al., 1996). Suite au clivage
protéolytique par des protéases, la forme soluble constituée de trois sous-unités identiques de
17 kDa joue un réle majeur dans la réponse inflammatoire. De fagon similaire a I'lL1(3, le TNFa
est retrouvé surexprimé dans les pathologies inflammatoires et auto-immunes ainsi que les

cancers (Aggarwal, 2003; Croft and Siegel, 2017).

(iii) L’IL6
Egalement identifiée dans les années 80, I'lL6 est une protéine de 26 kDa sécrétée
principalement par les monocytes/macrophages et les cellules épithéliales en réponse a une
infection ou une inflammation. De fagon physiologique, elle est impliquée dans la régulation
du systéme immunitaire, notamment le développement et I'activation des lymphocytes et la
différenciation des monocytes en macrophages, du métabolisme, de la fonction neuronale et

dans la régénération hépatique. Du point de vue pathologique, elle est associée au risque de

développement de pathologies cardiovasculaires. Au niveau hépatique, elle stimule les
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hépatocytes, ce qui a pour effet de produire des protéines de la phase aigué. De plus, elle
participe a la pathogénése de diverses maladies inflammatoires auto-immunes telles que la
polyarthrite rhumatoide et la sclérodermie systémique, ainsi que des cancers, dans lesquels

elle est retrouvée comme étant surexprimée (Schett, 2018; Tanaka and Kishimoto, 2014).

(iv)  LIFNB

Il existe trois types d'IFNs. Au sein des IFN de type | on compte six protéines chez 'lHomme,
parmi lesquelles I'IFNB. Mis en évidence a la fin des années 1950 grace a ses propriétés
antivirales, I'lFNPB joue un réle dans un grand nombre de processus pour le développement et
la modulation du systéme immunitaire. |l est majoritairement produit par les macrophages et
les cellules dendritiques et intervient dans le développement des cellules NK, des lymphocytes
B et T et des macrophages. En plus de son role dans la régulation du systéme immunitaire,
'IFNB montre des propriétés antiprolifératives et bloque la prolifération tumorale. Il est
retrouvé, de fagon dérégulée, impliqué dans l'infection chronique et les cancers, et de fagon
similaire aux cytokines précédemment décrites dans un certain nombre de pathologies auto-

immunes.

L’IL1B, le TNFa, I'lL6 et I'IFNB sont tous les quatre induits en réponse a différents stimulus
inflammatoires faisant intervenir un certain nombre de voies de signalisation. Parmi celles-ci,
on peut notamment mentionner les voies NFkB (nuclear factor-kappa) et JAK-STAT, qui sont

aussi celles utilisées pour transduire le signal propre a ces cytokines.

1.2.2. Voie NFKB : Activation des récepteurs et signalisation intracellulaire

1.2.2.1. Activation des récepteurs et signalisation intracellulaire.

La réponse inflammatoire, contrOlée et aigué ou dérégulée et chronique, nécessite la

transduction du signal depuis la circulation jusqu’aux cellules cibles. Ainsi, le LPS et les
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cytokines retrouvés au niveau systémique ou de tissus lésés, induisent une réponse

inflammatoire différente et particuliére en se liant a des récepteurs membranaires spécifiques.

(i) Superfamille TLR/IL1R

La superfamille des récepteurs IL-1R/TLR est caractérisée par la présence d’'un domaine

Toll/Interleukin-1 Receptor (TIR) en intracytoplasmique, permettant la transduction du signal.

Depuis les années 1990, dix TLRs ont été identifies chez 'Homme. Ce sont des protéines de

80 a 120 kDa, constituées d’'un domaine extracellulaire en région N-terminal, d’'un domaine

transmembranaire et d’'un domaine cytoplasmique TIR en région C-terminal.

Tableau 2 : TLRs et ligands associés chez 'Homme (D’apres Akira et al., 2006, Kawai and Akira, 2010;
Yu etal.,, 2010)

TLRs

TLR1/2

TLR2

TLR2/6

TLR3

TLR4

TLRS
TLR8

TLR9

TLR10

Localisation

Membranaire

Membranaire

Membranaire

Endosome

Membranaire

Membranaire

Endosome

Endosome

Endosome

Ligands dérivés de PAMPs

Bactéries : Lipoprotéines
(Gram-)

Bactéries : Lipoprotéines,
glycolipides, peptidoglycane,
porines

Levures : Glycolipides
Parasites : GPI,

Virus : Protéines d'enveloppe
Bactéries : Lipoprotéines
(Gram+), glycolipides
Levures : Zymosane
(glycoprotéine)

Virus : dsRNA, ssRNA
Bactéries : LPS

Levures : Mannane,
Parasites : Glyco-inositol-
phospholipides

Virus : Protéines d'enveloppe

Bactérie : Flagellin
Virus : ssRNA

Bactéries et virus : CpG-DNA
Parasites : Hemozoine
Virus : dsDNA

Ligands
endogénes

Amyloid-@;
HMGB1; MEC; Ox-
LDL; Versican

ARNmM
Amyloid-f3; B-
defensin 2;
Fibrinogéne;
HMGB1; Hsp;
MEC; Ox-LDL; Ox-
phospholipide;
surfactant protein
A; tenascin-C

ARN du soi;
myosine

ADN du soi;
HMGB1

Ligands
synthétiques

Pam3;CSK4

MALP2

Poly(l:C)

Lipides A

Imiquimod; R-848

CpG-ODN
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La présence de motifs leucine en extra-cellulaire confére au récepteur une forme en fer a
cheval et permet la reconnaissance de pathogen-associated molecular patterns (PAMPS),
issus de microorganismes (Janeway, 1989), et de danger-associated molecular patterns
(DAMPs) provenant de tissus endommagés.

Chaque TLR, qu’il soit membranaire ou localisé dans des vésicules intracellulaires, s’associe
a un ligand qui lui est spécifique (Tableau 2) et ainsi permet, via son domaine cytoplasmique
TIR, la transduction du signal qui conduit a la production de cytokines inflammatoires

provoquant une réponse inflammatoire aigué.

La signalisation TLR4

TLR4 est le premier TLR a avoir été décrit (Medzhitov et al., 1997), avant méme d’étre montré
comme étant le récepteur au LPS (Poltorak et al., 1998). La liaison du LPS permet une
homodimérisation du récepteur puis le recrutement de protéines adaptatrices, en
intracellulaire, par les domaines cytoplasmiques TIR des TLRs. Ces domaines TIR, communs
aux TLRs et aux récepteurs IL-1R, sont indispensables a la transduction du signal TLR4.

En fonction de la localisation cellulaire du TLR4, deux voies de signalisation se distinguent
distinctes, respectivement dépendante et indépendante de la protéine myeloid differentiation

factor 88 (MyD88) (Figure 3).

La voie dite « MyD88-dependante » est activée par les TLR4 exprimés a la surface de la
cellule. Suite a la dimérisation du récepteur, la protéine adaptatrice MyD88-adapter-like (Mal)
(Horng et al., 2001) est recrutée sur le site via son domaine TIR (Fitzgerald et al., 2001). Cette
protéine, dont le domaine PiP2 I'ancre a la membrane (Kagan and Medzhitov, 2006), sert
d’adaptateur a MyD88 avec laquelle elle forme un hétérodimére (Dunne et al., 2003).
L’interaction entre les deux protéines se fait par leurs domaines TIR respectifs. La protéine
MyD88 ainsi localisée et stabilisée au niveau du récepteur sert alors de plateforme de
recrutement aux protéines effectrices que sont les IL-1-associated kinases (IRAKs), avec

lesquelles elle interagit pour former un large complexe protéique appelé myddosome.
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Figure 3 : Schéma de la signalisation du LPS et de I'IL1( par leurs récepteurs spécifiques
L’assemblage du myddosome se fait par les domaines death-domain (DD) des différents
constituants du complexe que sont MyD88, IRAK4 et IRAK2, et permet une proximité des
domaines kinase des IRAKSs, facilitant ainsi leur phosphorylation (Lin et al., 2010). La kinase
IRAK4, directement associée a MyD88 et activée par une autophosphorylation (Ferrao et al.,
2014), permet le recrutement du complexe IRAK1/IRAK2/TRAFG6. Il en découle une cascade
de phosphorylations activatrices de IRAK1 puis de TNF-receptor-associated-factor (TRAF) 6.
TRAF6 est une E3 ubiquitin-ligase dont I'association aux E2 ubiquitin-ligase Ubc13/Uev1A
engendre son activation et une auto-ubiquitylation. Le complexe alors activé se dissocie
d’IRAK4. L'ubiquitylation particuliere de TRAF6 en lysine 63 (Lys63-polyUb) sert de plateforme
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d’ancrage a un nouvel ensemble de protéines, notamment la kinase TAK1, carrefour de
signalisation vers les voies NFkB et MAPK (Mitogen-activated protein kinases).

La protéine TGFB-activated kinase (TAK) 1 est constitutivement associée a TAK1-binding
protein (TAB) 1, nécessaire a son activité kinase. Les domaines en doigt de zinc des
adaptateurs TAB2 et TAB3 leur permettent de se fixer a la chaine d’ubiquitines de TRAF6 et
d’y recruter TAK1 (Kanayama et al., 2004). Cette interaction avec la chaine de poly-ubiquitines
permet l'activation par autophosphorylation de TAK1 (Wang et al., 2001) qui entraine
l'activation des voies de signalisation des MAPK et NFkB. Ceci conduit a I'expression de
cytokines inflammatoires suite a la translocation nucléaire des facteurs de transcription AP

(pour activator protein)-1 et NFkB.

La voie dite « MyD88-independante » est, quant a elle, activée par les TLR4 retrouvés au
niveau des endosomes. En effet, [linternalisation du complexe protéique
CD14/TLR4/MD2/LPS est nécessaire a l'activation de cette voie (Kagan et al., 2008). La
protéine adaptatrice TRAM (pour TRIF-related adaptor molecule), associée a la membrane
par un groupement myristoyl et recrutée au niveau du complexe, contient un domaine TIR qui
lui permet de d’interagir avec TLR4 et de recruter la protéine TIR domain-containing adaptor-
inducing IFNB (TRIF) (Rowe et al., 2006). TRAF3 s’associe alors au complexe, s’auto-
ubyquityle pour former une chaine de Lys63-polyUb servant d’ancrage au complexe TBK
(TANK-binding kinase)-1/IKKi (inducible IkB kinase) grace a la protéine adaptatrice TANK
(pour TRAF family member-associated NFkB activator). Les kinases TBK1 et IKKi permettent
la phosphorylation activatrice de l'interferon response factor (IRF)-3 qui « transloque » au
noyau pour induire I'expression de I'lFN (Fitzgerald et al., 2003).

Cette voie est aussi connue pour induire une réponse NFkB tardive (Cusson-Hermance et al.,
2005) via la kinase RIP (receptor-interacting serine/threonine-protein kinase)-1 qui s’associe

a TRIF et active le complexe IRAK1/IRAK2/TRAF6 (Ofengeim and Yuan, 2013).
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De la méme fagon que le TLRs, les IL-1Rs sont des protéines transmembranaires dotées d’'un
domaine TIR en région C-terminal. lls différent des TLRs de par leur région extracellulaire qui
comprend trois domaines immunoglobuline (Ig). Depuis la fin des années 80, six membres ont
été mis en évidence et identifiés comme récepteurs aux IL1a/B, a'lL18, a 'lL33 et aux IL36a/
et y (Figure 4-A). On compte, de plus, trois récepteurs orphelins (Figure 4-B) et deux membres
dépourvus de domaine TIR, IL-1R2 et IL-18BP, qui agissent respectivement comme

récepteurs leurres a I'lL1 et I'lL18 (Figure 4-C).
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Figure 4 : Représentation des récepteurs IL-1R et leurs ligands (D’aprées O’Neill, 2008)

La signalisation IL-1RI

Le récepteur de type | a I'lL1 (IL-1RI) de 80 a 85 kDa, mis en évidence a la fin des années 80,
est constitué de trois domaines Ig en N-terminal, un domaine transmembranaire et un domaine
cytoplasmique TIR en C-terminal. |l fixe sans distinction d’affinité les isoformes IL1a et IL1p.
Cette affinité de liaison est augmentée par la formation d’'un hétérodimére avec la seconde
chaine du récepteur, IL-1 receptor accessory protein (IL-1RAcP). Suite, a la formation de ce
complexe, MyD88 est recrutée, via une interaction TIR-TIR, au niveau d’IL-1RAcP, sans qui

le signal n’est pas transmis. S’en suit alors la formation du complexe protéique avec les IRAKs,
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de fagon tout a fait identique a la voie MyD88-dépendante du TLR4, conduisant a I'activation

de NFkB et AP-1 (Figure 3).

(ii) Le TNFR1

La famille des TNFR comprend actuellement 29 récepteurs connus dont les 2 les plus étudiés
sont TNFR1 et TNFR2.
Le TFNR1 est une protéine

transmembranaire de 55 a 60 kDa constituée
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Figure 5 : Schéma de signalisation du TNFR1 (D’apres
Seo et al., 2019; Shi and Sun, 2018; Wertz, 2014)

Ce complexe protéique constitué de TNFR1, TRADD, RIP1 et TRAF2 est appelé Complexe I.
Au sein de ce complexe, la kinase RIP1 joue seulement un role de plateforme. En effet, son
activité kinase n’est aucunement nécessaire au recrutement ou a I'activation des membres de
la voie de signalisation (Brenner et al., 2015). TRAF2 permet le recrutement des protéines
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activatrices de la voie, les E3 ligases clAPs (pour cellular inhibitor of apoptosis proteins). Une
fois sur le site, les clAPs forment des chaines de Lys63-polyUb au niveau de RIP1 et des
clAPs elles-mémes. Ces chaines permettent le recrutement de différents partenaires que sont
TAK1 via TAB2, le complexe IkB Kinase (IKK) activateur de NFkB, et le linear ubiquitin chain
assembly complex (LUBAC), une E3 ligase qui renforce la stabilité du complexe en catalysant
la formation de chaines de méthionine (Met)1-polyUb linaires sur RIP1. De facon similaire a
ce qui est observé dans la signalisation IL1R/TLR, la fixation de TAB2 aux Lys63-polyUb induit

I'activation de TAK1, conduisant a I'activation de NFkB et la voie MAPK.

1.2.2.2. Activation du facteur de transcription NFkB

(i) Structure

La famille de NFkB est constituée de 5 membres nommés p65 (RelA), RelB, c-Rel, p105/p50
(NFkB1) et p100/52 (NFkB2). Tous partagent en N-terminal un domain RHD (pour Rel
homology domain) impliqué dans leur dimérisation, leur interaction avec IkB et leur fixation a
'ADN. En plus de ce domaine, p65, RelB et c-Rel présentent un domaine de transactivation
(TAD) nécessaire a la transcription des génes cibles.

Les deux membres classiquement impliqués dans la réponse a un stimulus inflammatoire sont
p65 et p50 associés sous forme d’hétérodimére. La forme latente du complexe NFkB est

composé de p65, p50 et de IkB, la sous-unité inhibitrice du complexe.

(ii) Activation

NFkB doit son activation au complexe IKK constitué d’'une sous-unité adaptatrice IKKy et de 2
sous-unités activatrices IKKa et IKKB. L’activation du complexe IKK nécessite la
phosphorylation de IKKB par TAK1. De fagon similaire dans les signalisations IL1R/TLR et
TNFR, TAK1 est recrutée sur le site grace a l'interaction de sa protéine adaptatrice TAB2 avec

une chaine de Lys63-polyUb.
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Dans la voie de IL1R, cette méme chaine, suite a une hybridation par LUBAC avec une chaine
Met1-polyUb linéaire (Cohen and Strickson, 2017), permettrait le recrutement du complexe
IKK via sa sous-unité adaptatrice IKKy (Shi and Sun, 2018). Cette hypothése est soutenue par
le fait que IKKy, montre une affinité 100 fois plus importante pour les chaines d’ubiquitylation
en Met1 plutét qu’en Lys63. Dans la signalisation TNFR1, la sous-unité IKKy peut elle-méme
subir une poly-ubiquitylation en Met1, ce qui semblerait favoriser le recrutement et l'auto
activation de plusieurs complexes IKK (Seo et al., 2019). Dans les deux cas, ces différents
types d’échafaudage offre une proximité entre TAK1 et la sous-unité IKK, favorisant ainsi la
phosphorylation activatrice du complexe IKK.

IkB, dont I'association au complexe masque le NLS (nuclear localisation sequence) de p65
mais pas celui de p50, porte un NES (pour nuclear export signal). L’exposition simultanée de
ces deux séquences permet le transit constant du complexe entre le cytoplasme et le noyau.
La chaine de K48-polyUb générée suite a la phosphorylation par IKK@, induit le recrutement
du protéasome et la dégradation de IkB. Cette protéolyse permet d’une part de révéler le NLS
de p50 et d’autre part la dégradation du NES. Le déplacement de cet équilibre dynamique
conduit a la rétention nucléaire de NFkB, qui induit alors I'expression de génes cibles impliqués

dans les réponses immunitaire et inflammatoire (Figure 6).
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Figure 6 : Schéma de signalisation de la voie NFkB
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1.2.3. Voie JAK-STAT : Activation des récepteurs et signalisation intracellulaire

La famille des JAKs (pour Janus kinases) compte quatre membres, JAK1, JAK2, JAK3 et TYK
(pour tyrosine kinase)-2, identifiés dans le début des années 90. Les JAKs sont des tyrosines
kinases de 120-130 kDa possédant un domaine de liaison au récepteur en N-terminal et en C-
terminal un domaine a activité tyrosine-kinase Jak homology (JH) 1 trés conservé, ainsi qu'un
domaine pseudo-kinase JH2 impliqué dans l'auto-inhibition de l'activité kinase. Suite a la
liasison de la cytokine, la dimérisation de son récepteur provoque un changement de
conformation de la région cytoplasmique a laquelle s’associent les JAK, favorisant la
juxtaposition des domaines JH1 et 'autophosphorylation des JAKs.

Les ligands (cytokines, facteurs de croissance et hormones) dont le signal est transduit par la
voie JAK-STAT sont nombreux (Tableau 3). Ainsi, on retrouve différentes combinaisons
d’homo- ou hétérodiméres propres a chaque récepteur et induisant I'activation spécifique de
différents STATS.

Tableau 3 : Liste de ligands connus pour activer les différents JAKs et STATs (Abroun et al., 2015)

Cytokines Interferons gpl30 family pe family ye family Homodimeric GPCRs
receptors
Typel  Typell TypeIll IL611, IL-12 Leptin IL3,ILS, IL27 IL4 IL13 GH EPO TPO  Angi.  Serot.
IFNa/f IFN v IL-10 LIF, GM-CSF 9,15 Prl
G-CSF,
0O5sM
JAK1 B * * * * * *
JAK? - - * e * * * * ® *®
JAK3 = *
TYK? $ i * * i i
STAT1 B * * * * * * *
STAT2 = *
STAT3 B s # E. . # i s
STAT4 * =
STATSad ® ® * * * * # & &
STATG6 * ks

IFN; Interferon, IL; Interleukin, Pc family; Common beta receptor subunit, yc family; Common gamma receptor subunit, G-CSF; Granulo-
cyte colony stimulating factor, GH; Growth hormone, GM-CSF; Granulocyte macrophage colony-stimulating factor, EPO; Erythropoietin,
TPO; Thrombopoietin, Prl; Prolactin, Angi.; Angiotensin, Serot.; Serotonin ,*; Activation by cytokine, LIF; Leukemia inhibitory factor, GP-
CRs; G-protein-coupled receptors and TYK2; Tyrosine kinase 2.
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1.2.3.1. Activation des récepteurs et signalisation intracellulaire

(i) LIL6R

Le récepteur a I'lL6 est une protéine transmembranaire comprenant deux chaines.

La chaine a de 80 kDa, appelée IL6Ra, constituée d’'un domaine Ig en N-terminal, une région
CBM (pour cytokine binding module) constituée de deux domaines fibronectine de type lll-like
(FNII) permettant le recrutement de I'lL6, un domaine transmembranaire et un domaine
intracytoplasmique, non impliqué dans la transduction du signal, en C-terminal. IL6Ra est
seulement exprimé a la surface des hépatocytes et de certains leucocytes et induit la
signalisation dite « classique ».

La protéine gp130 de 130 kDa, formant la chaine B du récepteur, assure la transduction du
signal. Sa structure est relativement similaire a celle de I'lL6Ra puisqu’elle comprend un
domaine Ig en N-terminal, une région CBM aussi constituée de deux domaines FNIII, un
domaine transmembranaire et un domaine intracytoplasmique en C-terminal. Cependant,
gp130 difféere de IL6Ra sur plusieurs points. Notamment, la région CBM de gp130, qui est
suivie de trois domaines FNIII, n’a de forte affinité de liaison qu'avec le complexe IL6-IL6Ra,
mais ne lie ni I'lL6 libre ni IL6Ra libre. De plus, sa région intracytoplasmique sert de plateforme
aux protéines activatrices de la voie. Aussi, cette protéine est exprimée de facon ubiquitaire et

sert a de nombreuses cytokines (Hunter and Jones, 2015).

Le récepteur IL6Ra se retrouve aussi sous forme soluble (sIL6R) dans la circulation. Cette
forme de 50 kDa est principalement produite suite au clivage protéolytique des formes
membranaires par les métalloprotéases ADAM10 et ADAM17 a la surface des monocytes et
LT, mais aussi par épissage alternatif du transcrit IL6R. Ce récepteur soluble joue un rble
d’agoniste puisqu’il permet la transduction du signal en se liant a gp130 avec la méme affinité
que sa forme membranaire. La principale propriété de cette forme soluble est qu’elle permet
a des cellules, n’exprimant pas le récepteur membranaire, de pouvoir toute de méme répondre

a un stimulus IL6, par « trans-stimulation » (Scheller et al., 2011) (Figure 7).
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Cytoplasme

Figure 7 : Schéma de signalisation de la voie JAK-STAT (D’apres Blaszczyk et al., 2016; Johnson et al., 2018)

D’un cété, la stimulation classique serait plutét anti-inflammatoire avec un role important dans
les processus centraux d’homéostasie, 'nématopoiese, la régénération hépatique, la
production hépatique de protéines de la phase aigué et la défense contre les infections
bactériennes. De l'autre, la trans-stimulation serait pro-inflammatoire et jouerait un rdle
important dans différentes pathologies, notamment dans le microenvironnement tumoral en
favorisant le recrutement lymphocytaire (Johnson et al., 2018). Cela s’expliquerait notamment
d’un point de vue stoechiométrique. En effet, pour un IL6Ra exprimé a la surface cellulaire, on

retrouve dix gp130. Dans ces conditions, I'lL6 ne peut conduire a I'activation que de quelques
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gp130, induisant ainsi un signal de faible amplitude. Cependant, en cas d’inflammation ou
d’infection, les taux d’'IL6 circulante augmentent drastiquement pouvant passer du pg/mL a
plus de 100 ng/mL. La forme soluble du récepteur, étant constitutivement en excés dans le
plasma (50 a 80 ng/mL), peut alors se lier a I'lL6 circulante et, théoriquement, activer la totalité
des gp130 présentes a la surface cellulaire, induisant ainsi un signal de trés forte amplitude

(Rose-John, 2017).

Pour en revenir a la signalisation proprement dite, I'association de deux gp130 au complexe
IL6-IL6Ra, comme au complexe IL6-sIL6R, induit alors le recrutement et I'activation par
autophosphorylation de JAK1, JAK2 et/ou Tyk2. Suite a cette activation, les JAKs
phosphorylent différents résidus tyrosines qui peuvent alors servir de points d’ancrage aux

facteurs de transcription STATS, ainsi qu’a certains membres des voies ERK et Pi3K.

(ii) L’IFNAR

Le récepteur aux interférons de type 1 (IFNAR) est composé de deux membres. Les sous-
unité IFNAR1 et IFNAR2 sont des protéines transmembranaires de, 120 kDa et 100 kDa
respectivement, constituées de sous-domaines FNIII extracellulaires permettant la liaison du
ligand en N-terminal, un domaine intermembranaire et un domaine cytoplasmique auquel
s’associent Tyk2 et JAK1 en C-terminal (Weerd et al., 2007). IFNAR2 ayant une affinité plus
importante qU'IFNAR1 pour les IFN de type I, c’est lui qui se lie a 'IFNB. L’'activation du
récepteur se fait alors par l'association de IFNAR1 au complexe IFNB-INFAR2. (Haiji

Abdolvahab et al., 2016).

De fagon relativement similaire a la signalisation IL6, I'association des deux sous-unités du
récepteur induit alors le recrutement et I'activation par autophosphorylation de JAK1 et Tyk2.
Les JAKs ainsi activés phosphorylent différents résidus tyrosines servant au recrutement des
facteurs de transcription STATSs, et de certains membres des voies ERK (Platanias, 2005) et

Pi3K (Kaur et al., 2008).
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1.2.3.2. Transcription de genes cibles par les STATs

La famille des STATs (pour signal transducers and activators of transcription) est constituée

de sept membres que sont STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b et STATG.

(i) Structure

Les STATs sont des protéines de 30 a 110 kDa dont la structure 2D est aujourd’hui bien
décrite : une région N-terminal, un domaine coiled-coil (CCD), un domaine de liaison a 'ADN
(DBD pour DNA Binding Domain) s’organisant en feuillets  identiques a ceux d’autres facteurs
de transcription tels que NFkB, un domaine de liaison, un domaine SRC homology 2 (SH2)
impliqué dans leur recrutement au niveau des récepteurs et leur dimérisation, un site de
phosphorylation et en C-terminal un domaine TAD (Shuai and Liu, 2003). Les formes latentes
et inactives les plus décrites sont les monoméres non-phosphorylés des STATs (u-STATSs pour
unphosphorylated-STATs). Cependant, de plus en plus de données tendent a montrer
I'existence et 'importance, si bien en quantité qu’en fonctionnalité, d’homo- ou hétérodiméres
préformés et inactifs de u-STATs, associés en N-terminal, en conformation antiparalléle

(Domoszlai et al., 2014; Mertens et al., 2006; Neculai et al., 2005) (Figure 8).
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Figure 8 : Structure et dimérisation des STATs (D’apres Domoszlai et al., 2014)

(ii) Activation

De maniére générale I'activation des STATSs se fait suite a leur recrutement grace a l'interaction
entre leurs domaines SH2 et les résidus tyrosines phosphorylées (pTyr) des récepteurs. Une
fois recrutés sur le site, les STATs sont alors phosphorylés par les JAKs, ce qui permet leur

homo- ou hétérodimérisation. La forme active des STATs nécessite une conformation en
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diméres paralléles possible via l'interaction du domaine SH2 de I'un avec la pTyr de l'autre
(Levy and Darnell, 2002).

Dans la signalisation IL6, la forme maijoritairement retrouvée est 'lhomodimére de STAT3, bien
que la formation d’hétérodiméres STAT1-STAT3 ou d’homodiméres de STAT1-STAT1 ait
aussi été observée. Dans la signalisation IFNf, ce sont STAT1 et 2 qui sont phosphorylés par
JAK1 et Tyk2. Ici, u-STAT2 est constitutivement associé a IRF9 par son CCD. Ainsi,
'hétérodimérisation avec STAT1 via les SH2, suite a la stimulation IFN de Type I, induit la
formation du complexe ISGF (IFN stimulated gene factor)-3 constitué de STAT1-STAT2-IRF9.

Des homodimeéres de STAT1 peuvent aussi se former suite a 'activation de cette voie.

Les diméres paralléles, activés quelle que soit la voie, sont alors reconnus par des complexes
d’'importines permettant la translocation nucléaire des STATs. Ce processus de transport
serait hautement dynamique. En effet, il semblerait que des formes dimériques paralléles de
u-STATs soient constitutivement présentes dans la cellule, reconnues par les complexes
importines et continuellement en transit entre le cytoplasme et le noyau (Reich, 2013). Ce
processus de navette serait alors déséquilibré par l'activation de la voie JAK-STAT comme
cela a pu étre observé pour STAT3 dont I'export est réduit suite a une stimulation IL6,

conduisant ainsi a son accumulation dans le noyau (Pranada et al., 2004).

(iii) Fixation aux éléments de réponse

Une fois dans le noyau, les STATs vont pouvoir fixer deux types d’éléments de réponse. La
majorité des stimulus vont induire la fixation d’homo- et d’hétérodiméres aux éléments GAS
(pour y-activated sites) retrouvés au niveau du promoteur d’un large panel de génes impliqués
dans de nombreux processus biologiques, notamment la réponse I'inflammatoire et 'immunité.
Parallelement, en réponse aux interférons de type |, le complexe ISGF3 fixe les interferon-
stimulated response element (ISRE), grace a IRF9 qui porte le domaine de fixation a ces
éléments de réponse, pour induire I'expression des ISGs (interefon-stimulated genes)

largement impliqué dans la réponse immunitaire.
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ll. L'inflammation hépatique




Généralités

Le foie est le plus gros organe chez 'lHomme, comptant pour 2 & 3 % de la masse totale du
corps humain. De par son importante vascularisation, il effectue de nombreux échanges avec
le sang. De ce fait, n'importe quel composé retrouvé dans la circulation est pris en charge par
le foie. Ainsi, en plus de ses rbles dans la digestion et le métabolisme de composés
endogeénes, il joue un rdle primordial dans la détoxication des composés exogénes et,

notamment, des médicaments.

[I.1. Le foie, organisation fonctionnelle

11.1.1. Structure générale

Du point de vue structurel, le foie est divisé en deux lobes asymétriques entourés de tissu
conjonctif. L’unité structurale du foie est le lobule hépatique. Cette structure hexagonale est
composeée, au centre, de la veine centro-lobulaire, et en périphérie, d’espaces porte constitués
d’arteres hépatiques, de veines portes et de canaux biliaires. Le sang fourni par l'artere
hépatique, environ 20 a 25 % de I'apport sanguin hépatique, est riche en oxygéne et provient
de la circulation systémique (Figure 9, fleches rouges). En paralléle, 75 a 80 % de I'apport
sanguin est effectué par le systéme porte qui distribue du sang provenant du systéme digestif
(Figure 9, fleches bleues). Les sangs veineux et artériel se mélangent au niveau des capillaires
sinusoides qui assurent la circulation de I'espace porte jusqu'a la veine centro-lobulaire et, de
par 'endothélium fenestré qui les constituent, permettent une communication directe entre les
hépatocytes et le sang. Au niveau du lobule hépatique et de fagon opposée a la circulation
sanguine au sein des capillaires, les canaux biliaires assurent la distribution de la bile vers les
systemes portes (Figure 9, fleches vertes).

Du point de vue fonctionnel, l'unité de base est I'acinus hépatique. Par cette organisation
particuliere en lobules, on observe une zonation métabolique des acini hépatiques, due aux

différences d'activités métaboliques exercées par les hépatocytes en fonction de leur position.
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La zone centrale de I'acinus (Figure 9, zone rouge la plus sombre), correspondant a la zone
périportale du lobule, est spécialisée dans le métabolisme oxydatif et la néoglucogenése alors
que la zone périphérique centro-lobulaire (Figure 9, zone rouge la plus claire) assure

préférentiellement la glycolyse et le métabolisme des xénobiotiques (Hijmans et al., 2014).

Veine centro-
lobulaire

Hépatocyte

Canalicule
biliaire

Artére
hépatique

QanrEag:

Veine porte

Canal biliaire
(Cholangiocytes)

Figure 9 : Représentation de la structure du lobule et de I'acinus hépatique.

11.1.2. Les cellules hépatiques

Le foie est composé de cellules parenchymateuses, appelées LPC (pour Liver Parenchymal
Cells) comprenant les hépatocytes et les cholangiocytes, et de cellules non-
parenchymateuses. Les plus représentées sont les hépatocytes qui comptent pour 70 a 80 %
du volume hépatique. Les hépatocytes sont des cellules épithéliales polarisées présentant un
pble sinusoidal, aussi appelé basolatéral, qui représente 85 %de la surface cellulaire et permet
de nombreux échanges avec le sang, et un pdle canaliculaire, ou apical, assurant la sécrétion
des acides biliaires ainsi que I'élimination de composés métabolisés. Ce sont les hépatocytes
qui assurent la majorité des fonctions métaboliques du foie. Les cholangiocytes quant a eux

forment les canaux biliaires et assurent la distribution de la bile vers I'intestin.
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Au niveau du sinusoide hépatique, on retrouve les cellules endothéliales formant les
capillaires. Ces cellules forment une paroi endothéliale discontinue permettant aux
hépatocytes d’étre constamment en contact avec le sang au niveau de leur pdle sinusoidal et
ainsi de prendre en charge les nutriments ou xénobiotiques apportés par la veine porte. Les
cellules non-parenchymateuses retrouvées au niveau du sinusoide hépatique sont les cellules
de Kupffer, qui sont les macrophages résidents du foie, et les cellules étoilées, présentes a

I'état de quiescence en conditions normales et localisées dans I'espace de Disse (Figure 10).

' aﬁ F —

Canalicule biliaire

Espace de Disse

Cellule de Kupffer

Sinusoide hépatique

\I'Q%-f Cellule endothéliale

Cellule étoilée

Figure 10 : Représentation des principales cellules retrouvées au niveau du sinusoide hépatique.
11.1.3. Les réles du foie

Le foie exerce de nombreux réles que ce soit dans I’homéostasie glucidique (néoglucogenése,
glycogénolyse, glycogénogeneése) ; le métabolisme énergétique, en participant a 'anabolisme
des lipides (synthése du cholestérol) et des protéines (synthése de I'albumine) ; le stockage
du fer ; ou, de par la synthése et la sécrétion de bile, dans la digestion. Associé a ses rbles
dans le métabolisme énergétique et la digestion, le foie joue un réle majeur dans la

détoxification des composés exogénes apportés via la circulation par la veine porte.
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[1.2. Le foie, acteur de la détoxication

Une des principales caractéristiques communes a 'ensemble des xénobiotiques (contaminant
environnemental, toxine ou médicament) est leur importante hydrophobicité. Ainsi, pour que
leur élimination puisse se faire, il est d’abord nécessaire d’augmenter leur hydrophilie. De ce
fait, 'hépatocyte est doté d'un large panel de protéines dont le réle est de faciliter le

métabolisme des xénobiotiques qui se fait en quatre phases (Figure 11).

@

Sang SLCs
GSTs, UGTs,
CYPs SULTs, NATs
@— @+ —>
0, R
Hépatocyte
--.\_-'_" — r-_" '—-.1..--—' -—_./__
Phase 0 Phase | Phase I Phase llI
Entrée Oxydation Conjugaison Elimination

Figure 11 : Les phases du métabolisme des xénobiotiques

La phase 0 est une phase de transport permettant I'influx de composés de la circulation vers
les hépatocytes via des transporteurs membranaires exprimés au péle basolatéral des
hépatocytes. La phase | de fonctionnalisation fait intervenir les cytochromes P 450 (CYPs).
Ces enzymes catalysent des réactions d’oxydoréductions, ce qui a pour effet d’augmenter la
solubilité des composés. Au cours de la phase Il, les xénobiotiques alors oxydés sont pris en
charges par les enzymes de conjugaison, que sont les glutathion-transférases (GSTs), les
UDP-glucuronyl-transférases (UGTs), les sulfo-transférases (SULTs) et les N-acétyl-
transférases (NATs). La conjugaison des composés a de petites molécules endogénes
(glutathion, l'acide glucuronique, sulfate, N-acétyl) augmente ainsi leur hydrophilie. Les
métabolites ainsi rendu plus solubles sont excrétés hors de I'hépatocyte lors de la phase lll.
Cette phase dépend de transporteurs membranaires d’efflux étant, pour certains, localisés au

pble canaliculaire des hépatocytes et permettant une élimination biliaire (Phase llla), et pour
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d’autres, retrouvés au pble apical et impliqués dans le rejet dans la circulation pour une

élimination rénale (Phase llIb) (Déring and Petzinger, 2014).

11.2.1. Les CYPs, enzymes de fonctionnalisation

Chez 'Homme, la superfamille des CYPs comprends 57 isoformes classés en familles et sous-
familles. Les CYPs sont des hémoprotéines a activité monooxygénase, d’environ 55 kDa, qui
catalysent des réactions d’oxydoréductions sur un trés grand nombre de substrats. Ces
réactions d’oxydation, de réduction et d’hydrolyse permettent d'améliorer la solubilité des
molécules et ainsi de faciliter leur élimination.

Ainsi, les CYPs, notamment les isoformes des familles 1, 2 et 3, sont fortement impliqués dans
le métabolisme de xénobiotiques tels que des polluants environnementaux, des pesticides et
surtout des médicaments. En effet, 10 isoformes, que sont les CYP1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9,
2C19, 2D6, 2E1, 2J2 et 3A4, sont principalement impliquées dans le métabolisme des

médicaments (Figure 12).
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Figure 12 : Proportion de médicaments métabolisés par les CYPs (D’apres Zanger and Schwab, 2013)
En termes d’expression protéique, les CYPs sont principalement retrouvés au niveau du

réticulum endoplasmique de plusieurs tissus tels que lintestin, le poumon, le rein, le cerveau
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et la peau mais majoritairement au niveau hépatique. Ceux exprimés le plus abondamment

dans le foie sont les CYP3A4, 2E1, 2C9 et 1A2. (Tableau 4).

Tableau 4 : Profils d'expression hépatique des CYPs (D’aprés Zanger and Schwab, 2013)

CYPs Abondance hépatique Pourcentage par rapport au pool de CYPs
(pmol/mg) hépatiques (%)

CYP3A4 58-146 14.5-37
CYP2E1 22-66 5.5-16.5
CYP2C9 18-116 4.5-29
CYP1A2 17.7—65 4.4-16.3
CYP2A6 14-56 3.5-14
CYP2C8 29.3-30 ~7.5
CYP2B6 6.9-21 1.7-5.3
CYP2D6 5-17 1.3-4.3
CYP2C19 3.6-15 0.9-3.8
CYP2J2 1-2 <1

Outre les xénobiotiques, les CYPs sont également impliqués dans le métabolisme de
nombreux composes endogenes tels que le cholestérol et les acides biliaires, les stéroides,
les prostaglandines et les leucotriénes. Il s’agit 1a principalement de CYPs de familles

différentes des CYPs impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques.

Aux vues de leur abondance au niveau hépatique et de la proportion de médicaments qu’ils

prennent en charge, on comprend I'importance des CYP3A4, 2C9 et 1A2.

11.2.1.1. Le CYP3A4

Le CYP3A4 joue un rdle majeur dans le métabolisme des médicaments, tout d’abord puisque
l'on estime son implication dans le métabolisme de 30% des médicaments actuellement
utilisés en clinique (Figure 12). De plus, il s’agit de I'isoforme la plus représentée au niveau
hépatique. En effet, en fonction des différentes études, il représente en moyenne entre 14 et
37% du pool total de CYPs hépatiques (Tableau 4).

Ainsi, les nombreux médicaments pris en charge par le CYP3A4 se retrouvent au sein de
quasiment toutes les catégories thérapeutiques et incluent notamment des
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immunosuppresseurs, des antibiotiques, des anticancéreux (tamoxiféne), des anxiolytiques,
des opioides, des statines et le midazolam, utilisé pour quantifier 'activité du CYP3A4. Ce
dernier est aussi impliqué dans le catabolisme de composés endogénes, tels que des

hormones (testostérone, progestérone, cortisol) et des acides biliaires (Lamba et al., 2002).

11.2.1.2. Le CYP2C9

Derriere le CYP3A4, le CYP2C9 est le 3éme plus important, en termes de nombre de
médicaments pris en charges comme en termes d’abondance. En effet, il est impliqué dans le
métabolisme de 13% des médicaments (Figure 12) et compte pour environ 20 % du nombre
total de CYPs hépatiques (Tableau 4).

Le CYP2C9 intervient notamment dans le métabolisme d’anti-inflammatoires non stéroidiens,
comme diclofénac qui est utilisé pour mesurer son activité enzymatique, et d’anticoagulants
(warfarine). Les composés endogénes pris en charge par cet isoformes sont, entre autres, des
stéroides et des acides gras polyinsaturés (acides arachidonique et linoléique) (Daly et al.,

2017).

11.2.1.3. Le CYP1A2

Le CYP1A2 représente 4 a 16 % des CYPs hépatiques et prend en charge environ 9 % des
médicaments utilisés actuellement. Ces médicaments inclus notamment des analgésiques,
comme la phénacétine couramment utilisée comme substrat pour le dosage de I'activité
enzymatique, des anti-inflammatoires et des antidépresseurs. Parmi les substrats endogénes
du CYP1A2, on compte de nombreuses hormones (mélatonine, cestradiol, cestrone), la
bilirubine et I'acide arachidonique (Sridhar et al., 2017).

Le CYP1A2 intervient aussi dans le métabolisme de la caféine, largement utilisée pour

I’évaluation de son activité.

Ces trois isoformes présentent une tres forte variabilité inter-individuelle au niveau de leur

I'expression. En effet, on peut notamment observer des différences d’expression protéique ou
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d’activité du CYP3A4 variant entre des facteurs 10 et 100 et pouvant se traduire in vivo par
des variations du métabolisme des médicaments avec des facteurs supérieurs a 10 (Lamba
et al., 2002). Cette variabilité entre les individus s’explique par un important polymorphisme
genetique mais aussi par des variations d’expositions a différents inducteurs ou répresseurs.
Ces expositions pouvant avoir lieu de facon relativement ponctuelle, via différents traitements
médicamenteux, ou de fagon plus quotidienne. Par exemple, I'exposition a la fumée de
cigarette ou aux hydrocarbures et amines retrouvés dans I'air ou dans la nourriture, qui ont un
effet inducteur sur I'expression des CYPs ou, a 'opposé, I'effet répresseur de I'exposition au
pamplemousse ou a des contraceptifs hormonaux sur [lactivité du CYP3A4

(Koonrungsesomboon et al., 2018).

11.2.2. Les protéines de transport

Les transporteurs hépatiques sont des protéines membranaires prenant en charge le transport
de molécules au travers des membranes plasmiques. lls sont principalement exprimés au
niveau des organes impliqués dans la disposition et I'élimination de molécules endogénes
mais aussi de médicaments et substances toxiques, notamment les reins et le foie. lls ont pour
substrats endogénes des molécules telles que des sucres, des vitamines, des protéines, des
nucléotides ou des hormones. Cependant, leur implication dans le réle de détoxification du
foie est attribuée a leur capacité a transporter de nombreux xénobiotiques que ce soit
médicaments, polluants environnementaux ou toxines, dans le but premier de faciliter leur
élimination. De ce fait, les transporteurs hépatiques jouent un role trés important dans
'absorption, la disposition et I'élimination des médicaments. Ainsi, toute altération de leur
expression et/ou de leur activité peut aboutir a une perturbation du processus de détoxification
du foie, et moduler la pharmacocinétique de certains médicaments. Ces médicaments peuvent
alors voir leurs effets minimisés, s'ils sont éliminés trop rapidement, ou au contraire, engendrer
des effets toxiques s’ils sont accumulés au niveau du foie ou au niveau systémique (Jetter and
Kullak-Ublick, 2019). De plus, certains médicaments peuvent directement altérer I'activité des

transporteurs et ainsi étre a 'origine d’interactions médicamenteuses.
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Il existe deux superfamilles de transporteurs que sont les transporteurs de solutés (SLC pour
solute-carrier) et les transporteurs a cassette ATP (ABC pour ATP-Binding Cassette). Au
niveau hépatique, les SLC sont principalement retrouvés au péle basolatéral des hépatocytes
et majoritairement impliqués dans l'influx des xénobiotiques et molécules endogénes. Les
ABC, retrouvés au niveau basolatéral et canaliculaire, sont responsables de I'efflux de ces
différents composés.

Les SLC comme les ABC permettent le transport actif de leurs substrats. Ce transport actif
peut étre primaire, dépendant alors de I'hydrolyse d’ATP et permettant le transport du substrat
contre son gradient de concentration, ou secondaire. Le transport actif secondaire repose sur
le cotransport d’'une molécule suivant son gradient de concentration et d’'une autre molécule
contre son gradient de concentration que ce soit dans le méme sens (symport) ou dans des

directions opposées (antiport) (Figure 13).
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Figure 13 : Représentation des différents mécanismes de transport actif

Comme précédemment, aux vues de la complexité que représente 'ensemble de ces deux
superfamilles, ne seront détaillés ci-dessous que les transporteurs mentionnés dans les

études effectuées.

11.2.2.1. La superfamille des SLCs

Actuellement, la superfamille des transporteurs SLCs compte plus de 400 membres, classés

en 52 familles. Les SLCs impliqués dans le métabolisme hépatique des xénobiotiques sont les
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organic anion-transporting polypeptides (OATPs), les organic anion transporters (OATS), les
organic cation transporters (OCTs), les multidrug and toxin extrusion transporters (MATES) et

le sodium-taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP) (Figure 14).

Hépatocyte

Glutamate Glutathion

Fumarate Bicarbonate
Succinate

Figure 14 : Expression polarisée des transporteurs SCLs au niveau hépatocytaire.

Ces transporteurs ont deux modes d’action. lls peuvent soit favoriser la diffusion passive des
substrats par transport facilité en suivant leur gradient de concentration, soit permettre le
transport actif secondaire de certains substrats contre leur gradient de concentration en
suivant le gradient de concentration d’ions qu’ils co-transportent. Quel que soit le mécanisme
employé et a I'exception de MATE1, 'ensemble des SLCs hépatiques sont des transporteurs

d’influx localisés au pdle apical de I'hnépatocyte.

D’un point de vue structurel, les OCTs, OATs et OATPs sont constitués de 12 domaines
transmembranaires et de régions cytoplasmiques en C-terminal et N-terminal. Les MATEs
quant a eux possédent 13 segments transmembranaires, une région cytoplasmique en N-
terminal et une région extracellulaire en C-terminal. NTCP constitué de 7 domaines
transmembranaires, un domaine extracellulaire en N-terminale et un domaine cytoplasmique

en C-terminale.
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Le mécanisme de transport qui semble le plus probable serait le mécanisme « rocker-switch »,
dont la fixation du ligand au transporteur dans sa conformation face a I'extérieur engendre un

changement de conformation face a l'intérieur (Figure 15).
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Figure 15 : Mécanisme de transport "rocker-switch" supposé pour les SLCs

Cependant, pour I'ensemble de ces protéines, les structures cristallines n’ayant pas été
déterminées, 'agencement et le réle de chaque domaine dans la liaison et le transport des

substrats sont a ce jour peu élucidés.

(i) Les OCTs

Il existe trois isoformes d’OCTs pouvant transporter les composés a travers la membrane
plasmique par diffusion facilitée et ce de fagon bidirectionnelle, la force motrice étant
uniquement fournie par le gradient électrochimique des composés transportés.

L’isoforme hépatique OCT1, d’environ 60 kDa, facilite I'influx de molécules endogénes comme
certaines hormones (prostaglandine, cestrone-3-sulfate  (E3S), cestradiol) ou
neurotransmetteurs (acétylcholine, adrénaline, dopamine) (Li and Shu, 2014). Aussi, OCT1
estimpliqué dans le transport de médicaments antidiabétiques (metformine), antinéoplasiques
(cisplatine), antiviraux et antiparasitaires, ainsi que de I'aflatoxine B1 (Koepsell, 2013; The

International Transporter Consortium, 2010).

(ii) Les OATPs

Les OATPs sont des transporteurs actifs secondaires, d’environ 60 kDa. Leur mécanisme
antiport repose sur linflux d’anions organiques en échange de lefflux de composés

endogénes comme le glutathion (The International Transporter Consortium, 2010).
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Les principaux isoformes hépatiques, que sont OATP1B1, 1B3 et 2B1, sont impliqués dans le
transport de substrats endogénes comme les acides biliaires, la bilirubine simple et sous ses
formes conjuguées, de leucotrienes et de nombreuses hormones (prostaglandines, E3S,
cestradiol conjugué, hormones thyroidiennes) (Hagenbuch and Stieger, 2013). Les OATPs
assurent le transport d’'un des plus importants groupes de médicaments, les statines, mais
aussi le méthotrexate (largement utilisé dans le traitement des maladies auto-immunes et
certains cancers), des antibiotiques et des toxines naturelles comme la phalloidine (Jetter and

Kullak-Ublick, 2019)
(i) NTCP

NTCP est un transporteur actif secondaire de 40 a 50 kDa, permettant I'influx de substrats en
symport, dépendamment du cotransport d’ions Na*. En plus de ses principaux substrats que
sont les sels biliaires (taurocholate et cholate), NTCP permet le transport de composés
endogénes tels que des hormones stéroidiennes et thyroidiennes et de médicaments,
notamment des statines. Certains médicaments peuvent se retrouver sous forme conjuguée a
un acide biliaire (chlorambucil-taurocholate (anticancéreux)). Aussi, la protéine NTCP a
récemment été mise en évidence en tant que récepteur et transporteur de virus des hépatites
B et D (Anwer and Stieger, 2014).

En favorisant I'influx de nombreux médicaments et xénobiotiques au niveau des hépatocytes,
les OCTs, OATs, OATPs et NTCP jouent un réle majeur dans la premiére étape d’élimination

hépatique.

11.2.2.2. La superfamille des ABCs

La superfamille des transporteurs ABCs comprend 49 membres, classés dans sept sous-
familles. Les ABCs retrouvés comme impliqués dans le métabolisme hépatique des
xénobiotiques sont la P-glycoprotéine (P-gp), les multidrug resistance-associated proteins

(MRPs) et la breast cancer resistance protein (BCRP).
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L’ensemble des ABCs sont ainsi des

transporteurs d’efflux, localisés au niveau du
pble canaliculaire des hépatocytes pour MRP2,
P-gp, et BCRP et du péle apical pour MRP3, 4
et 6 (Figure 16).

Au niveau structurel, les ABCs sont des
protéines transmembranaires ayant toutes en
commun une unité structurelle de base
deux domaines

constituée de

Hépatocyte

Figure 16 : Expression polarisée des transporteurs

transmembranaires, comprenant chacun siX ABCs au niveau hépatocytaire.

sous-domaines transmembranaires, et de deux nucleotide-binding domaines (NBD) en

intracytoplasmique. Les domaines transmembranaires participent a la liaison et au transport

du substrat pendant que les NBD lient et hydrolysent 'ATP.

Ces transporteurs agissent d’aprés un mécanisme de transport actif nécessitant I'hydrolyse

d’ATP pour permettre I'efflux de substrats en dehors de la cellule contre leur gradient de

concentration. Il existe différentes propositions quant aux détails de ce mécanisme, mais

toutes congoivent que la dimérisation ATP-dépendante des NBD entraine un changement de

conformation des domaines transmembranaires qui se traduit par une conformation du

transporteur faisant face a I'extérieur. L’hydrolyse de 'ATP en ADP induit la dissociation des

NBD et le retour a une conformation faisant face a l'intérieur (Figure 17).
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Figure 17 : Mécanisme de transport supposé pour les ABCs (D’apres Wilkens, 2015)
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La P-gp, protéine transmembranaire de 170 kDa, est le transporteur le plus étudié des ABCs.
En effet, son implication dans le phénotype de résistance de lignées cellulaires a certains
médicaments antinéoplasiques en a fait une cible d’intérét dans les traitements anticancéreux.
Localisée au niveau du pdle canaliculaire de I'hépatocyte, elle favorise I'excrétion des
composeés dans la bile.

Les substrats endogénes de la P-gp comprennent des peptides, des lipides, des hormones
stéroidiennes (corticostérone) ou des cytokines (IL2, IL4, IFNy). Ses substrats exogénes
incluent, entres autres, de nombreux médicaments anticancéreux (méthotrexate), des
inhibiteurs de kinases (imatinib), de topoisomérases et de protéases, des antiparasitaires et

des immunosuppresseurs (Doring and Petzinger, 2014).

Les transporteurs ABCs, jouant un réle primordial dans I'élimination des xénobiotiques, sont

retrouvés surexprimés suite a des traitements anticancéreux et sont trés fortement impliqués

dans les processus de résistance a ces traitements.
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[1.3. Le foie, a la fois victime et acteur de I'inflammation

Difféerents stimulus inflammatoires peuvent cibler le foie. Parmi ceux-ci, peuvent étre
mentionnées les cytokines inflammatoires, telles que I'lL6, 'IL1B et le TNFa, retrouvées
circulantes dans le sang. De fagon physiopathologique, le foie peut aussi étre directement en
contact avec du LPS amené par la circulation (Jirillo et al., 2002). Les hépatocytes sont alors
les premiers acteurs de I'uptake et de la clairance du LPS suite a une septicémie bactérienne
(Deng et al., 2013) ou retrouve, suite a une perméabilisation intestinale, circulant dans le
plasma de patients souffrant d’obésité, de stéatohépatite non alcoolique (NASH) ou de
maladie alcoolique du foie (Miele et al., 2009; Sharifnia et al., 2015; Szabo et al., 2011).

Au niveau du foie, les acteurs principaux acteurs de la réponse inflammatoire sont les
macrophages résidents appelés cellules de Kupffer. Cependant, bien que longtemps
considérés comme passifs d’'un point de vue immunitaire, de récentes données tendent a
montrer 'importance des hépatocytes comme acteurs majeurs de la réponse inflammatoire

hépatique.

11.3.1. Les acteurs moléculaires de l'inflammation hépatique

11.3.1.1. Les cytokines

Les cytokines produites lors de la réponse inflammatoire impactent la physiologie hépatique
de fagon majeure. Au niveau du foie, ces cytokines, notamment I'IL6, I'IlL1B et le TNFaq,
induisent la production des protéines plasmatiques de la phase aigué et leur sécrétion dans la
circulation (Gabay and Kushner, 1999).

Parallelement a ce rble primordial dans I'expression des protéines de la phase aigué, les
cytokines altérent la physiologie hépatique en modulant notamment I'expression et 'activité
des protéines du métabolisme des médicaments. Ainsi, il est largement décrit que les
cytokines inflammatoires ont la capacité a réprimer fortement I'expression de CYPs hépatiques
majeurs tels que les CYP3A4, 2C9 et 2B6, aussi bien chez 'humain, dans des modéles

animaux ou dans des cultures primaires d’hépatocytes humains (Abdel-Razzak et al., 1993;
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Aitken and Morgan, 2007; Jover et al., 2002; Morgan, 2001; Rubin et al., 2015). De fagon
similaire, lI'expression et lactivité des transporteurs SLC et ABC sont altérées par
l'inflammation via I'effet des cytokines, notamment de I'IL6 (Aitken et al., 2006; Hartmann et

al., 2001; Morgan et al., 2008; Vee et al., 2009).

Cette altération des protéines du métabolisme des médicaments en cas d’inflammation affecte
la pharmacocinétique d’'un certain nombre de médicaments. Ainsi, si I'inflammation survient
pendant le traitement, ceci peut se traduire par une toxicité due a une diminution de la clairance
des médicaments concernés. De fagon opposée , dans les cas d’inflammation chronique, une
amélioration de I'inflammation durant le traitement, se traduisant d’'un point de vue moléculaire
par une restauration des taux normaux de protéines du métabolisme, peut alors induire une
diminution de I'efficacité de par une augmentation de la clairance du médicament utilisé (Aitken

et al., 2006; Mallick et al., 2017; Morgan et al., 2008).

11.3.1.2. Le LPS

Une exposition au LPS induit de fagon similaire la sécrétion des protéines de la phase aigué.
En effet, cette exposition se traduisant notamment par la production de cytokines
inflammatoires au niveau systémique, celles-ci sont a l'origine de l'induction hépatique de
sécrétion des protéines plasmatiques. Les effets du LPS sur les protéines du métabolisme des

médicaments sont donc comparable a ceux des cytokines.

De plus, il est maintenant connu que les hépatocytes possédent 'ensemble de la machinerie
nécessaire a une réponse au LPS, soient les TLR1 a 9, MyD88 et MD-2 (Liu et al., 2002), que
le LPS altére directement I'expression de génes hépatiques (Lee et al., 2017b) et qu’il induit
I'expression de la CRP via la sécrétion et la signalisation autocrine d’IL6 dans les hépatocytes
(Aninat et al., 2008). Ainsi, les effets du LPS sur le foie, longtemps décrits comme secondaires
aux cytokines retrouvées au niveau systémiques ou sécrétées par les cellules de Kupffer,

semblent étre, du moins en partie, dus a une réponse directe des hépatocytes.
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11.3.2. La CRP

La C-reactive protein (CRP) est une protéine de la phase aigué de l'inflammation. Découverte
en 1930, elle est aujourd’hui utilisée comme un des principaux marqueurs de l'inflammation.
En effet, la CRP voit ses taux plasmatiques augmentés d’au moins 25 % par I'inflammation,
d’origine infectieuse ou suite a un dommage tissulaire, au point ou son expression peut étre
induite jusqu’a un facteur 1000 en cas d’inflammation aigué sévere. Elle est retrouvée élevée
dans un certain nombre de pathologies associées a une inflammation chronique comme la
polyarthrite rhumatoide. Aussi, une élévation mineure mais chronique de son expression
plasmatique, historiquement considérée comme cliniquement insignifiante, est aujourd’hui
montrée comme associée au développement de pathologies cardiovasculaires (Ridker Paul

M, 2003; Verma and Yeh, 2003).

11.3.2.1. Structure

La CRP se retrouve sous deux isoformes majoritaires : une forme monomérique et une forme
pentamérique. Sous sa forme native pentamérique de 120 kDa (pCRP), elle est constituée de
cing sous-unités identiques d’environ 23 kDa chacune, organisées autour d’'un pore central et
suivant la méme orientation. Ainsi, la face dite « de reconnaissance » du pentamére est
impliqguée dans la liaison Ca?'-dépendante au ligand, notamment la phosphocholine (PC),
alors que l'autre face dite « effectrice » interagit avec les récepteurs Fc aux IgG et le
complement factor 1q (C1q) du systéme du complément. Le systéme du complément est un
ensemble d’une vingtaine de protéines produites par le foie et impliquées dans la lyse et la
phagocytose de pathogénes, de cellules apoptotiques et nécrotiques, jouant un réle majeur
dans la défense contre les agents infectieux ainsi que dans la réponse inflammatoire.

La forme monomérique (MCRP), constituée d’'une seule sous-unité, est la forme obtenue

apres dissociation de la pCRP.
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11.3.2.2. Synthese hépatique

La CRP est majoritairement synthétisée par les hépatocytes suite a la stimulation par des
cytokines proinflammatoires. L’IL6 est le principal inducteur de I'expression de la CRP (Zhang
et al., 1996). En se liant a son récepteur a la surface des hépatocytes, I'lL6 induit I'activation
des facteurs de transcription STAT3, C/EBPs et NFkB qui se fixent au promoteur de la CRP.
D’autres cytokines peuvent aussi jouer un réle dans la synthése de la CRP, telles que I'lL17,
TNFa et IL1B qui agissent en synergie avec IL6 pour induire I'expression de la CRP (Kramer

et al., 2008).

11.3.2.3. Réle dans l'inflammation

Il est de plus en plus admis que la CRP n’est pas qu’'un marqueur de l'inflammation, mais bien
un acteur jouant un rdle actif dans la réponse inflammatoire, exercant des réles a la fois pro-
et anti-inflammatoires.

Comme mentionné précédemment, un des principaux ligands de la pCRP est la
phosphocholine. De part cette particularité, la CRP intervient dans l'opsonisation et la
phagocytose de pathogénes. La face de reconnaissance de la CRP permet la formation
d’agrégats autour des pathogeénes, via les PC constituant leur membrane. La face opposée de
la pCRP permet d’'une part l'interaction directe avec C1q, favorisant I'activation de la voie
classique du systéeme du complément, et d’autre part la liaison aux récepteurs Fc aux IgG

retrouvés au niveau des cellules phagocytaires.

De par son affinité pour la PC, la CRP joue par ailleurs un réle majeur dans la reconnaissance
de membranes cellulaires endommagées. En effet, les phosphatidylcholines, normalement
exprimées au niveau du feuillet interne de la membrane plasmique des cellules eucaryotes,
se retrouvent exposées dans les cellules apoptotiques et nécrotiques et sont ainsi reconnues
par la pCRP. De fagon similaire a ce qui est observé avec les pathogénes, la liaison de la CRP

a ces membranes endommageées entraine 'activation du systéme du complément via C1q
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ainsi que leur opsonisation et phagocytose par les macrophages (Black et al., 2004; Marnell
et al., 2005; Pepys and Hirschfield, 2003; Sproston and Ashworth, 2018).

Ses effets sur l'inflammation dépendent de Iisoforme sous lequel la CRP se trouve.

Cellules
endothéliales
endommagées

Figure 18 : Représentation de la localisation des différentes formes de CRP (D’arpes Braig et al., 2017)

La pCRP, forme soluble et inerte de la CRP (Figure 18 (1)), est la forme synthétisée par le foie
et retrouvée dans la circulation en conditions normales. Les résidus permettant la liaison avec
C1q sont dits cryptiques, de par la conformation rapprochée des sous-unités qui les rends
inaccessibles. La pCRP montre des propriétés anti-inflammatoires in vivo en protégeant du
LPS, d’infection bactérienne et d’autres médiateurs de I'inflammation (Mold et al., 2002). In
vitro, la pCRP favorise la polarisation des macrophages en M2 (Del Giudice and Gangestad,
2018), stimule la sécrétion de protéines anti-inflammatoires telles que IL10 et IL1ra, réprime
'adhérence des plaquettes au neutrophiles, et recrute un certain nombre d’inhibiteurs de la

voie du complément (Mihlan et al., 2011).

La mCRP est la forme active de la CRP. Etant faiblement soluble, elle est principalement
retrouvée liée aux tissus endommagés (Figure 18 (5)), notamment au niveau des plaques

d’athérome, du tissu cérébral endommagé par un accident vasculaire chez les patients atteints
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de maladie d’Alzheimer ou encore du choroide de patients souffrant de dégénérescence
maculaire liée a 'dge. Au niveau plasmatique, elle est retrouvée a la surface de microparticules
de 100 a 1000 nm (Trial et al., 2016) (Figure 18 (6)). La mCRP est la forme pro-inflammatoire
la plus décrite. Elle favorise la polarisation des macrophages en M1 (Del Giudice and
Gangestad, 2018), l'activation des leucocytes et des cellules endothéliales facilitant ainsi
'adhésion des leucocytes (McFadyen et al., 2018), I'activation du systéme du complément

ainsi que la sécrétion d’IL1, IL6, IL8, CCL2 et TNFa.

Il existe une conformation intermédiaire a ces deux formes, la pCRP*, qui est une forme
relachée de la pCRP. Au niveau de tissus endommagés, la pCRP lie les PC des monocytes,
plaquettes ou cellules endothéliales activées (Figure 18 (2)). Elle se retrouve ensuite relarguée
a la surface de microparticules issues du bourgeonnement de la membrane plasmique. Au
niveau de ces microparticules, elle subit un changement de conformation pour devenir pCRP*
(Figure 18 (3)). Sous cette forme, les épitopes cryptiques nécessaires a la liaison au C1q sont
rendus accessibles. Ainsi, la pCRP*, qui est parmi les trois, l'isoforme le plus représenté au
niveau des tissus endommagés, montre des propriétés pro-inflammatoires. Elle favorise
l'activation du systéme du complément (Figure 18 (4)), active les cellules endothéliales pour
médier le recrutement des leucocytes via une augmentation de I'expression des molécules
d’adhésion ICAM et VCAM (Braig et al., 2017; McFadyen et al., 2018).

Pour une majorité des études s’étant jusqu’a consacrées aux propriétés inflammatoires de la
CRP, les anticorps utilisés pour détecter la mCRP fixe les épitopes cryptiques et reconnaissent
ainsi aussi la forme pCRP*. Il est donc probable que de nombreux effets pro-inflammatoires

alloués a la mCRP soit, du moins en partie, dus a la pCRP*.

Ainsi, les effets pro-inflammatoires des formes mCRP et la pCRP* sont de plus en plus étudiés,
notamment dans un contexte de pathologies cardiovasculaires. Cependant, le role exact de la
CRP dans le développement et la progression d’infections et de pathologies inflammatoires

demande encore a étre décrit plus en détails.
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[1l. Les effets anti-inflammatoires du ruxolitinib




Généralités

Le ruxolitinib, commercialisé sous le nom Jakavi®, est le premier inhibiteur de JAK approuvé
par la US Food and Drug Administration (FDA) en 2011 et par '’Agence Européenne des
Médicaments (EMA) en 2012 pour le traitement de syndromes myéloprolifératifs présentant

une mutation de JAK2.
[11.1. Structure, pharmacocinétique et pharmacodynamique

I1.1.1. Membre des Jakinibs

Le ruxolitinib est une petite molécule de 312 Da, appartenant a la classe
// des inhibiteurs de type | (Figure 19). De ce fait, il se fixe au niveau du

site de liaison a 'ATP des kinases cibles sous leur conformation active

N—N
/ (Zhou et al., 2014). Initialement décrit comme inhibiteur spécifique de
o
JAKZ2 (ICs0 = 2,8 nM) et de JAK1 (ICso = 3,3 nM), pouvant aussi affecter
N~ X \ JAKS3 et Tyk2 de fagon moindre (Quintas-Cardama et al., 2010), le
t _ N ruxolitinib, a la concentration de 1 uM atteinte au niveau plasmatique
N
H chez les patients, agit sur de nombreuses autres kinases (Green et al.,
Figure 19 : Formule

o o 2016; Rudolph et al.,, 2016; Zhou et al., 2014). Classé parmi les
chimique du ruxolitinib

Jakinibs (pour JAK inhibitors) de premiere génération, il est aujourd’hui considéré comme

inhibiteur pan-JAKs.

111.1.2. Indication et caractéristiques pharmacologiques.

111.1.2.1.Indication

Le ruxolitinib est indiqué dans le traitement de la myélofibrose de risque intermédiaire et de
haut risque depuis 2011 ainsi que le traitement de la maladie de Vaquez chez les patients

réfractaires a I'hydroxyurée depuis 2014.
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111.1.2.2.Pharmacocinétique

Les propriétés pharmacocinétiques du ruxolitinib sont déterminées d’aprés le systéme ADMET
(administration, distribution, métabolisme, élimination et transport).

Absorption. Chez des volontaires sains, la concentration plasmatique maximale est
atteinte 2 h aprés I'administration orale de ruxolitinib. Cette concentration est de 649 nM et
1160 nM aprés administration multiple de respectivement 15 mg et 25 mg toutes les 12 h,
sachant que la posologie habituelle pour le ruxolitinib est de 15 mg a 20 mg deux fois par jour.
(Shi et al., 2011).

Distribution. Le taux de liaison du ruxolitinib aux protéines plasmatiques, notamment
'albumine, est de 97 %, in vitro.

Meétabolisme. Le ruxolitinib est principalement métabolisé par le CYP3A4 et
secondairement par le CYP2C9. Au niveau plasmatique, le ruxolitinib est majoritairement
retrouvé sous sa forme non métabolisée. Celle-ci représente 60 % de formes totales qui
comprennent notamment deux métabolites actifs et majoritaires dont les effets comptent pour
18 % de la pharmacodynamie globale du ruxolitinib.

Elimination. Le ruxolitinib est éliminé de fagcon prédominante par excrétion rénale
(74 %) ainsi que par excrétion biliaire (22 %).

Transport. A ce jour, il ne semble pas exister d’étude permettant d’indiquer quels
transporteurs favorisent I'efflux ou I'influx du ruxolitinib, si ce n’est qu’il n’est pas connu comme
étant substrat de la P-gp (FDA; EMA; Hussaarts et al., 2019). De plus, sa structure et de ses
propriétés chimiques indiquent sa capacité a diffuser au travers des membranes cellulaires

(Telliez, 2016).

111.1.3. Interactions médicamenteuses

Les interactions médicamenteuses (DDI pour Drug-Drug interactions) se traduisent par une
modification des effets d'un médicament par un médicament associé. Une des causes des

DDIs est la modulation de I'expression ou de I'activité de protéines de détoxication et de
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transport des médicaments, par un médicament auteur, induisant ainsi une altération positive
ou négative du métabolisme et de la clairance de médicaments victimes auxquels ils sont
associés.

In vitro, le ruxolitinib ne module pas l'activité des CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6 ou CYP3A4, ni des transporteurs OATP1B1, OATP1B3, OCT1, OCT2,
OAT1 ou OAT3 a des concentrations cliniquement pertinentes, mais serait un potentiel

inhibiteur des isoformes intestinales de la P-gP et de BCRP (FDA; EMA).

Il peut étre lui-méme victime d’interactions médicamenteuses s’il est associé a des
meédicaments inducteurs ou inhibiteurs du CYP3A4 et son dosage chez les patients doit étre
adapté en conséquent. In vivo, il n'est associé a aucune interaction médicamenteuse directe
en tant qu’acteur (Coutant and Hall, 2018; Hussaarts et al., 2019) et aucun cas de potentielle

interaction médicamenteuse n’a été relevé dans la littérature.

Cependant, aux vues de ces effets anti-inflammatoires décrits dans le chapitre suivant, il est
important de considérer son réle potentiel dans les id-DDIs (pour inflammatory diseases
related DDIs). En effet, comme mentionné précédemment, une réduction de I'inflammation se
traduit par une restauration des taux de protéines du métabolisme des médicaments. De ce
fait, le ruxolitinib, en ciblant les cytokines inflammatoires, pourrait conduire a une modulation
de la pharmacocinétique de médicaments associés. Des protéines thérapeutiques utilisées
dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide dirigées contre la signalisation IL6, telles que
le tocilizumab dirigé contre le récepteur de I'lL6, sont connues pour réduire I'exposition a des
médicaments coadministrés et ce, en restaurant 'expression des CYPs réprimés par I'IL6
(Jiang et al., 2016; Lee et al., 2017a; Schmitt et al., 2011; Zhuang et al., 2015). De ce fait, bien
que ceci ne soit pas décrit a ce jour dans la littérature, il est possible que le ruxolitinib montre

des effets similaires dans certains cas particuliers.
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[11.2. Le ruxolitinib dans les pathologies inflammatoires et auto-immunes

Le ruxolitinib est actuellement utilisé en clinique pour le traitement des patients présentant des
myélofibroses de haut risque et de risque intermédiaire (Harrison et al., 2012; Verstovsek et
al., 2012) et des maladies de Vaquez (Vannucchi, 2015; Verstovsek et al., 2016). Outres ses
effets cliniques bénéfiques dans ces pathologies, le ruxolitinib exerce des propriétés anti-
inflammatoires dans différents types cellulaires, notamment les cellules immunitaires tels que
les macrophages (Maschalidi et al., 2016), les lymphocytes (Parampalli Yajnanarayana et al.,
2015), les cellules NK (Schonberg et al., 2015) et les cellules dendritiques (Heine et al., 2013).
De plus en plus d’études tendent a étendre les effets bénéfiques du ruxolitinib a des
pathologies variées telles que certaines formes de pelade, la maladie du greffon contre I'héte
ou méme certains cancers solides. Les effets bénéfiques du ruxolitinib dans I'ensemble de ces

différentes pathologies sont principalement attribués a ses propriétés anti-inflammatoires.

111.2.1. Le ruxolitinib dans les syndromes myéloprolifératifs

Les syndromes myéloprolifératifs sont des pathologies hématologiques rares et hétérogénes,
caractérisées par la prolifération clonale avec maintien de la maturation de cellules
appartenant a la lignée myéloide (Campbell and Green, 2006). D'aprées la classification de
2016 de I'Organisation Mondiale de la Santé, les principales pathologies considérées comme
syndromes myéloprolifératifs sont les suivantes : la leucémie myéloide chronique (LMC) BCR-
ABL-—positive, la maladie de Vaquez (polycythemia vera ou polyglobulie primitive), la
thrombocytémie essentielle et la myélofibrose (Arber et al., 2016). La LMC est définie par la
translocation chromosomique 1(9;22) ou chromosome de Philadelphie portant le géne de
fusion BCR-ABL. La maladie de Vaquez, la thrombocytémie essentielle et la myélofibrose ne
présentant pas la translocation BCR-ABL sont dites Philadelphie-négatifs. Cependant, ces
trois pathologies présentent fréquemment une mutation de JAK2 (JAK2V617F), identifiée de

fagon concomitante par quatre équipes en 2005, localisée sur le domaine pseudo-kinase JH2
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de la protéine JAK2 rendant ainsi la voie JAK-STAT constitutivement active (Baxter et al.,

2005; James et al., 2005; Kralovics et al., 2005; Levine et al., 2005).

Certains symptomes retrouvés dans les syndromes myeloprolifératifs, tels que la fatigue, la
cachexie, la perte de poids, la splénomégalie ou les sueurs nocturnes, sont possiblement en
lien avec l'inflammation chronique observée chez les patients. En effet, de nombreuses
cytokines et des protéines de la phase aigué se retrouvent en excés dans la maladie de
Vaquez, la thrombocytémie essentielle et la myélofibrose (Hermouet et al., 2002; Lussana and
Rambaldi, 2017; Panteli et al., 2005; Vaidya et al., 2012). De plus, la présence de cytokines
en exceés est associée a certaines manifestations biologiques et histologiques retrouvées au
cours de ces pathologies, notamment la fibrose de la moélle osseuse (Lussana and Rambaldi,
2017; Tefferi et al., 2011; Vaidya et al., 2012). Les cytokines produites de fagon spécifique a
chaque pathologie et les principales sources cellulaires sont résumées ci-apres.

Tableau 5 : Différences qualitatives dans la production de cytokines inflammatoires dans les syndromes
myéloprolifératifs (Hermouet et al., 2015)

HGF : hepatocyte growth factor, MF : myélofibrose, MO : moélle osseuse, PDGF : platelet-derived growth factor,
PV : maladie de Vaquez, SMP : syndromes myéloprolifératifs, TE : thrombocytémie essentielle, VEGF : vascular

endothelium growth factor.

SMP Cytokines produites en excés Principales sources cellulaires
IL6, IL8, IL12, IL2R soluble, HGF, Fibroblastes de la MO, cellules endothéliales,
Tous TNFa, TGFB, GM-CSF, VEGF, monocytes, macrophages, lymphocytes T,
bFGF progéniteurs hématopoiétiques, hépatocytes

IL4, IL10, IFNy, IL6R soluble,

TE CCL2, PDGFbb.

Macrophages M2, plaquettes, lymphocytes T

Fibroblastes de la MO, Ilymphocytes T,
PV IL11, IL12, IL13, IL5, IL7 macrophages M1, progéniteurs
hématopoiétiques
IL1B, IL10, IL12, IL13, IL15, IL33, Fibroblastes de la MO, lymphocytes T activés,
MF G-CSF, IFNa, CCL2, CCL3, neutrophiles, macrophages, progéniteurs
CCL4, CXCL9, CXCL10, PDGFbb hématopoiétiques, mégacaryocytes, plaquettes

Bien qu'il n'y ait pas de lien entre la charge allélique et le taux plasmatique de cytokines chez
ces patients, la mutation JAK2V617F induit la production de cytokines in vitro (Hermouet et

al., 2015). Aussi, au cours de la myélofibrose, la présence de la mutation JAK2V617F est
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associée a une augmentation de la production de nombreuses cytokines et protéines de la

phase aigué de lI'inflammation (Lussana and Rambaldi, 2017; Tefferi et al., 2011).

111.2.1.1. Traitement de la myélofibrose

Le ruxolitinib est aujourd’hui le seul inhibiteur de JAK pour lequel il existe des données sur le
suivi a long-terme pour son utilisation dans le traitement de la myélofibrose.

La premiére étude préclinique a montrer les effets bénéfiques du ruxolitinib chez I'animal date
de 2010 (Quintas-Cardama et al., 2010). La méme année, un essai clinique de phase I/ll a
permis d’évaluer l'efficacité et la sécurité du ruxolitinib chez les patients et de démontrer une
amélioration significative de la taille de la rate et des symptémes globaux (Verstovsek et al.,
2010). Par la suite, les essais de phase lll COMFORT-I et -Il (pour Controlled Myelofibrosis
Study with Oral JAK Inhibitor Treatment) ont évalué respectivement I'efficacité du ruxolitinib
par rapport au placebo ou au traitement de référence, ici I’hydroxyurée, pour le traitement de
la myélofibrose. Il est retrouvé que pour les patients souffrant de myélofibrose de risque
intermédiaire-2 et de haut risque, le ruxolitinib permet une réduction de la taille de la rate, d’au
moins 35 % pour plus de la moitié des patients traités, ainsi qu’une nette amélioration des
symptémes généraux (Harrison et al., 2012; Verstovsek et al., 2012). Le suivi de ces deux
cohortes sur cing ans confirme que les effets bénéfiques du ruxolitinib, notamment sur la
réduction du volume de la rate, sont maintenus et durables. Ainsi, par rapport au placebo ou
au traitement de référence, les patients traités au ruxolitinib présentent une meilleure médiane
de survie sans évenement et une diminution du risque de décés (Harrison et al., 2016;
Verstovsek et al., 2017). Ces résultats ont de plus été étendus aux myeélofibroses de faible
risque et de risque intermédiaire-1, a travers les essais JUMP et ROBUST (Al-Ali et al., 2016;
Mead et al., 2015). Cependant, le ruxolitinib ne semble pas impacter la charge allélique
JAK2V617F ni améliorer la fibrose de la moelle osseuse. Les effets bénéfiques du ruxolitinib
dans le traitement de la myélofibrose sont ainsi principalement alloués a sa capacité a réprimer

I'expression des cytokines inflammatoires de fagon peu spécifique.
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111.2.1.2. Traitement de la maladie de Vaquez

Ainsi, le ruxolitinib est actuellement utilisé pour le traitement de patients présentant une
maladie de Vaquez et étant résistants ou intolérants a I'hydroxyurée.

Les essais RESPONSE et RESPONSE-2 menés respectivement sur des patients réfractaires
ou intolérants a I'hydroxyurée et sur des patients réfractaires a I'’hydroxyurée mais ne
présentant pas de splénomégalie, ont montrés 'efficacité du ruxolitinib dans ces populations.
En effet, le traitement par le ruxolitinib offre une amélioration par rapport a 'hydroxyurée vis-
a-vis du contrble de I'hématocrite, de la réduction de la taille de la rate et de 'amélioration des
symptdbmes généraux tels que la fatigue, les démangeaisons, les céphalées et les
étourdissements (Passamonti et al., 2017; Vannucchi, 2015). Le suivi de chaque cohorte
confirme le maintien des bénéfices du ruxolitinib sur 80 semaines (Griesshammer et al., 2018;
Verstovsek et al., 2016). L’essai RELIEF, portant sur I'étude des symptémes liés a la maladie
de Vaquez chez des patients traités a I'hydroxyurée, montre que le ruxolitinib améliore ces
symptdmes. En effet, plus de 40 % des patients montrent une amélioration du score total des
symptomes de 50 % ou plus aprés 16 semaines de traitement. Cependant, 'amélioration
constatée suite au traitement par le ruxolitinib n’est pas significativement supérieure a

'amélioration observée chez les patients traités par ’hydroxyurée (Mesa et al., 2017).

Il n’existe pour le moment pas de résultats cohérents permettant de confirmer 'avantage du
ruxolitinib par rapport au traitement de référence pour les patients souffrant de thrombocytémie
essentielle résistants ou intolérants a I’hydroxyurée. L’essai MAJIC-ET, mené sur cing ans, ne
permet pas de conclure a une supériorité du ruxolitinib. En effet, dans cette étude, le ruxolitinib
n’améliore ni les taux de réponse compléte (numération plaquettaire < 400.10°%L, taille de la
rate normale et numération leucocytaire < 10.10%L) ou partielle par rapport au traitement de

référence, ni les taux de thromboses ou d’hémorragies (Harrison et al., 2017).
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111.2.2. Le ruxolitinib dans les pathologies inflammatoires et auto-immunes

Outre les études portants sur des pathologies hématologiques, le ruxolitinib est actuellement
évalué dans une quarantaine d’essais cliniques pour le traitement d’affections variées telles

que des pathologies inflammatoires chroniques, auto-immunes, ou encore néoplasiques.

111.2.2.1. Traitement de la maladie du greffon contre I'héte

La maladie du greffon contre I’héte ou GvHD (pour Graft-versus-Host Disease) survient suite
a une transplantation allogénique de cellules souches hématopoiétiques. Ces transplantations
sont utilisées comme moyen de traitement curatif pour de nombreuses pathologies, en
particulier hématologiques, et se soldent dans 50 a 60 % des cas par une GvHD, aigué ou
chronique, malgré [utilisation préventive d'immunosuppresseurs. La GvHD aigué se
caractérise par (i) 'activation des cellules présentatrices d’antigénes, notamment en réponse
au LPS ayant traversé la barriére intestinale, et aux cytokines inflammatoires IL1 et TNFa, (ii)
l'activation des lymphocytes T greffés en réponses aux cytokines IL6, IL12 et IL23 via la
signalisation JAK2 et (iii) I'activation d’'une phase inflammatoire effectrice se traduisant par la
lyse des cellules du foie, de la peau et de l'intestin de I'héte par les lymphocytes T cytotoxiques
greffés et recrutés au niveau des tissus par de nombreuses chimiokines. La forme chronique
de la GvHD se traduit par une dérégulation des lymphocytes B, une inflammation tissulaire
chronique associée a une fibrose, notamment médiées par les macrophages producteurs de
PDGFbb et de TGFpB, et un défaut de sélection au niveau du thymus conduisant a la sélection

positive de cellules auto-réactives.

Le traitement de premiére ligne est la corticothérapie par voie générale. Pour les patients
réfractaires aux corticoides, les traitements de seconde ligne sont multiples et montrent peu
de résultats satisfaisants. La voie JAK-STAT étant impliquée dans chacune des étapes
caractérisant cette maladie, les Jakinibs se sont rapidement montrés comme des molécules

d’intérét. Ainsi, certains inhibiteurs de JAK sont a I'essai aussi bien pour le traitement que pour
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la prévention de la GvHD. Le ruxolitinib offre des résultats prometteurs (Zeiser et al., 2015) et
est actuellement a I'étude dans une dizaine d’essais de phase Il ou lll. Parmi ces essais, les
études REACHSs évaluent son efficacité en combinaison avec les corticoides (REACH 1) et
par rapport au traitement de référence chez les patients souffrant de GvHD aigué (REACH 2
et RIG) et chronique (REACH 3) réfractaires a la corticothérapie (von Bubnoff et al., 2018;

Jagasia et al., 2018; Mannina and Kroger, 2019; Neumann et al., 2019; Vicent et al., 2019).

111.2.2.2. Traitement de maladies auto-immunes et inflammatoires

Les pathologies dermatologiques que sont le psoriasis, la pelade, le vitiligo et la dermatite
atopique sont caractérisées par une composante auto-immune médiée par une grande variété
de cytokines inflammatoires pouvant étre dépendantes de la signalisation JAK-STAT, et sont
classiquement traités par des corticoides. Actuellement, une dizaine d’études de phases Il ou

Il évaluent les effets bénéfiques du ruxolitinib dans ces pathologies.

Le psoriasis est caractérisé par des lésions de la peau la rendant rouge, squameuse et
prurigineuse. De plus, 20 a 30% des patients développent des complications
rhumatologiques. Les principaux médiateurs moléculaires du psoriasis sont I'lL12 et I'lL23
ainsi que le TNFa et I'lL6 retrouvés en excés dans le plasma. Le ruxolitinib montre des effets
bénéfiques en traitement local grace a I'application d’'une formule en creme a 1 % et 1.5 %,

deux fois par jours, qui permet de réduire la taille des lésions cutanées (Punwani et al., 2015).

La pelade se traduit par une perte de la pilosité et des cheveux due a l'autoréactivité des
lymphocytes T envers les follicules pileux. Les cytokines IFNy et IL15 induisent I'activation et
la prolifération de ces lymphocytes. Un certain nombre d’études rapportent des effets
bénéfiques du ruxolitinib sur la repousse des cheveux chez I'animal comme chez les patients.
Ainsi, une méta-analyse regroupant les résultats obtenus a partir de 30 études montre le
bénéfice que représentent les Jakinibs (tofacitinib, ruxolitinib et baricitinib) pour le traitement

de la pelade, avec de meilleurs résultats lorsque administrés par voie orale que locale (Phan
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and Sebaratnam, 2019). Le ruxolitinib par voie orale permet notamment une repousse des
cheveux a 92 % pour 75 % des patients impliqué dans une étude pilote publiée en 2016
(Mackay-Wiggan et al.,, 2016). De plus, plusieurs case-reports rapportent une repousse

compléte en seulement quelques mois aprés introduction du ruxolitinib (Oliveira et al., 2019).

Le vitiligo est dO a la destruction ciblée des mélanocytes par les lymphocytes T autoréactifs,
notamment médiée par I'lFNy. Deux études pilotes menées sur 12 et 9 patients, montre que
l'utilisation locale de ruxolitinib en créme a 1,5 % deux fois par jours permet une re-
pigmentation significative chez les patients (Joshipura et al., 2018; Rothstein et al., 2017). Un
autre case-report démontre I'efficacité du ruxolitinib par voie orale chez un patient souffrant a
la fois de vitiligo et de pelade, dont la re-pigmentation du visage et la repousse des cheveux
étaient significativement améliorées aprés 20 semaines de traitement (Harris et al., 2016). De
plus, deux essais de phase Ill, TRUE-V1 et -V2, menés sur 300 patients sont actuellement en
cours d’inclusion pour l'utilisation du ruxolitinib en créme a 1,5 % (Identifiant ClinicalTrials :

NCT04052425 et NCT04057573).

Le ruxolitinib est aussi actuellement a I'étude dans un essai de phase Il pour le traitement de

la dermatite atopique, mais aucun résultat n’est disponible a ce jour.

111.2.2.3. Traitement des cancers solides

Les effets du ruxolitinib comme inhibiteur d’un large nombre de cytokines inflammatoires
pourraient étre intéressants pour le traitement de certains cancers solides.

Les études in vitro semblent montrer le potentiel bénéfice apporté par le ruxolitinib pour le
traitement de certains cancers pulmonaires (Hu et al., 2014; Mohrherr et al., 2019; Patel et al.,
2019). Cependant, parmi les essais cliniques menés, un ne montre qu’une efficacité modeste
du ruxolitinib combiné a l'afatinib, un inhibiteur de tyrosine kinase, pour le traitement de
cancers bronchiques non a petites cellules présentant une mutation EGFR (récepteur a

'epidermal growth factor) et résistants aux inhibiteurs de tyrosine kinase-EGFR. En effet, la
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durée de survie sans progression des patients traités par le ruxolitinib et I'afatinib (4,9 mois)
est inférieure a celle obtenue par le traitement de référence (9,6 mois) (Park et al., 2019). Deux
autres essais ont été interrompus par manque d’efficacité (Giaccone et al., 2018) ou par soucis

de sécurité (Identifiant ClinicalTrials : NCT02711137).

De facon similaire, d’aprés les études in vitro et chez I'animal, il semblerait que le ruxolitinib
puisse offrir un traitement pour certains cancers mammaires. En effet, il inhibe la croissance
tumorale dans certains modéles de cancers mammaires triples négatifs, résistants au
tamoxifen ou encore aux inhibiteurs d’aromatase. Ces résultats se retrouvent principalement
dans des lignées cellulaires mais aussi chez I'animal ou le ruxolitinib induit 'apoptose des
cellules tumorales et bloque la formation et la croissance de tumeurs mammaires (Chen et al.,
2018; Escher et al., 2019; Kim et al., 2019; Li et al., 2019; Lim et al., 2018). Cependant, deux
essais de phase Il, 'un mené dans des cancers HER-négatifs en combinaison avec la
capécitabine, un médicament cytostatique, I'autre dans des cancer du sein métastatique triple
négatif (Stover et al.,, 2018), ne montrent pas ou peu d'efficacité du ruxolitinitib. En
combinaison avec la capécitabine dans des cancers HER-négatifs et présentant des taux
élevés de CRP, le ruxolitinib améliore le taux de réponse globale, ainsi que la qualité de vie
lie a la santé des patients par rapport a ceux traités par la capécitabine seule, mais ne montre
pas d’amélioration significative de la survie globale ni de la survie sans progression
(O’Shaughnessy et al., 2018). D’autres études de phase | et Il sont actuellement en cours,

notamment en combinant I'utilisation du ruxolitinib a celle d’autres traitements.

Dans le cancer du pancréas, I'essai de phase Il RECAP montre un effet significatif du
ruxolitinib sur la survie globale des patients par rapport au placebo (Hurwitz et al., 2015).
Cependant, les études de phase Ill JANUS1 et 2, dans lesquelles le ruxolitinib est utilisé en
combinaison de la capécitabine, la survie globale, le taux de réponse globale, la survie sans
progression et la qualité de vie liée a la santé des patients souffrant de cancer du pancréas

avancés ou métastatiques, ne sont pas améliorés par I'addition de ruxolitinib au traitement de
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référence (Hurwitz et al., 2018). Devant ce manque d’efficacité du ruxolitinib par rapport a la
capécitabine seule, I'étude s’est vue interrompue. Il en va de méme pour les études de phase
Il menées dans le cancer de la prostate (Identifiant ClinicalTrials : NCT00638378) et colorectal

(Identifiant ClinicalTrials : NCT02119676).

Malgré les résultats prometteurs obtenus in vitro, chez I'animal ou lors d’essais cliniques de
phase I, le ruxolitinib ne semble pour le moment pas offrir d’alternative que ce soit en traitement

seul ou combiné aux agents couramment utilisés.

[11.3. Le ruxolitinib au niveau hépatique

A part la réduction du taux de CRP circulante observée chez les patients traités au ruxolitinib
(Verstovsek et al., 2010) et le fait qu’il soit pris en charge par des enzymes hépatiques du
métabolisme des médicaments, il n’existe que trés peu de données sur les effets du ruxolitinib
au niveau hépatique.

A la rédaction de ce manuscrit, seulement deux études portent sur ces effets dans le foie.
Réalisées l'une et l'autre chez la souris, elles montrent que le ruxolitinib protége de
I'hépatotoxicité induite par certains toxiques. En effet, dans un modéle d’hépatotoxicité induite
par le CCls, un pré-traitement au ruxolitinib réduit l'infiltration de cellules immunitaires au
niveau du foie, favorise I'apoptose des hépatocytes et d'inhibe I'activation de NFkB et
'expression des cytokines inflammatoires qui en découlent (Hazem et al., 2014).

Les effets observés dans un modéle d’hépatotoxicité induite par le thioacétamide sont
similaires, le ruxolitinib permettant notamment de réduire les dommages tissulaires et
d’augmenter I'apoptose des hépatocytes et des cellules immunitaires. De plus, le ruxolitinib
inhibe la signalisation NFkB ainsi que la production de cytokines pro-inflammatoires telles que
I'IL1B et le TNFa et réduit le stress oxydant. En plus des effets protecteurs du ruxolitinib sur
les dommages tissulaires en pré-traitement, celui-ci offre aussi une protection envers ces

dommages lorsqu’il est administré aprés le toxique hépatique (Shaker et al., 2016).
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Objectifs du travail

C’est dans ce large contexte de pathologies inflammatoires chroniques que nous nous
sommes intéressés au ruxolitinib. Les différentes études réalisées au cours de cette thése et

faisant I'objet de publications sont présentées ci-apres.

L’objectif global de 'ensemble de nos travaux est d’évaluer les propriétés anti-inflammatoires
du ruxolitinib in vitro dans différents types cellulaires dans le but de mieux appréhender ses

effets chez les patients.

Le but du premier travail effectué dans le cadre de cette thése est de décrire les effets du
ruxolitinib dans un modéle de macrophages humains en culture primaire. L’objectif est de
dépeindre un tableau global des cytokines ciblées par le ruxolitinib dans des macrophages
placés en conditions inflammatoires, puis d’évaluer 'impact de ruxolitinib d’'un point de vue
mécanistique, sur certaines cibles majeures.

La deuxiéme étude a pour but d’évaluer le potentiel du ruxolitinib & engendrer des idDDls, en
montrant ses effets sur les taux d’expression et l'activité des CYPs et transporteurs de
médicaments dans un modéle de culture primaire d’hépatocytes humains et de lignée
hépatocytaire placés en conditions inflammatoires. L’objectif plus large de cette étude est de
montrer que l'utilisation du ruxolitinib en clinique pourrait nécessiter d’adapter les doses de
médicaments associés dont le métabolisme et/ou la clairance sont susceptibles d’étre modulés
par une diminution de l'inflammation du fait des effets de I'inhibiteur de JAK.

La derniére étude est a portée plus générale, I'objectif étant de montrer les effets du ruxolitinib
sur 'expression de protéines de la phase aigué, principalement la CRP, dans des hépatocytes
humains et des cellules d’hépatome humain placés en conditions inflammatoires. De plus,
l'intérét est porté sur 'aspect mécanistique afin de mieux appréhender les effets du ruxolitinib

dans le modele hépatique.
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I. Article 1 : Le ruxolitinib réprime I'expression de cytokines inflammatoires

induites en réponse a l'interféron-f3, dans le macrophage humain.

[.1. Résumé

L’'objectif de ce travail est d’obtenir une vision globale des effets du ruxolitinib dans le
macrophage humain en culture primaire placé en conditions inflammatoires ainsi que sur la

signalisation de certains cytokines cibles.

1.1.1. Matériel et méthodes

Les monocytes sont isolés a partir de concentrés leuco-plaquettaires de donneurs sains aprés
plusieurs étapes de centrifugation et d’adhésion. Les macrophages sont obtenus aprés 6 jours

de traitement au GM-CSF permettant leur différenciation en phénotype pré-M1 (Figure 20).
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complémenté en GM-CSF
Figure 20 : Protocole de différenciation des macrophages humains en culture primaire

(Images : Lemarie et al., 2006)

Ces macrophages sont prétraités au ruxolitinib pendant 1 h puis placés en conditions
inflammatoires par un traitement au LPS. Afin d’analyser de fagon globale les effets du
ruxolitinib dans le macrophage inflammatoire, un criblage transcriptomique RT2?-profiler PCR
Array "Human cytokines and chemokines", permettant d’évaluer I'expression de 84 cytokines

simultanément, est effectué. Cette analyse est réalisée sur un pool équimolaire de transcrits
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issus de cinq cultures indépendantes de macrophages afin de s’affranchir de la variabilité inter-

individuelle.

1.1.2. Résultats et discussion

De part cette analyse, on constate que parmi les 44 cytokines induites par un traitement au
LPS, 27 d’entre elles, soit 61,4% sont réprimées par le ruxolitinib.

Afin de confirmer ces résultats, seulement les cytokines les plus notablement régulées sont
prises en compte pour la suite de I'étude et analysées en qPCR a partir de macrophages issus
de différents individus. Ainsi, ces cytokines voient leur expression significativement réprimée
par le ruxolitinib aussi bien au niveau transcriptomique que protéique. Il est intéressant de
noter que ces cibles comptent notamment I'lL6 et le TNFa, et que pour un nombre important
d’entre-elles, le traitement au ruxolitinib permet de restaurer les niveaux d’expressions en
ARNmM a des taux basaux. De plus, le ruxolitinib agit de fagon dose dépendante et est efficace

a de trés faibles concentrations atteintes dans le plasma des patients.

Dans le macrophage humain, la réponse au LPS se fait via la signalisation TLR4, laquelle ne
fait pas intervenir de protéine JAK. L’hypothése émise est alors que les effets du ruxolitinib
sont dus a l'inhibition d’un signal secondaire au LPS. Comme décrit précédemment, il existe
deux voies de signalisation TLR4, MyD88-dépendante et MyD88-indépendante. La voie
MyD88-indépendante conduisant a la synthése d’'IFNB dont la signalisation se fait par la voie
JAK-STAT suggere qu’'une partie des effets du ruxolitinib passent par un inhibition de la
signalisation interféron secondaire a la réponse LPS.

Dans un premier temps, la banque de données Interferome, regroupant 'ensemble des génes
connus comme étant régulés par les interférons, confirme qu’une grande majorité des
cytokines décrites ici comme cibles du ruxolitinib présentent une signature interféron. Par la
suite, I'activation de la voie IFNB/JAK/STAT en réponse au LPS est confirmée par l'induction

de la sécrétion d’'IFN, la phosphorylation et translocation nucléaire de STAT1 et I'induction
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de I'expression des ISG. Ces résultats confirment de plus, I'effet inhibiteur du ruxolitinib sur
cette voie en bloquant la sécrétion d'IFN[, I'activation de pSTAT1 et I'expression des ISG.

Cette étude est complétée par la confirmation de l'induction des cytokines montrées comme
cibles du ruxolitinib par un stimulus IFN et I'utilisation d’un anticorps dirigé contre le récepteur

a I'IFN, dont les effets montrent un profil d’inhibition similaire au ruxolitinib.

L’ensemble de ces résultats permettent d’affirmer que dans le macrophage humain en culture

primaire, le ruxolitinib bloque la réponse inflammatoire induite par une stimulation par le LPS,

en inhibant la réponse secondaire orchestrée par I'IFNp.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Ruxolitinib

Ruxolitinib is a Janus kinase (JAK) 1/2 inhibitor, currently used in the treatment of myeloproliferative neo-
plasms. It exerts potent anti-inflammatory activity, but the involved molecular and cellular mechanisms remain
JAK poorly understood. In order to gain insights about this point, ruxolitinib effects towards expression of main

M?lcropha{;e inflammatory cytokines were studied in human macrophages, which constitute a key-cell type implicated in
g‘ﬁasmam’“ inflammation. Analysis of mRNA expression of cytokines (n = 84) by PCR array indicated that, among those
oKine

induced by the pro-inflammatory stimulus lipopolysaccharide (LPS) (n = 44), 61.4% (n = 27) were repressed by
5 uM ruxolitinib. The major inflammatory cytokines, interleukin (IL) 6 and tumor necrosis factor o, were notably
down-regulated by ruxolitinib at both the mRNA and protein level. Other repressed cytokines included IL27 and
the chemokines CCL2, CXCL9, CXCL10 and CXCL11, but not IL1p. The interferon (IFN) p/JAK/signal transducer
and activator of transcription (STAT) pathway, well-activated by LPS in human macrophages as demonstrated by
increased secretion of IFNP, STAT1 phosphorylation, and up-regulation of reference IFNB-responsive genes, was
concomitantly blocked by the JAK inhibitor. Most of cytokines targeted by ruxolitinib were shown to be regu-
lated by IFNp in a JAK-sensitive manner. In addition, counteracting the IFNP/JAK/STAT cascade using a
blocking monoclonal antibody directed against IFNf receptor resulted in a similar profile of cytokine repression
to that observed in response to the JAK inhibitor. Overall, these data provide evidence for ruxolitinib-mediated
repression of inflammatory cytokines in human macrophages through inhibition of the LPS/IFNB/JAK/STAT
signalling pathway, which probably contributes to the anti-inflammatory effects of the JAK inhibitor.

1. Introduction inflammatory cell types targeted by ruxolitinib, macrophage, a key cell

type involved in inflammation [8,9], may likely be a major one, even if

Ruxolitinib (also known as INCB018424) is a small drug belonging
to the emerging class of Janus kinase (JAK) inhibitors and currently
clinically used in the treatment of JAK2 V617F-positive myeloproli-
ferative neoplasms, including intermediate or high risk myelofibrosis
and polycythemia vera [1.2]. Besides the JAK2 isoform, primarily as-
sociated with receptors for the hematopoietic growth factors ery-
thropoietin and thrombopoietin, the JAK1 isoform, which plays a major
role in the signalling pathway of inflammatory cytokines, is also po-
tently inhibited by ruxolitinib [3]. By contrast, the two other members
of the JAK family, JAK3 and tyrosine kinase 2 (TYK2), are less sensitive
to ruxolitinib [4].

Ruxolitinib exerts anti-inflammatory activity, which may contribute
to its beneficial effects towards myeloproliferative neoplasms [5] and is
likely also implicated in the suppression by ruxolitinib of the harmful
consequences of macrophage activation hemophagocytic lymphohis-
tiocytosis [6] and of age-related inflammation [7]. Among the

the exact effects of the JAK1/2 inhibitor towards this cell remain to be
clarified. Indeed, ruxolitinib has been demonstrated to rather increase
the inflammatory potential of mouse macrophages stimulated with Toll-
like receptor (TLR) 4 agonists such as lipopolysaccharide (LPS) [10],
through stimulating secretion of the inflammatory cytokines tumor
necrosis factor (TNF) a, interleukin (IL) 6 and IL12, whereas, by con-
trast, it suppresses production of IL1p, TNFa, IL6, chemokine (C-X-C
motif) ligand (CXCL) 10 and CXCL11 in TNFa-treated human macro-
phages [11]. CXCL10 and CXCL11 expressions, but not those of IL1pB,
IL6 and TNFa, were also repressed by ruxolitinib in rheumatoid ar-
thritis synovial macrophages [11]. The reasons for such discrepancies
with respect to ruxolitinib effects towards cytokine regulation in mac-
rophages remain unknown, but they could notably reflect differences
related to the species [12] or to the nature of the inflammatory stimulus
and the treatment conditions. To gain insights into ruxolitinib and cy-
tokine regulation in inflammatory macrophages, in the present study
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we have analysed the expression of the main cytokine/chemokines in
LPS-stimulated human macrophages in the presence and absence of this
JAK1/2 inhibitor. Our data demonstrate that ruxolitinib was able to
markedly suppress LPS-mediated induction of various human in-
flammatory cytokines, through antagonizing the autocrine interferon
(IFN) B-related regulatory signalling pathway secondary triggered by
LPS in human macrophages. Such effects of ruxolitinib may contribute
in a major way to its anti-inflammatory properties.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

Ruxolitinib, AT9283 and TG101209 were provided by Selleckchem
(Houston, TX, USA), whereas LPS (Escherichia coli 055:B5) was from
Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Granulocyte macro-
phage-colony stimulating factor (GM-CSF, also known as sargramostim)
was obtained from Sanofi-Aventis (Montrouge, France), whereas IFNf
was from Peprotech (Neuilly-sur-Seine, France). The blocking anti-
human IFNo/f receptor subunit 2 (IFNAR2) monoclonal antibody
(clone MMHAR-2) was purchased from Tebu-bio (Le Perray-en-
Yvelines, France), whereas those against phosphorylated (Tyr701)-
signal transducer and activator of transcription (STAT) 1, nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-kB) and phos-
phorylated (Ser172) -TANK-binding kinase 1 (TBK1) were from Ozyme
(Saint-Quentin-en-Yvelines, France). The anti-rabbit IgG antibody
coupled to Alexa Fluor was from Cell Signalling (Leiden, The
Netherlands). Other chemicals and reagents were of the highest avail-
able grade.

2.2. Cell culture

Macrophages were generated from peripheral blood monocytes, as
previously described [13]. Briefly, peripheral blood mononuclear cells
were first isolated from blood buffy coats of healthy donors through
Ficoll gradient centrifugation. Human monocytes were then prepared
by a 1 h adhesion step, which routinely obtained > 90% of adherent
cells expressing the prototypical monocytic marker CD14 [14]. These
monocytic cells were next cultured for 6 days in RPMI 1640 medium,
supplemented with 10% (vol/vol) fetal bovine serum, 2 mM r-gluta-
mine, 20 IU/mL penicillin and 20 pg/mL streptomycin, in the presence
of 400 IU/mL GM-CSF; this protocol led to obtain pure macrophage
cultures, with < 1% of contaminating cells [15]. Cultured macrophages
were then used for experiments, notably for treatment with LPS and/or
ruxolitinib. Ruxolitinib and other chemicals were routinely used as
stock solutions in dimethylsulfoxide (DMSO) and were commonly
added 1h before exposure to LPS, as a pre-treatment. Final con-
centrations of DMSO in culture medium did not exceed 0.2% (vol/vol)
and control cultures were exposed to the same concentration of solvent
as chemical-treated cultures.

Human highly-differentiated hepatoma HepaRG cells were cultured
in Williams' E medium supplemented with 10% (vol/vol) fetal bovine
serum, 20 IU/mL penicillin, 20 ug/mL streptomycin, 5 pg/mL insulin,
and 5 x 10~ > M hydrocortisone hemisuccinate; their hepatocytic dif-
ferentiation was induced by addition of 2% (vol/vol) DMSO for
2 weeks, as previously described [16].

2.3. Cell viability assay

The effect of ruxolitinib on cell viability was analysed using the
tetrazolium salt WST-1 reagent, as previously reported [17].

2.4. Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-
qPCR) experiments

Total RNAs were extracted using the TRI reagent (Sigma-Aldrich).
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Table 1
Number of genes whose mRNA expression is impaired in response to LPS or ruxolitinib in
human macrophages®.

Condition Number of regulated genes

Induction Repression
LPS-treated/untreated” n = 44 (52.4%)° n =3 (3.6%)
Ruxolitinib-treated /untreated" n = 4 (4.8%) n = 8 (9.5%)
(LPS + Ruxolitinib)-treated/LPS-treated” n = 8 (9.5%) n =27 (32.1%)

? mRNA expression was considered impaired when it was induced or repressed by at
least a 2-fold factor according to PCR array data.

Y Comparison of mRNA expression in LPS-treated macrophages versus untreated
counterparts,

€ Comparison of mRNA expression in ruxolitinib-treated macrophages versus untreated
counterparts.

4 Comparison of mMRNA expression in ruxolitinib/LPS-treated macrophages versus LPS-
treated counterparts.

€ Numbers in parentheses indicated % of regulated genes comparatively to the total
number of genes (n = 84) analysed in the PCR array.

Table 2
List of genes whose mRNA expression is repressed by ruxolitinib in LPS-treated macro-
phages.

Gene Gene family Repression factor”
CXCL10 Chemokines 996.0
CXCL11 Chemokines 451.9
TRAIL TNF receptor superfamily members 388.0
IFN-y Interferons 72,5
1L27 Interleukins 61.4
CXCL9 Chemokines 51.3
CCL2 Chemokines 44.3
FASLG TNF receptor superfamily members 35.5
CCL8 Chemokines 19.3
CCL7 Chemokines 12.9
BMP2 Growth factors 10.9
Cc5 Other cytokines 7.5
CXCL13 Chemokines 6.5
TNFSF13B TNF receptor superfamily members 5.6
TNFRSF11B TNF receptor superfamily members 4.6
CD40LG TNF receptor superfamily members 4.4
L7 Interleukins 4.1
1L12A Interleukins 3.9
XCL1 Chemokines 3.4
IL15 Interleukins 3.3
TNF-a TNF receptor superfamily members 3.1
IL1IRN Interleukins 2.9
1L.10 Interleukins 2.7
IL6 Interleukins 2.6
LTA TNF receptor superfamily members 2.2
CCL19 Chemokines 21
CXCL16 Chemokines 21

? Ratio of mRNA expression in LPS-treated macrophages versus that in LPS/ruxolitinib-
co-treated macrophages according to PCR array data.

RNAs were then reverse transcribed using the RT kit from Applied
Biosystems (Foster City, CA, USA). PCR were next performed using the
fluorescent dye SYBR Green methodology and a CFX384 real-time PCR
system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), as described previously [18].
Predesigned primers for gene expression analysis were provided by
Sigma-Aldrich. The specificity of each gene amplification was verified
at the end of qPCR reactions through analysis of dissociation curves of
the PCR products. Amplification curves were analysed with CFX Man-
ager software (Bio-Rad), using the comparative cycle threshold method.
Relative quantification of the steady-state target mRNA levels was
calculated after normalization of the total amount of ¢cDNA tested to the
185 rRNA endogenous reference, using the 2~ *4¢® method. Data were
finally commonly expressed as mRNA expression fold change compared
to untreated macrophages, i.e., the ratio mRNA expression in treated-
macrophages versus that found in untreated cells, or as repression
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Fig. 1. Effects of ruxolitinib on LPS-induced mRNA expression of cytokines in human macrophages.
Primary human macrophages were either untreated (control), exposed to 5 pM ruxolitinib or 10 ng/mL LPS or co-exposed to 5 pM ruxolitinib and 10 ng/mL LPS for 6 h. mRNA expression
of cytokines was next determined by single RT-qPCR assays. Data are expressed as mRNA expression fold change compared to untreated macrophages, i.e., the ratio mRNA expression in

treated-macrophages versus that found in untreated cells; they are the means *
statistically significant.

factor, i.e., the ratio mRNA level in control condition versus that found
in treatment conditions.

2.5. RT-PCR array

The RT? Profiler™ PCR array “Human cytokines and chemokines”
was obtained from Qiagen (Hilden, Germany). This PCR array contains
gene-specific qPCR assays for a thoroughly researched set of 84 genes
relevant to cytokine/chemokine area as well as for 5 various house-
keeping genes, put into 96-well plates (See Table S1 for the complete
list of genes investigated in the array). Total RNAs were extracted as
described above and then purified using the spin column-based RNeasy
Mini Kit (Qiagen). For each condition, an equimolecular pool of RNAs
from five independent assays (5 x 80 ng total RNA) was prepared and
was reverse transcribed. PCR experiments were next performed and
analysed according to manufacturer instructions. Levels of mRNA ex-
pression were normalized to mRNA expression of B2-microglobulin,
used here as a house-keeping gene, and were commonly expressed as
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SEM of at least 4 independent experiments. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001; NS, not

induction factor, i.e., the ratio mRNA level in treatment condition
versus that found in control or reference conditions, or as repression
factor, i.e., the ratio mRNA level in control condition versus that found
in treatment conditions.

2.6. In silico analysis of type I IFN inducibility

The putative inducibility by type I IFN (IFNa and IFNP) of LPS-
regulated cytokines was studied online using the interferome database
(http://www.interferome.org/interferome/home.jspx) [19]. Cytokine
was considered as type I IFN-inducible when at least one condition of
type I IFN-treatment reported in the database results in increased
mRNA expression by at least a 2-fold factor. It was considered as pu-
tatively non-inducible when the criteria of type I IFN-responsiveness
described above was not reached or when no data concerning potential
regulation by type I IFN was available in the database.
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Fig. 2. Dose-dependent effects of rux-
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2.7. Quantification of cytokine levels

The levels of cytokines secreted in culture medium of macrophage
cultures were quantified by the enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) using specific human Duoset ELISA Kit (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), according to the instructions of the manu-
facturer. Data were finally collected by spectrophotometry using a
SPECTROstar Nano microplate reader (BMG Labtech, Champigny sur
Marne, France).

2.8. Immunocytochemistry

Macrophages were fixed with a cold solution of acetone for 10 min
on ice. Cells were then washed with phosphate-buffered saline (PBS)
and incubated in PBS containing 4% bovine serum albumin for 1 h at
room temperature. Cells were next incubated with primary antibody
against phosphorylated-STAT1, NF-xB or phosphorylated-TBK1 over-
night. After two washes with PBS, the primary antibody was detected
with anti-rabbit IgG coupled to Alexa Fluor from Cell Signalling
(Leiden, The Netherlands), whereas nuclei were stained by 4’,6-diami-
dino-2-phenylindole (DAPI), for 1h at room temperature.
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Immunofluorescence images were finally acquired with a confocal
fluorescence microscope LEICA DMI 6000 CS (Leica Microsystemes
SAS, Nanterre, France).

2.9. Statistical analysis

Quantitative data were routinely expressed as means + SEM of at
least three independent assays. They were statistically analysed using
analysis of variance (ANOVA) followed by the Newman-Keuls' post-hoc
test. Linear correlation between quantitative data was investigated
using the Pearson correlation coefficient. Chi-square analysis was con-
ducted to examine association between categorical data. The criterion
of significance was p < 0.05. Half maximal inhibitory concentration
(ICs0) values of ruxolitinib towards cytokine mRNA expression were
determined using GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software, La
Jolla, CA), through nonlinear regression based on the four parameter
logistic function.
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Fig. 3. Effects of ruxolitinib on LPS-induced secretion of cytokines in human macrophages.
Primary human macrophages were either untreated (control), exposed to 5 pM ruxolitinib or 10 ng/mL LPS or co-exposed to 5 pM ruxolitinib and 10 ng/mL LPS for 6 h. Cytokine
secretion in culture medium was next determined by ELISA. Data, expressed in pg/mL, are the means + SEM of at least 4 independent experiments. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***,

p < 0.001.

3. Results
3.1. Repression of LPS-induced cytokine expression by ruxolitinib

The RT? Profiler™ PCR array “Human cytokines and chemokines”
was firstly applied to characterise cytokine mRNA expression in pri-
mary human macrophages exposed to 10 ng/mL LPS for 6 h, in the
absence or presence of 5pM ruxolitinib. This concentration of rux-
olitinib was initially used because it is in the range of in vitro con-
centrations previously shown to be fully active towards JAKs [20,21].
This 5 M concentration of ruxolitinib, as well as those of 1 and 10 pM,
did not alter viability of macrophages in response to a 7 h or 24 h ex-
posure (Fig. §1). The time of exposure to LPS (6 h) was chosen for the
study because it is representative of the peak of inflammatory gene
responses, whereas a shorter time (2 h) or a longer time (24 h) of LPS
treatment reflect, respectively, early gene response or subsequent re-
solution phase [12,22]. The number of genes whose mRNA expression
was induced or repressed by LPS or ruxolitinib using a threshold value
of 2 is indicated in Table 1. LPS treatment was found to alter mRNA
expression of 56.0% of analysed genes, most of them being induced (See
Table S2 for the complete list of induction factors for genes whose
mRNA expression was increased by LPS). By contrast, ruxolitinib only
minimally affected constitutive cytokine mRNA expression, i.e., only
14.3% of analysed genes has impaired mRNA expression in ruxolitinib-
exposed macrophages when compared to untreated counterparts
(Table 1). However, ruxolitinib more obviously affected cytokine
mRNA expression in LPS-exposed macrophages, with a total of 41.6% of
targeted genes, most of them being repressed (Table 1). The complete
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list of repression factors for the genes down-regulated by ruxolitinib in
inflammatory LPS-treated macrophages is provided in Table 2; these
ruxolitinib-sensitive genes belong to various families of cytokines (i.e.,
chemokines, interleukins, growth factors...), and include major in-
flammatory cytokines such as IL6 and TNFa (Table 2). The number of
these ruxolitinib-repressed genes (n = 27) represents 61.4% of the total
number of genes up-regulated by LPS (n = 44) (Table 1 and Table S2).
A notable proportion of LPS-up-regulated cytokines, corresponding to
38.6% (n = 17) of the total number of LPS-up-regulated cytokines
(n = 44), was consequently not repressed by ruxolitinib. These rux-
olitinib-unresponsive genes notably included some cytokines highly
inducible by LPS such as IL12B, GM-CSF, CCL20, CXCL2 and IL1p
(Table S2).

To validate the results of the PCR array, single qPCR experiments
were then performed using macrophages derived from monocytes of
various individuals. As shown in Fig. 1, the LPS-mediated up-regulation
of various cytokines such as CCL2, CCL7, CCL8, CXCL9, CXCL10,
CXCL11, FASLG, IL6, IL7, IL10, IL15, IL27, IFNy, TNFa and TRAIL were
fully confirmed to be repressed by ruxolitinib. Such repression was al-
most complete for most cytokines; LPS-mediated inductions of cyto-
kines such as TNFa and IL6 were nevertheless only partly repressed by
the JAK inhibitor (Fig. 1). Single gPCR assays additionally confirmed
the fact that LPS-mediated up-regulations of IL1p and CXCL2 were not
impaired by ruxolitinib (Fig. 1). Repression factors due to ruxolitinib
and determined from single qPCR assays were finally shown to be
highly correlated with those from the PCR array (Fig. 52), thus likely
fully validating the data from the PCR array.

The repressing effects of ruxolitinib towards mRNA expression of
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Fig. 4. Kinetics of LPS-induced mRNA expression and secretion of IFNf.

Primary human macrophages were either untreated (control), or exposed to 10 ng/mlL
LPS for 1, 2, 4 or 6 h. (A) IFNp mRNA expression was determined by RT-qPCR. Data are
expressed as mRNA fold change compared to untreated macrophages, i.e., the ratio
mRNA expression in treated-macrophages versus that found in untreated cells. (B) IFNf
secretion in culture medium was determined by ELISA. Data are expressed as pg/mL. (A,
B) Data are the means * SEM of at least 3 independent experiments. **, p < 0.01; ***,
p < 0.001 when compared to control.

cytokines were next shown to be dose-dependent with ICs, values
ranging from 9 nM (for CXCL9) to 128 nM (for CCL2) (Fig. 2). They
were moreover associated with concomitant significant repression of
LPS-induced cytokine secretion in supernatants of macrophage cultures
for CXCL10, TNFa, IL6 and CCL2 (Fig. 3).

Because ruxolitinib may exert JAK-independent effects [23], the
effects of JAK inhibitors structurally unrelated to ruxolitinib, such as
AT9283 and TG101209, were studied. As indicated in Fig. §3, these JAK
inhibitors used at 5 pM were found to fully repress LPS-mediated mRNA
induction of cytokines such as CCL2, CXCL10, 1127 and TRAIL in pri-
mary macrophages. Like ruxolitinib (Fig. 1), they also partly decreased
LPS-triggered TNFa mRNA induction (Fig. S3).

To determine whether ruxolitinib may also counteract pro-in-
flammatory factors which do not primarily signal via JAKs, such as IL1B
and TNFaq, its putative effect towards IL1B- and TNFa-mediated up-
regulation of the inflammatory chemokine IL8 was studied in human
hepatoma HepaRG cells, used here as a reference cellular model re-
sponsive to inflammatory cytokines [24,25]. As indicated in Fig. S4,
ruxolitinib failed to impair IL1p- and TNFa-induced IL8 mRNA ex-
pression in HepaRG cells.
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3.2. Repression of LPS-mediated activation of IFNP signalling pathway by
ruxolitinib

LPS is known to regulate cytokine production through activation of
its receptor, i.e., the Toll-like receptor (TLR) 4, and the subsequent
activation of two main distinct signalling cascades: (1) a myeloid dif-
ferentiation factor 88 (MyD88)-dependent pathway, which notably re-
sults in nuclear translocation of the transcription factor NF-kB through
phosphorylation/inactivation of inhibitors of kB (IkBs) and subsequent
production of NF-xB-responsive cytokines like IL1j, and (2) a MyD88-
independent pathway involving the TLR4 adaptor TIR-domain-con-
taining adapter-inducing IFNP (TRIF), which triggers activation/phos-
phorylation of TBK1, following by that of the transcription factor in-
terferon regulatory factor (IRF) 3, and finally resulting in production of
IFNB. IFNp up-regulated by LPS/TLR4,/TRIF/TBK1/IRF3 pathway sec-
ondary induces various IFN-stimulated genes (ISGs), including cyto-
kines, through autocrine activation of its receptor composed of IFNAR1
and IFNAR2 subunits [26-29]. Because the signalling cascade of
IFNAR1/2 basically involves the JAK1/STAT1 pathway [30] and be-
cause LPS-mediated induction of some cytokines has already been
shown to require STAT1 activity [31], we hypothesised that ruxolitinib
may alter LPS-mediated regulation of cytokines through impairing the
autocrine effects of IFNf. To investigate this hypothesis, we beforehand
determined whether ruxolitinib efficiently counteracts LPS-triggered
IFNB signalling pathway in human macrophages. As shown in Fig. 4,
LPS up-regulated IFNJ at both mRNA and protein secretion levels in
primary human macrophages. Induction of IFNf mRNA levels was
however transient and peaked after a 2 h exposure to LPS (Fig. 4A),
whereas IFNf secretion appeared in a delayed manner after a 4 h LPS-
exposure and persisted after a 6 h LPS-exposure (Fig. 4B). This LPS-
mediated secretion of IFN} appeared to be functional, because mRNA
expressions of reference ISGs such as MX1, ISG15, protein kinase R
(PKR) and IRF7 were markedly induced in response to exposure to LPS
(Fig. 5A). The kinetic of these inductions, i.e., up-regulations in re-
sponse to 4 h and 6 h exposure to LPS, but not for shorter exposures (1 h
and 2h) (Fig. S5), was moreover fully consistent with that of IFNf
secretion (Fig. 4B). Such LPS-mediated inductions of these ISGs were
fully inhibited by ruxolitinib (Fig. 5A), thus suggesting that they re-
quired activation of the JAK/STAT signalling. In agreement with this
hypothesis, LPS was found to induce phosphorylation of STAT1 and its
subsequent translocation into the nucleus, which were fully blocked by
ruxolitinib (Fig. 5B). Taken together, these data demonstrate that rux-
olitinib was able to fully repress the LPS-mediated activation of IFNf
signalling pathway in primary human macrophages. Ruxolitinib was
additionally found to significantly, but partly, counteract LPS-mediated
up-regulation of IFN mRNAs (Fig. 6A) and IFNJ secretion (Fig. 6B) in
primary cultures of human macrophages. By contrast, ruxolitinib did
not alter LPS-triggered nuclear translocation of NF-kB in macrophages
(Fig. S6A) nor LPS-mediated phosphorylation of TBK1 (Fig. S6B).

3.3. IFNB-mediated inducibility of ruxolitinib-repressed cytokines

The putative inducibility by type I IFN, like IFNB, of LPS-regulated
cytokines was first analysed using the online interferome database and
is indicated in Table S2 for each cytokine. When globally analysed
(Table 3), the majority (66.7%) of LPS-induced genes repressed by
ruxolitinib was found to be inducible by type I IFN by our in silico
approach. By contrast, LPS-induced cytokines not sensitive to rux-
olitinib were, for most of them (94.1%), not responsive to type I IFN
(Table 3 and Table S2), thus underlining the link between sensitivity to
ruxolitinib and response to IFN. To confirm this relationship, we next
investigated the direct regulation of various ruxolitinib-sensitive cyto-
kines by IFNB in primary human macrophages. As indicated in Fig. 7,
CCL2, CXCL9, CXCL10, TRAIL, IL6 and TNFa mRNA expressions were
found to be up-regulated by a 4 h exposure to 50 ng/mL IFN, in a JAK/
STAT-dependent manner as demonstrated by the suppressive effects of
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Fig. 5. Effects of ruxolitinib on LPS-induced IFNp signalling pathway in human macrophages.

Primary human macrophages were either untreated (control), exposed to 5 pM ruxolitinib or 10 ng/mL LPS or co-exposed to 5 pM ruxolitinib and 10 ng/mL LPS for 6 h. (A) mRNA
expression of interferon-stimulated genes (ISGs) was next determined by RT-qPCR. Data are expressed as mRNA expression fold change compared to untreated macrophages, i.e., the ratio

mRNA expression in treated-macrophages versus that found in untreated cells; they are the means

+ SEM of at least 6 independent experiments. ***, p < 0.001. (B) Phosphorylated

STAT1 (pSTAT1) was analysed by immunofluorescence; pSTAT1-related fluorescence is green, whereas blue fluorescence corresponds to DAPI-stained nuclei. Bar = 50 ym. Data shown
are representative of 5 independent experiments. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

5 uM ruxolitinib. By contrast, IL1f, which is not sensitive to ruxolitinib
(Fig. 1), was not up-regulated by IFNf in macrophages (Fig. 7). IL-27,
although inhibited by ruxolitinib in LPS-exposed macrophages (Fig. 1),
was also not induced by IFN in primary human macrophages (Fig. 7).

To finally determine whether abrogation of the IFNf signalling
cascade may mimic the activity of ruxolitinib towards cytokine ex-
pression, we analysed the effects of a blocking antibody directed against
IFNAR2 in LPS-exposed macrophages. As shown in Fig. S7, the use of
this blocking anti-IFNAR2 antibody fully reproduced the inhibitory ef-
fects of ruxolitinib towards LPS-mediated induction of reference ISGs
such as MX1, ISG15, PKR and IRF7, which demonstrates its efficiency
for counteracting IFNP signalling in macrophages. The anti-IFNAR2
antibody was next shown to block LPS-mediated up-regulation of var-
ious cytokines, including CCL2, CXCL9, CXCL10, CXCL11, IL15, IL27,
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TNFa and TRAIL (Fig. 8). Such effects of this anti-IFNAR2 antibody
were similar to those caused by ruxolitinib, which fully supports rux-
olitinib efficiency for counteracting IFN signalling in human macro-
phages (Fig. 7). By contrast, the anti-IFNAR2 antibody failed to inhibit
IFNB mRNA induction caused by LPS in human macrophages, whereas
it concomitantly fully suppressed that of ISG15 (Fig. S8).

4. Discussion

In the present study, we demonstrated that the JAK1/2 inhibitor
ruxolitinib markedly counteracts the LPS-mediated induction of various
cytokines in human macrophages. Such data fully confirm the fact that
inflammatory cytokines constitute key-targets for ruxolitinib and sup-
port its now well-established, but possibly complex, interactions with
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Fig. 6. Effects of ruxolitinib on LPS-induced mRNA expression and secretion of IFNf.
Primary human macrophages were either untreated (control), exposed to 5 pM ruxolitinib
or 10 ng/mL LPS or co-exposed to 5 uM ruxolitinib and 10 ng/mL LPS for (A) 2 h or (B)
4h, (A) IFNp mRNA expression was determined by RT-gPCR. Data are expressed as
mRNA fold change compared to untreated macrophages, i.e., the ratio mRNA expression
in treated-macrophages versus that found in control untreated cells. (B) IFNp secretion in
culture medium was determined by ELISA. Data are expressed as pg/mlL. (A, B) Data are
the means + SEM of at least 3 independent experiments. *, p < 0.05.

Table 3
Association between repression by ruxolitinib and inducibility by type I IFN for LPS-
induced cytokines.

Ruxolitinib effect” Type I IFN inducibility” p value®
Yes No

Repression n = 18 (66.7%)" n =9 (33.3%)" < 0.0001

No repression n =1 (5.9%)° n = 16 (94.1%)°

* According to PCR array data.

® Evaluated using the online interferome database [19].

© Determined by chi-square test.

4 Numbers in parentheses correspond to the percentage of the total number of LPS-
induced cytokines repressed by ruxolitinib (n = 27).

¢ Numbers in parentheses correspond to the percentage of the total number of LPS-
induced cytokines not repressed by ruxolitinib (n = 17).

inflammatory/immune processes [32,33]. Expression of major in-
flammatory cytokines such as TNFa and IL6 was notably reduced in
inflammatory human macrophages exposed to ruxolitinib, which may
agree with clinical beneficial anti-inflammatory properties of the JAK1/
2 inhibitor in various human diseases, notably in myeloproliferative
neoplasms [5], graft-versus-host disease [34] and cutaneous diseases
[35]. In contrast to our data, ruxolitinib has however been reported to
stimulate secretion of TNFa and IL6 in mouse bone-marrow macro-
phages [10]. Such a discrepancy may reflect species-specific response of
macrophages to ruxolitinib. The fact that such divergences in response
to inflammatory effectors, including LPS, have already been reported
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between human and mouse macrophages [12], likely supports this
hypothesis. Moreover, despite its putative pro-inflammatory activity in
mouse macrophages, ruxolitinib has been reported to exert rather po-
tent anti-inflammatory effects in various murine models of inflamma-
tion, including those related to macrophage activation hemophagocytic
lymphohistiocytosis [6], age-related inflammation [7], experimental
candida sepsis [36], chronic pancreatis [37] and pancreatic cancer
[38]. Such data overall support a dominant anti-inflammatory effect of
ruxolitinib in mouse species.

The molecular mechanism by which ruxolitinib down-regulates
expression of various cytokines in human macrophages most likely in-
volves inhibition of the JAK-STAT pathway. Indeed, the ICsq values of
ruxolitinib towards LPS-mediated up-regulation of various cytokines
are in the 10-100 nM range, which corresponds to concentrations
previously shown to inhibit the JAK-STAT pathway in cultured cells
[4]. Also, structurally-divergent JAK inhibitors such as AT9283 and
TG101209 prevented LPS-mediated up-regulation of cytokines. More-
over, ruxolitinib efficiently blocked JAK-mediated phosphorylation and
subsequent nuclear translocation of STAT1, known to be required for
induction of some LPS-regulated genes [39]. Ruxolitinib also counter-
acted LPS-mediated induction of references ISGs such as MX1, which
are well-known to be induced via IFNB-mediated activation of the
JAK1/STAT1 pathway in inflammatory macrophages [27]. Lastly,
ruxolitinib failed to inhibit JAK-independent [L8 mRNA up-regulation
in IL1B- or TNFa-treated hepatoma HepaRG cells and it did not impair
LPS/TLR4-triggered activation of JAK-unrelated molecular signalling
actors, like NF-xB (MyD88-dependent pathway) and TBK1 (MyD88-in-
dependent pathway), in macrophages. In fact, the inhibition of the JAK-
dependent IFN signalling cascade probably contributes in a major way
to the nature of the cytokines targeted by ruxolitinib in human mac-
rophages. Indeed, most of the cytokines down-regulated by the JAK
inhibitor, including notably CCL2, CXCL9, CXCL10 and TRAIL, were
found to be inducible by IFNf} and abrogation of IFN signalling using a
blocking antibody directed against the IFN receptor IFNAR2 fully mi-
micked the effects of ruxolitinib. The JAK inhibitor appears therefore to
counteract IFNP-dependent effects triggered by TLR4/TRIF/IRF3-de-
pendent signalling cascade, through inhibition of the JAK1/STAT1
signalling pathway activated by TRIF-induced IFNp (Fig. 9). Autocrine
effects of IFNP in human inflammatory macrophages are consequently
abrogated by ruxolitinib-mediated inhibition of JAK1/2 activity. The
partial, but significant, reduction of LPS-induced IFNf secretion due to
ruxolitinib may additionally contribute to its inhibitory activity to-
wards the TRIF/IFNp signalling cascade activated by LPS. The way by
which ruxolitinib diminishes, but not abolishes, IFNp up-regulation in
LPS-exposed human macrophages remains to be determined. Impair-
ment of a putative autocrine amplification of IFNP secretion by the
cytokine itself can however be discarded, as the use of an anti-IFNAR2
antibody failed to alter IFNB induction in response to LPS. Similarly, an
inhibition of the first steps of the MyD88-independent TLR4/TRIF/
TBK1/IRF3 pathway, leading to activation of TBK1, is very unlikely, as
ruxolitinib did not inhibit phosphorylation of TBK1 in LPS-treated
human macrophages. The JAK inhibitor may therefore be hypothesised
to partially decrease activity of IRF3 or to partially inhibit other uni-
dentified molecular ways required for proper IFNp expression. Further
studies are likely required to investigate these points.

In contrast to the MyD88-independent TRIF/IFNf pathway, the
MyD88/NF-kB cascade activated by LPS is unlikely to be impaired by
ruxolitinib (Fig. 9). Indeed, induction by LPS of IL1pB, a prototypical
cytokine regulated by NF-kB [40], is not altered by the JAK inhibitor, as
well as LPS-induced nuclear translocation of NF-xB. In this context, it
may be hypothetized that ruxolitinib probably failed to block the well-
established NF-kxB-mediated induction of IL6 and TNFa in response to
TLR4 activation. Partial reduction of the expression of these cytokines
by ruxolitinib thus likely results from blockage of IFNpP signalling,
knowing that TNFa and IL6 were demonstrated to be inducible by IFN
in the present study. In addition, inhibition of other JAK/STAK
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Fig. 7. Effects of ruxolitinib on IFNB-induced mRNA expression of cytokines in human macrophages.

Primary human macrophages were either untreated (control), exposed to 5 pM ruxolitinib or 50 ng/mL IFNf or co-exposed to 5 pM ruxolitinib and 50 ng/mL IFNJ for 4 h. mRNA
expression of cytokines was next determined by RT-qPCR. Data are expressed as mRNA fold change compared to untreated macrophages, i.e., the ratio mRNA expression in IFNB-treated-
macrophages versus that found in untreated cells; they are the means + SEM of at least 5 independent experiments. *, p < 0.05; **, p < 0.01; *** p < 0.001.

signalling cascades, activated by LPS-induced cytokines distinct from
IFNB, may be implicated. With respect to IL27, its LPS-induced ex-
pression is markedly inhibited by ruxolitinib and also by the blocking
antibody directed against IFNAR2, thus demonstrating that IFNf sig-
nalling is required for its induction by LPS. IL27 was however not found
to be directly inducible by IFNp itself in human macrophages; this
suggests that its up-regulation by LPS may in fact initially involve an
unknown IFNB-dependent factor, which secondary stimulates IL27 ex-
pression.

The exact contribution of the ruxolitinib-mediated repressions of
distinct cytokines to its in vivo anti-inflammatory effects remains to be
precisely determined. As already discussed above, the partial repression
of IL6 and TNFa expression by ruxolitinib is likely to contribute, owing
to the major inflammatory role of these cytokines. Decreased expression
of the chemokines CCL2, CCL7, CXCL9, CXCL10, CXCL11, which act as
pro-inflammatory chemoattractants for immune cells like monocytes,
macrophages or T lymphocytes [41,42], may also support the anti-in-
flammatory activity of the JAK inhibitor. The same hypothesis may be
drawn for ruxolitinib-mediated repression of IL15 and IL27, owing to
the pro-inflammatory role of these cytokines [43,44]. Interestingly,
macrophagic cytokines are repressed by ruxolitinib concentrations in
the 10-100 nM range, which is easily reached in plasma of patients
treated by ruxolitinib [45]. These cytokines may therefore be postu-
lated to be efficiently in vivo targeted by administration of the JAK
inhibitor. This hypothesis is supported by the fact that plasma levels of
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1L6 and TNFa have been reported to decrease in patients suffering from
myelofibrosis and receiving ruxolitinib [1]. Further studies are required
to determine whether other cytokines targeted by the JAK1/2 inhibitor
in macrophages and up-regulated in myeloproliferative neoplasms,
such as IL7, IL15, CCL2, CXCL9 and CXCL10 [46,47], may be also re-
pressed in plasma of ruxolitinib-treated patients.

Besides pro-inflammatory cytokines, IL10, a cytokine known to limit
and ultimately terminate inflammatory responses [48] and to be in-
ducible by type 1 IFN in response to LPS [49], is also repressed by
ruxolotinib. This JAK1/2 inhibitor may therefore be considered as ex-
erting some opposite effects, i.e., it represses expression of both in-
flammatory and anti-inflammatory cytokines in macrophages. The net
balance, which has to integrate the effects of ruxolitinib towards other
immune cells, such as T lymphocytes [50], dendritic cells [21] and NK
cells [20], tilts nevertheless likely in favour of an anti-inflammatory
role, as exemplified by the improvement of inflammatory symptoms
observed in patients treated by ruxolitinib [5] and the known dominant
IFN activities stimulating macrophages for enhanced effector function
[51]. In addition, IFNB has been demonstrated to significantly con-
tribute to LPS-induced lethality [28]. Ruxolitinib, through counter-
acting IFNp signalling, may consequently protect against mortality due
to bacterial infections.

Apart from its potential beneficial anti-inflammatory activity, rux-
olitinib may exert deleterious effects on health, through the repression
of the TLR4/TRIF/IFNp signalling cascade. Indeed, IFNp, like other IFN
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Fig. 9. Schematic representation of putative interaction of ruxolitinib with LPS/TLR4 signalling pathways.

Stimulation of TLR4 by LPS leads to the recruitment of MYD88 and TRIF, via Toll-interleukin 1 receptor adaptor protein (TIRAP) and TRIF-related adaptor molecule (TRAM), respectively.
MYD88 activates the NF-xB pathway and subsequent production of inflammatory cytokines through mobilisation of the IL1 receptor-associated kinases (IRAQs)/TNF receptor associated
factor 6 (TRAF6)/transforming growth factor B-activated kinase 1 (TAK1)/inhibitor of kappa B kinase (IKK) a/p signalling cascade. The TRIF signalling pathway leads to the transcription
of IFNp via TBK1-mediated phosphorylation of IRF3 and subsequent translocation of phosphorylated IRF3 into the nucleus. Once secreted, IFNp interacts with the IFNa/f receptor
(IFNAR, composed of the IFNAR1 and IFNAR2 subunits) in an autocrine manner, which then activates JAK1 and TYK2. Phosphorylation of the receptor by these kinases results in the
recruitment, phosphorylation, dimerization and nuclear translocation of STATs, notably STATI. In the nucleus, STATs will induce the transcription of IFN-dependent inflammatory
cytokines. Ruxolitinib, through primarily antagonizing JAK1 activity, likely abrogates autocrine IFN signalling pathway triggered by LPS. Partial repression of LPS-mediated induction of
IFNB by ruxolitinib, through unknown mechanisms, may additionally also contribute to its effects towards IFN-responsive cytokines in LPS-stimulated human macrophages.

subtypes, plays a major role in antiviral response [52,53]. Abrogation of
IFNB effects by ruxolitinib, which is moreover associated with down-
regulation of LPS-mediated type II IFNy expression, may consequently
favour viral infection. The fact that administration of ruxolitinib to
patients resulted in the development or reactivation of viral infections
[54-561, supports this hypothesis.

In summary, ruxolitinib was shown to prevent the up-regulation of
various pro-inflammatory cytokines in human inflammatory macro-
phages, mainly through abolishing LPS-induced activation of the TLR4/
TRIF/IFNP signalling pathway. Such effects indirectly confirm that
IFNB plays a major role in the response to LPS in human macrophages,
as previously established in mouse counterparts [28]. They also fully
supports the promising and already well-established anti-inflammatory
effects of ruxolitinib.
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Table S1. List of genes included in the PCR array “Human cytokines and chemokines”

Gene family

Nature of gene

Chemokines

CCLI (I-309), CCL11 (eotaxin), CCL13 (MCP-4), CCL17 (TARC),
CCL18 (PARC), CCL19, CCL2 (MCP-1), CCL20 (MIP-3a), CCL21
(MIP-2), CCL22 (MDC), CCL24 (MPIF-2 , Eotaxin-2), CCL3 (MIP-1A),
CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL8 (MCP-2), CX3CLI1, CXCL1
(GRO1, GROw, SCYB1), CXCL10 (INP10), CXCL11 (I-TAC, IP-9),
CXCL12 (SDF1), CXCL13, CXCL16, CXCL2 (GRO2, GROB, SCYB2),
CXCL5 (ENA-78, LIX), CXCL9 (MIG), PPBP, XCL1

Interleukins

IL11, IL12A, IL12B, IL13, IL15, IL16, IL17A, IL17F, IL18, IL1A, IL1B,
ILIRN, IL2, 1121, IL22, IL23A, 1124, 11.27, IL3, IL4, IL5, IL6, IL7,
CXCLS, IL9

Interferons

IFNA2, IFNG

Growth factors

MP2, BMP4, BMP6, BMP7, CNTF, CSF1 (MCSF), CSF2 (GM-CSF),
CSF3 (GCSF), GPL LIF, MSTN (GDF8), NODAL, OSM, THPO,
VEGFA

TNF receptor
superfamily members

CD40LG (TNFSF5), FASLG (TNFSF6), LTA (TNFB), LTB, TNF,
TNFRSF11B (OPG), TNFSF10 (TRAIL), TNFSF11 (RANKL),
TNFSF13B

Other cytokines ADIPOQ (ACRP30), C5, MIF, SPP1, TGFB2
Anti-inflammatory CCLI18 (PARC), CCL19, CCL21 (MIP-2), IL10, IL11, IL12A, IL12B,
cytokines IL13,IL18, IL2, IL22, ILL.23A, IL.24, IL4, IL6, TGFB2.

House-keeping genes

ACTB, B2M, GAPDH, HPRTI, RPLF0




Table S2. List of genes whose mRNA expression 1s induced in LPS-treated macrophages

LPS-mediated e . Type I IFEN-

Gene induction factor?® Effect of ruxolitinib® in)tjll:lcibilityc
IL12B 12944.0 No effect No
CXCL11 4544.8 Repression Yes
GM-CSF 1128.4 No effect No
1L27 891.4 Repression Yes
CXCL10 885.3 Repression Yes
CCL20 809.0 No effect No
IL1B 648.1 No effect No
G-CSF 630.3 No effect No
IFNG 613.1 Repression No
CCL1 390.7 No effect No
IL6 152.2 Repression Yes
IL1A 135.3 No effect No
CCL19 123.6 Repression Yes
CXCLS 120.3 No effect No
1IL23A 92.4 No effect No
CCLS 77.2 No effect Yes
TRAIL 76.6 Repression Yes
TNF 59.3 Repression Yes
CCL3 50.2 No effect No
LTA 39.4 Repression No
FASLG 35.5 Repression Yes
CXCL1 32.2 No effect No
15y 30.7 Repression Yes
CXCL9 28.1 Repression Yes
CXCL2 22.8 No effect No
CCLS8 19.3 Repression Yes
IL15 14.6 Repression Yes
CXCLI13 13.5 Repression Yes
BMP2 10.9 Repression No
L2 10.7 No effect No
TNFRSF11B 10.5 Repression No
IL12A 8.7 Repression No
LIF 6.5 Induction No
BMP6 6.1 No effect No
OSM 53 No effect No
CCL2 5.2 Repression Yes
CCL7 5.2 Repression Yes
IL1IRN 3.9 Repression Yes
TNFSF13B 3.7 Repression Yes
CD40LG 3.7 Repression No
C5 3.6 Repression No
XCL1 34 Repression No
IL10 3.2 Repression No
CXCLI16 2.2 Repression Yes

*Ratio of mRNA expression in LPS-treated macrophages versus that in untreated primary macrophages
according to PCR array data.

®According to PCR array data.

“Evaluated using the online interferome database [18].
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Fig. S1: Viability of human macrophages exposed to ruxolitinib.

Human macrophages were untreated (control) or treated by 1, 5 or 10 uM ruxolitinib for 7 h or
24 h. Cell viability was then assessed using the WST-1 assay, as described in Materials and
Methods. Data are expressed as percentage of cell viability of untreated control cells, arbitrarily
set at 100 % and are the means = SEM of six independent assays. NS, not statistically different

when compared to control untreated cells.
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Fig. S2: Linear correlation between ruxolitinib repression factors determined from single RT-
qPCR assay versus those from PCR array.

Ruxolitinib repression factors, i.e., the ratio mRNA expression in untreated macrophages versus
that in ruxolitinib-treated counterparts, were determined for 15 cytokines through PCR array
(data from Table 2) and single RT-qPCR assays (data from Fig. 1). Pearson r correlation

coefficient and p value are indicated at the top of the graph.
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Fig. S3. Effects of the JAK inhibitors AT9283 and TG101209 on LPS-induced mRNA
expression of cytokines in human macrophages.

Primary human macrophages were either untreated (control), exposed to 5 uM AT9283, 5 uM
TG101209 or 10 ng/mL LPS, or co-exposed to 5 pM AT9283 and 10 ng/mL LPS or to 5 pM
TG101209 and 10 ng/mL LPS for 6 h. mRNA expression of cytokines was next determined by
RT-gPCR. Data are expressed as mRNA fold change compared to untreated macrophages, i.e.,
the ratio mRNA expression in treated-macrophages versus that found in untreated cells; they

are the means + SEM of at least 3 independent experiments. **, p <0.01; ***, p <0.001.
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Fig. S4. Lack of effects of ruxolitinib towards IL1p- and TNFa-mediated induction of IL8
mRNA expression in human hepatoma HepaRG cells.

HepaRG cells were exposed were untreated (control), treated by 5 pM ruxolitinib or exposed
to (A) 1 ng/mL IL-1p or (B) 10 ng/mL TNFa (B), in the absence or presence of 5 pM
ruxolitinib for 24 h. IL8 mRNA expression was determined by RT-qPCR. Data are expressed
as mRNA fold change compared to untreated HepaRG cells, i.e., the ratio mRNA expression in
treated-HepaRG cells versus that found in untreated cells. Data are the means + SEM of at least

4 independent experiments. ***, p < 0.01; NS, not statistically significant.
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Fig. S5. Kinetics of LPS-induced IFN-stimulated gene (ISG) mRNA expression.

Primary human macrophages were either untreated (control), or exposed to 10 ng/mL for 1, 2

4 or 6 h. mRNA expression of ISGs was next determined by RT-qPCR. Data are expressed as

mRNA fold change compared to untreated macrophages, i.e., the ratio mRNA expression in

treated-macrophages versus that found in untreated cells; they are the means £ SEM of at least

4 independent experiments. ¥*, p < 0.01; ***, p <0.001 when compared to control.
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Fig. S6. Lack of effect of ruxolitinib on LPS-induced (A) nuclear translocation of NF-xB and

(B) phosphorylation of TBK1.

Primary human macrophages were either untreated (control), exposed to 5 pM ruxolitinib or
10 ng/mL LPS or co-exposed to 5 uM ruxolitinib and 10 ng/mL LPS for 1 h. (A) NF-kB and
(B) phosphorylated TBK 1 (pTBK1) were then analysed by immunofluorescence; NF-kB- and
pTBKIl-related fluorescence is green, whereas blue fluorescence corresponds to DAPI-stained
nuclei. (A) Note that NF-xB- related fluorescence is mainly located in cytoplasm for control
and ruxolitinib-treated cells and in nucleus for LPS- and LPS/ruxolitinib-treated cells. (A, B)

Bar = 50 um. Data shown are representative of 4 independent experiments.



1 Control B LPS
1 Ruxolitinib Bl LPS/Ruxolitinib

[ Abo-IFNAR2 Wl LPS/Ab a-IFNAR2

. MX1 N ISG16
b Jekk *kk - ekk
*kk
60— *kk
40
404
204
204
[ =
(=]
ng O - 0
g o))
b C
ad
x o
33 PKR IRF7
z g 12_ *%kk *%k%k 30_
x dedede dedek
[ ek
Fekk
g_
204
6_
10
3_
O_ 0 I 1

Fig. S7. Effects of a blocking anti-IFNAR2 antibody on LPS-induced mRNA expression of
reference IFN-stimulated genes (ISGs) in human macrophages.

Primary human macrophages were either untreated (control), exposed to 5 pM ruxolitinib, 5
pg/mL anti-IFNAR2 antibody (Ab a-IFNAR2) or 10 ng/mL LPS, or co-exposed to 5 uM
ruxolitinib and 10 ng/mL LPS or to 5 pg/mL anti-IFNAR2 antibody and 10 ng/mL LPS for 6 h.
mRNA expression of ISGs was next determined by RT-qPCR. Data are expressed as mRNA
fold change compared to untreated macrophages, i.e., the ratio mRNA expression in treated-
macrophages versus that found in untreated cells; they are the means + SEM of at least 4

independent experiments. ***, p <0.001.
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Fig. S8. Effects of a blocking anti-IFNAR?2 antibody on LPS-induced mRNA expression of
IFN in human macrophages.

Primary human macrophages were either untreated (control), exposed to 5 uM ruxolitinib, 5
png/mL anti-IFNAR2 antibody (Ab a-IFNAR2) or 10 ng/mL LPS, or co-exposed to 5 uM
ruxolitinib and 10 ng/mL LPS or to 5 pg/mL anti-IFNAR2 antibody and 10 ng/mL LPS for 2 h.
mRNA expression of IFN[} and of ISG15 was next determined by RT-qPCR. Data are expressed
as percentage of mRNA expression found in LPS-exposed macrophages, arbitrarily set at

100%; they are the means £ SEM of 5 independent experiments. **, p<0.01; ***, p <0.001;
NS, not statistically significant.



lI. Article 2: Le ruxolitinib restaure I'expression de protéines de
détoxication des médicaments réprimées par 'lL-6, dans I'hépatocyte

humain

[1.1. Résumeé

Ici l'intérét s’est porté sur les potentiels effets modulateurs du ruxolitinib sur les enzymes
hépatique de détoxication des médicaments dont I'expression et I'activité sont altérées par

'inflammation.

11.1.1. Matériel et méthodes

Dans cette étude, deux modeles cellulaires sont utilisés. Les hépatocytes humains en culture
primaire, qui sont le « gold standard » dans les études portant sur les protéines de détoxication
des médicaments, et la lignée de cellules HepaRG. Les cellules HepaRG sont hautement
différenciées et reconnues comme trés bon substituts pour I'étude de l'inflammation hépatique

(Aninat et al., 2006; Guillouzo et al., 2007).

Cellules HepaRG Cellules HepaRG
non différenciées différenciées

| / | £/ | IS
I / I I I
JO Milieu de culture J15 Milieu de culture J30 Traitement

complémenté en DMSO
Figure 21 : Protocole de différenciation des cellules HepaRG (Images : A.Mayati)

La culture des cellules HepaRG se fait en deux temps (Figure 21). Une premiére phase de

prolifération pendant 15 jours et suivie d’'une phase de différenciation grace a la

105



complémentation du milieu de culture par du DMSO, pendant 15 jours supplémentaires. Les
cellules HepaRG se différencient alors en deux sous-populations pour donner des cellules
biliaires-like (b) et des cellules hépatocytaires-like (h) s’organisant spontanément de fagon a

former des canalicules biliaires (cb).

11.1.2. Résultats et discussion

L’efficacité du ruxolitinib a contrer l'inflammation induite par une stimulation par I'lL6 dans les
hépatocytes humains et les cellules HepaRG est tout d’abord confirmée de par sa capacité a
réprimer les taux en ARNm de CRP.

Le ruxolitinib est ensuite montré comme restaurant complétement les niveaux d’expression de
CYP hépatiques majeurs ainsi que de transporteurs SLC, fortement réprimés par une
stimulation IL6. Cet effet se retrouve sur I'activité de ces différentes enzymes dont les taux
sont restaurés au niveau des taux d’activité basaux. De plus, le ruxolitinib est montré comme
étant efficaces a des concentrations atteintes dans le plasma des patients.

L’IL1B, ayant des effets répresseurs similaires a I'lL6 sur I'expression et I'activité des enzymes
du métabolisme des médicaments, mais dont la voie de signalisation ne fait pas intervenir de
JAK, est utilisée comme contrdle négatif. Les résultats, montrant une incapacité du ruxolitinib
a restaurer I'expression des CYPs et transporteurs réprimés par une stimulation IL1[3,
confirment alors que les effets du ruxolitinib sont bien JAK-dépendants. De plus, un traitement
par le tofacitinib, un inhibiteur de JAK utilisé dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide,
montre des effets similaires a ceux du ruxolitinib, confirmant la spécificité de la molécule.
L’ensemble de ces résultats apporte des informations supplémentaires quant aux effets du
ruxolitinib sur les acteurs hépatiques du métabolisme et du transport des médicaments en

conditions inflammatoires.
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ABSTRACT

The inflammatory cytokine interleukin (IL)-6, which basically
activates the Janus kinase (JAK)/ signal transducer and activator
of transcription (STAT) signaling pathway, is well known to
repress expression of hepatic cytochromes P-450 (P450s) and
transporters. Therapeutic proteins, like monoclonal antibodies
targeting IL-6 or its receptor, have consequently been demon-
strated to restore full hepatic detoxification capacity, which
results in inflammatory disease-related drug-drug interactions
(idDDIs). In the present study, we investigated whether ruxoliti-
nib, a small drug acting as a JAK1/2 inhibitor and currently used in
the treatment of myeloproliferative neoplasms, may also coun-
teract the repressing effects of IL-6 toward hepatic detoxifying
systems. Ruxolitinib was found to fully inhibit IL-6-mediated
repression of P450 (CYP1A2, CYP2B6, and CYP3A4) and trans-
porter (NTCP, OATP1B1, and OCT1) mRNA levels in primary
human hepatocytes and differentiated hepatoma HepaRG cells.

Such effects were dose-dependent, with ruxolitinib ECs, values
around 1.0-1.2 M and thus close to ruxolitinib plasma levels that
can be reached in patients. Moreover, they were associated with
concomitant restoration of P450 and drug transporter activities in
IL-6-exposed HepaRG cells. By contrast, ruxolitinib failed to
suppress the repression of drug-detoxifying protein mRNA levels
caused by IL-18. The JAK inhibitor and anti-rheumatoid arthritis
compound tofacitinib was additionally found to reverse IL-6-
mediated suppression of P450 and transporter mRNA expres-
sions. Taken together, our results demonstrated that small drugs
acting as JAK inhibitors, like ruxolitinib, counteract IL-6-medi-
ated repression of drug-metabolizing enzymes and drug trans-
porters in cultured human hepatocytes. These JAK inhibitors may
consequently be hypothesized to restore hepatic detoxification
capacity for patients suffering from inflammatory diseases,
which may in turn cause idDDIs.

Introduction

Drug-mediated alteration of drug detoxification path ways is a major
cause of drug-drug interactions (DDIs) (Cascorbi, 2012). Such
pharmacokinetics-related DDIs usually involve a small-molecule drug,
ie., the perpetrator, which directly inhibits activity of drug-
metabolizing enzymes or drug transporters or regulates their expres-
sion. This will then result in decreased or enhanced clearance of a
coadministrated drug, i.e., the victim, substrate for these detoxifying
proteins. These DDIs therefore implicate small-drug perpetrators
mostly acting as inhibitors of drug-metabolizing cytochrome P-450
(P450) or drug transporter activity, through competitive or noncom-
petitive mechanisms, or as inducers of drug-metabolizing enzyme
expression. Numerous clinical examples of such DDIs have been
reported in the literature (Danton et al., 2013). The possibility that a new

This work was supported by Cancéropole Grand Ouest (Project HII-GO) and
the Ligue contre le Cancer (Comité d'llle et Vilaine et Comité de Vendée).

https://doi.org/10.1124/dmd.117.078048.

[8]This article has supplemental material available at dmd.aspetjournals.org.

molecular entity may be the perpetrator or the victim of a putative DDI
must by regulation be investigated by pharmaceutical companies
during preclinical drug development (Prueksaritanont et al., 2013).
The increase in the clinical use of therapeutic proteins (TPs) has
recently drawn attention to the potential DDIs between TPs and small-
molecule drugs (Evers et al., 2013). Indeed, inflammatory cytokines
such as interleukin (IL)-18, IL-6, and tumor necrosis factor-«c are potent
repressors of hepatic cytochrome P-450 and drug transporter expression
(Morgan et al., 2008; Fardel and Le Vee, 2009), which is known to
commonly lead to reduced clearance of drugs in patients suffering from
infectious and/or inflammatory diseases (Morgan, 2009). The use of TPs
acting as anticytokine drugs, like monoclonal antibodies (mAbs)
directed against circulating inflammatory cytokines or cytokine recep-
tors, has consequently been hypothesized to neutralize the repressing
effects of inflammatory cytokines toward drug-detoxifying protein
expression; in this way, it probably restores full hepatic drug-
detoxification capacity for patients suffering from inflammatory or
infectious diseases. This may be the source of DDIs (Harvey and
Morgan, 2014), which may in fact be considered as inflammatory
disease-related DDIs (idDDIs). This hypothesis has been validated for

ABBREVIATIONS: BSP, bromosulfophthalein; CRP, C-reactive protein; P450, cytochrome P-450; DDI, drug-drug interaction; DMSO, dimethyl
sulfoxide; ECs5g, half-maximal effective concentration; E3S, estrone-3-sulfate; FBS, fetal bovine serum; idDDI, inflammatory disease-related drug-
drug interaction; IL, interleukin; JAK, Janus kinase; LC-MS/MS, liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry; mAb, monoclonal
antibody; NTCP, sodium-taurocholate cotransporting polypeptide; OATP, organic anion-transporting polypeptide; OCT, organic cation transporter;
PBS, phosphate-buffered saline; STAT, signal transducer and activator of transcription; TEA, tetra-ethylammonium; TP, therapeutic protein.
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TPs targeting the IL-6 pathway in patients with rheumatoid arthritis.
Indeed, the mAbs tocilizumab and sarilumab, directed against the 1L-6
receptor @, as well as the IL-6-neutralizing mAb sirukumab, reduce
exposure of coadministrated drugs like simvastatin, midazolam, or
omeprazole (Schmitt et al., 2011; Zhuang et al., 2015; Lee et al., 2017),
most probably through reversal of IL-6-mediated suppression of P450
expression (Jiang et al., 2016).

Ruxolitinib (also known as INCB018424) is a small drug belonging to
the emerging class of Janus kinase (JAK) inhibitors and currently used
clinically in the treatment of JAK2 V617F-positive myeloproliferative
neoplasms, including intermediate or high-risk myelofibrosis and poly-
cythemia vera (Bose and Verstovsek, 2017). Besides the JAK2 isoform,
primarily associated with receptors for the hematopoietic growth factors
erythropoietin and thrombopoietin, the JAK1 isoform, which plays a
major role in the signaling pathway of inflammatory cytokines, is also
potently inhibited by ruxolitinib. With respect to the two other members
of the JAK family, tyrosine kinase 2 (TYK2) is additionally targeted by
ruxolitinib, whereas JAK3 is less sensitive (Quintas-Cardama et al.,
2010). Ruxolitinib is nevertheless considered as belonging to the class of
first generation pan-JAK inhibitors (Baker and Isaacs, 2017).

JAKI, JAK2, and TYK2 are thought to play a key role in IL-6
signaling pathway. Indeed, these JAK isoforms are activated/phos-
phorylated upon IL-6 binding to its receptor and downstream they
phosphorylate signal transducer and activators of transcription
(STAT) 1 and 3, which triggers molecular genomic response to
IL-6 (Hunter and Jones, 2015). It is then probable that ruxolitinib
may antagonize most IL-6 effects, which probably contributes to its
well reported anti-inflammatory properties. In this context, it may be
hypothesized that ruxolitinib may counteract the suppressing effects
of IL-6 toward drug-detoxifying proteins, as reported above for TPs
targeting the IL-6 pathway. The present study was therefore
designed to investigate this hypothesis, using primary human
hepatocytes and highly differentiated hepatoma HepaRG cells,
which are recognized as convenient cell systems to study cytokine
effects toward hepatic detoxifying enzymes and transporters (Aitken
and Morgan, 2007; Le Vee et al., 2009; Klein et al., 2015; Rubin
et al., 2015). Our data demonstrate that ruxolitinib can effectively
reverse the repressing effects of IL-6 toward P450s and drug
transporters in vitro, suggesting that putative idDDIs with drugs
handled by IL-6-targeted—detoxifying proteins and coadministrated
with ruxolitinib may have to be considered.

Materials and Methods

Chemicals and Reagents. Ruxolitinib and tofacitinib were provided by
Selleckchem (Houston, TX). Verapamil, midazolam and bromosulfophthalein
(BSP) were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Phenacetine,
acetaminophen, bupropion, and hydroxybupropion were purchased from Santa
Cruz Biotechnology (Dallas, TX), whereas 1’-hydroxy-midazolam was provided
by Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada). [SH(G)] taurocholic acid
(specific activity 5 Ci/mmol), [6,7-*H(N)] estrone-3-sulfate (E3S) (specific
activity 51.8 Cifmmol) and [ 1-'*C] tetra-cthylammonium (TEA) (specific activity
3.5 Ci/mmol) were purchased by Perkin-Elmer (Courtaboeuf, France). Recombi-
nant human IL-6 and IL-18 were supplied by R&D Systems (Minneapolis, MN).
All other chemicals and reagents were commercial products of the highest purity
available. Stock solutions of ruxolitinib were prepared in dimethyl sulfoxide
(DMSO0), whereas those of IL-6 were done in sterile distilled water containing
0.1% bovine serum albumin. Control cultures received the same dose of solvents
as treated counterparts.

Cell Culture. Primary human hepatocytes were obtained from adult donors
undergoing hepatic resection for secondary tumors, via the Centre de Ressources
Biologiques (CRB) Santé of Rennes BB-0033-0005 (University Hospital,
Rennes, France), which has obtained the authorization no. DC-2008-630 from
the French Ministry of Health to collect hepatic resections from the digestive

Febvre-James et al.

surgery department and then to isolate and deliver the hepatocytes used in this
study. Human hepatocytes, initially prepared by enzymatic dissociation of
histologically normal liver fragments (Fardel et al, 1993), were seeded in
24-well or 48-well plastic plates at a density of 2 x 10° cells/fem? in Williams’ E
medium (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), supplemented with 10% (vol/vol)
fetal bovine serum (FBS) (Perbio Sciences, Brébieres, France), 5 pwg/ml bovine
insulin (Sigma-Aldrich), 100 TU/ml penicillin, 100 wg/ml streptomycin, and
2 mM glutamine (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). After
24 hours, this seeding medium was discarded, and primary hepatocytes were
routinely cultured in Williams’ E medium defined above and supplemented with
S5x10°M hydrocortisone hemisuccinate (Upjohn, Paris La Défense, France)
and 2% (vol/vol) DMSQO, as reported previously (Le Vee et al, 2009). All
experimental procedures complied with French laws and regulations and were
approved by the National Ethics Committee. Characteristics of hepatocyte donors
are indicated in Supplemental Table 1.

Highly differentiated human hepatoma HepaRG cells were cultured as
previously described (Le Vee et al., 2013). Briefly, cells plated in 24-well plates
were first grown in Williams’ E medium supplemented with 10% (vol/vol) FBS,
100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 5 pg/ml insulin, 2 mM glutamine,
and 5 x 1077 M hydrocortisone hemisuccinate for 2 weeks. Cells were next
cultured for an additional 2 weeks in the same medium supplemented with 2%
(vol/vol) DMSO to get a full differentiation of the cells (Gripon et al., 2002).
HepaRG cells were used for experiments as surrogates for human hepatocytes,
notably for P450 activities and drug transport assays, owing to the cost of human
hepatocytes and the well established convenience of using a cell line like
HepaRG.

Reverse Transcription-Quantitative Polymerase Chain Reaction Exper-
iments. Total RNAs were extracted using the TRI Reagent (Sigma-Aldrich).
RNAs were then reverse transcribed using the Applied Biosystems cDNA
Reverse Transcription kit (Thermo Fisher Scientific). PCR were next
performed using the fluorescent dye SYBR Green methodology and a
CFX384 real-time PCR system (Bio-Rad, Hercules, CA), as described
already (Le Vee et al., 2009). Gene-specific primers for drug transporters,
CYP2B6 and CYP3A4, C-reactive protein (CRP), IL-8, and 18S rRNA were
exactly as previously reported (Jigorel et al., 2000; Le Vee et al., 2008).
Other primers were CYP1A2 sense, CACTATCAGGACTTTGACAAG, and
CYPIA2 antisense, AGGTTGACAATCTTCTCCTG. The specificity of
each gene amplification was verified at the end of quantitative PCR reactions
through analysis of dissociation curves of the PCR products. Amplification
curves were analyzed with CFX Manager software (Bio-Rad), using the
comparative cycle threshold method. Relative quantification of the steady-
state target mRNA levels was calculated after normalization of the total
amount of cDNA tested to the 18S rRNA endogenous reference, using the
2(724CY method. Data were finally commonly expressed comparatively to
mRNA expression found in untreated control cells, arbitrarily set at 1 U for
each analyzed gene.

Cytochrome P450 Activities. CYP3A4, CYP2B6, and CYP1AZ2 activities
were measured by analyzing oxidation of specific substrates, i.c., midazolam,
bupropion, and phenacetine for CYP3A4, CYP2B6, and CYP1A2, respectively,
using liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS). Briefly, hepatocytes were exposed to 50 pM midazolam, 100 pM
bupropion, or 200 M phenacetine for 4 hours in minimum essential medium, in
the absence of FBS. Production of P450 activity-related metabolites, i.e.,
1'-hydroxy-midazolam, hydroxybupropion, and acetaminophen, was then ana-
lyzed in culture supernatants through LC-MS/MS, using a high-performance
liquid chromatography Aria system (Agilent, Les Ulis, France), equipped with a
Kromasyl C18 (4.6 x 150 mm) column (Interchim, Montlugon, France) and
coupled to a tandem mass spectrometry TSQ Quantum Ultra (Thermo Fisher
Scientific, Villebon sur Yvette, France) fitted with an electrospray ionization
source (ESI+). Monitored ion transitions were at 342.0 > 168.0 m/z for
1'-hydroxymidazolam, 152.0 > 110.0 m/z for acetaminophen, and 256.1 >
237.9 m/z for hydroxybupropion. Amounts of produced metabolites were finally
normalized to total protein cell content, determined by Bradford’s method
(Bradford, 1976).

Drug Transport Assays. Activities of the sinusoidal transporters sodium-
taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP/SLCI0AT), organic anion-
transporting polypeptides (OATPs/SLCOs), and organic cation transporter
1 (OCTI1/SLC22A1) were determined by measuring inhibitor-sensitive
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accumulation of reference substrates, as previously described (Jigorel et al.,
2005). In brief, HepaRG cells were incubated for 5 minutes at 37°C with
radiolabeled substrates, i.c., 30 uM TEA (substrate for OCT1), 4 nM E3S
(substrate for OATPs), or 40 nM taurocholate (substrate for NTCP), in the absence
or presence of reference transporter inhibitors, i.e., 50 pM verapamil (OCT1
inhibitor) or 100 uM BSP (OATP inhibitor), or in the presence or absence of
sodium (for NTCP activity) (Le Vee et al., 2013). The transport buffer used for
assays consisted of 5.3 mM KCI, 1.1 mM KH,PO,, 0.8 mM MgSQy,, 1.8 mM
CaCly, 11 mM p-glucose, 10 mM HEPES, and 136 mM NaCl, adjusted to pH 7.4;
NaCl was replaced by N-methylglucamine for transport assays in the absence of
sodium. Cells were then washed twice in phosphate-buffered saline (PBS) and
subjected to lysis in distilled water. Accumulation of radiolabeled substrates was
next determined through scintillation counting of cell lysates and normalized to
protein content, determined by Bradford’s method. TEA uptake in the absence of
verapamil minus uptake in the presence of verapamil, E3S uptake in the absence
of BSP minus uptake in the presence of BSP, and taurocholate accumulation in the
presence of sodium minus accumulation in the absence of sodium are thought to
correspond to OCT1, OATP, and NTCP activities, respectively (Jigorel et al.,
2005).

Immunocytochemistry. HepaRG cells were fixed with a cold solution of
acetone for 10 minutes on ice. Cells were then washed with PBS and further
incubated in PBS containing 4% bovine serum albumin for 1 hour at room
temperature. Cells were next incubated overnight with primary antibody against
phosphorylated-STAT1 (Ozyme, Saint-Quentin-en-Y velines, France). After two
washes with PBS, the primary antibody was detected with anti-rabbit IgG coupled
to Alexa Fluor (Cell Signaling Technology, Leiden, The Netherlands), whereas
nuclei were stained by 4',6-diamidino-2-phenylindole for 1 hour at room
temperature. Finally, immunofluorescence images were acquired with a confocal
fluorescence microscope LEICA DMI 6000 CS (Leica Microsystemes SAS,
Nanterre, France).

Calculation and Statistical Analysis. Quantitative data were routinely
expressed as means = S.E.M. of at least three independent assays, cach
being performed in duplicate or triplicate. They were statistically analyzed
using analysis of variance followed by the Newman-Keuls post-hoc test. The
criterion of significance was P < (.05. Half-maximal effective concentration
(ECsgp) values of ruxolitinib toward cytokine mRNA expression were
determined using GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software, La
Jolla, CA), through nonlinear regression on the basis of the four-parameter
logistic function. Percentages of reduction in mRNA expression or activity
of detoxifying proteins in response to IL-6 or IL-18 treatment were
calculated using the eq. (1):

% Reduction (mRNA expression or activity) = 100 — (Value Cytokine
% 100/Value Control)

(1)

where Value Cytokine corresponds to mRNA level or P450 or transporter activity
in cells exposed to cytokine (IL-6 or IL-18) and Value Control corresponds to
mRNA level or P450 or transporter activity found in control untreated cells.

Results

Inhibition of IL-6-Induced CRP mRNA by Ruxolitinib in
Primary Human Hepatocytes and HepaRG Cells. The responsive-
ness of primary human hepatocytes and HepaRG cells to IL-6 and
ruxolitinib were determined first. To do so, cells were exposed for
24 hours to 10 ng/ml IL-6, a concentration previously used successfully
to analyze 1L-6-mediated regulation of hepatic detoxifying pathways
invitro (Le Vee et al., 2009; Klein et al., 2015). As shown in Table 1, this
treatment was found to increase mRNA expression of CRP, a reference
target of the signaling cascade IL-6/JAK1/STAT?3 in human hepatocytes
(Zhang et al., 1996). IL-6 concomitantly failed to exert cytotoxic effects,
as shown by phase-contrast microscopic examination of the cultures
(data not shown), which agrees with previous measurement of cellular
viability in IL-6-treated human hepatocytes (Le Vee et al., 2009). In the
presence of 5 uM ruxolitinib, IL-6-induced CRP mRNA expression was
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TABLE 1

Effects of ruxolitinib on IL-6 mediated induction of CRP mRNA levels in primary
human hepatocytes and HepaRG cells”

CRP mRNA Levels”

Treatment
Primary Human Hepatocytes HepaRG Cells
None (control) 1.0 = 0.0 1.0 £ 0.0
Ruxolitinib 0.2 £ 0.0 03 =02
1IL-6 6223 + 2667* 1258 = 125.7*
Ruxolitinib/IL-6 0.2 + 0.0° 03+ 0.1°

*P < 0.05 when compared with control cells; 5P < 0.05 when compared with IL-6-treated
cells.

“Cells were either untreated (control), exposed to 5 pM ruxolitinib or 10 ng/ml TL-6, or
coexposed to 5 pM ruxolitinib and 10 ng/ml IL-6 for 24 hours. CRP mRNA expression was then
determined by reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction.

PCRP mRNA levels are expressed comparatively to mRNA levels found in untreated control
cells, arbitrarily set at 1 U; they are the means = S.E.M. of values from six independent human
hepatocyte populations or five HepaRG cell cultures.

fully abolished in both primary human hepatocytes and HepaRG cells
(Table 1), thus suggesting that ruxolitinib efficiently inhibited the
IL-6/JAK/STAT pathway in these cultured hepatic cells. This hypoth-
esis was fully confirmed by the fact that ruxolitinib fully antagonized
IL-6-induced phosphorylation of STATI1 and its subsequent nuclear
translocation in HepaRG cells (Supplemental Fig. 1).

Attenuation of IL-6-Mediated Repression of P450 Expression by
Ruxolitinib in Primary Human Hepatocytes and HepaRG Cells. In
agreement with previous studies (Abdel-Razzak et al., 1993; Aitken and
Morgan, 2007) and in comparison with untreated cells, treatment of
human hepatocytes by 10 ng/ml IL-6 for 24 hours was found to
markedly repress mRNA expression of CYP1AZ2 (by 95.6% * 2.9%),
CYP2B6 (by 87.9% £ 3.7%), and CYP3A4 (by 97.1% = 2.1%) in
primary human hepatocytes (Fig. 1A). Ruxolitinib used at 5 uM was
able to fully reverse these IL-6-mediated suppressions of P450 mRNA
expression (Fig. 1A). The JAK inhibitor was similarly efficient in
abolishing mRNA repression of CYPIA2, CYP2B6, and CYP3A4
caused by longer exposures to IL-6 (48 and 72 hours) (Supplemental
Fig. 2). Inhibitory effects of ruxolitinib toward IL-6-related suppression
of P450 mRNAs in primary human hepatocytes were next shown to be
dose-dependent, with ECs values around 1.1 uM for CYP3A4 and around
1.2 uM for CYPIA2 and CYP2B6 (Fig. 1B); similar ruxolitinib ECsg
values were found for CYPIA2, CYP3A4, and CYP2B6 mRNA regula-
tion in HepaRG cells (Supplemental Fig. 3). Hepatocyte population from
each donor was fully responsive to IL-6, i.e., IL-6 repressed CYP3A4
mRNA levels by more than 97% for each of the analyzed hepatocyte
population, and ruxolitinib ECs, values ranged from 1.01 to 1.15 uM
according to hepatocyte populations (data not shown), thus precluding any
major interindividual difference for the response to the JAK inhibitor.

P450 mRNA and activity levels were next investigated in HepaRG
cells exposed to 10 ng/ml IL-6 for 48 hours. This treatment time was
chosen owing to the known notable half-life of CYP3A4 protein and
activity, estimated at 28.9 hours in IL-6-exposed human hepatocytes
(Ramsden et al., 2015). IL-6 markedly reduced CYP1A2, CYP2B6, and
CYP3A4 mRNA expression in HepaRG cells (Fig. 2A). These P450
mRNA repressions were associated with a concomitant significant
reduction of CYP1A2, CYP2B6, and CYP3A4 activities (Fig. 2B);
CYP1A2-related acetaminophen, CYP2B6-related hydroxybupropion
and CYP3Ad-related 1’-hydroxymidazolam formations measured by
LC-MS/MS were thus reduced by 67.9 = 10.9%, 794 = 8.1%, and
60.8 = 4.0%, respectively, in response to exposure to IL-6. Ruxolitinib
used at 5 uM was found to counteract IL-6-mediated repression of
CYP1A2, CYP26, and CYP3A4 at both mRNA (Fig. 2A) and activity
(Fig. 2B) level.
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Fig. 1. Effects of ruxolitinib on IL-6-mediated mRNA repression of P450s in primary human hepatocytes. (A) Primary human hepatocytes were either untreated (control),
exposed to 5 uM ruxolitinib, or 10 ng/ml IL-6 or coexposed to 5 uM ruxolitinib and 10 ng/ml IL-6 for 24 hours. CYP1A2, CYP2B6, and CYP3A4 mRNA expressions were
then determined by reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). Data for each transporter are expressed comparatively to mRNA levels found in
untreated control cells, arbitrarily set at 1 U; they are the means + S.E.M. of values from at least four independent human hepatocyte populations. *P << 0.05. (B) Primary
human hepatocytes were either untreated or exposed to 10 ng/ml IL-6 in the presence of various concentrations of ruxolitinib (from 0 to 10 M) for 24 hours. CYP1A2,
CYP2B6, and CYP3A4 mRNA expressions were then determined by RT-qPCR. Data for each transporter are expressed comparatively to mRNA levels found in untreated
control cells, arbitrarily set at 1 U; they are the means *+ 5. E.M. of values from at least four independent human hepatocyte populations. Ruxolitinib ECsy values are indicated

at the top of each graph.

Attenuation of IL-6-Mediated Repression of Drug Transporter
Expression by Ruxolitinib in Primary Human Hepatocytes and
HepaRG Cells. In agreement with previous studies (Le Vee et al., 2009;
Yang et al., 2012) and in comparison with untreated cells, treatment of
cultured human hepatocytes by 10 ng/ml IL-6 for 24 hours was found to
markedly repress mRNA expression of the drug transporters NTCP (by
98.0 = 0.5%), OATPIBI (SLCOIBI) (by 82.6 = 5.3%), and OCT1 (by
75.2 = 3.9%) (Fig. 3A). Ruxolitinib used at 5 uM was able to reverse
these IL-6-mediated suppressions of transporter mRNA expression
(Fig. 3A). The JAK inhibitor was also fully efficient to abolish mRNA
repression of NTCP, OATP1B1, and OCT1 caused by longer exposure
to IL-6 (up to 72 hours) (Supplemental Fig. 4). Inhibitory effects of
ruxolitinib toward IL-6-related suppression of transporter mRNAs in
primary human hepatocytes were next shown to be dose-dependent, with
ECsq values around 1.0 uM (for OATP1B1 and OCT1) and 1.1 uM (for
NTCP) (Fig. 3B).

Treatment of HepaRG cells by 10 ng/ml IL-6 for 48 hours also
markedly suppressed mRNA expression of NTCP, OATPIBI, and

OCT1 (Fig. 4A). It concomitantly reduced NTCP, OATP, and OCT1
transport activities (Fig. 4B), indicating functional repression of
transporters by IL-6, in agreement with previous data (Le Vee et al.,
2009). Sodium-dependent uptake of taurocholate, BSP-inhibitable
uptake of E3S, and verapamil-inhibitable uptake of TEA were thus
reduced by 62.4 = 18.0%, 46.3 = 5.8%, and 53.0 = 18.5%. Ruxolitinib
used at 5 uM was found to reverse IL-6-mediated repression of NTCP,
OATPIBI, and OCT1 mRNA levels (Fig. 4A). It concomitantly
inhibited IL-6-triggered decrease of NTCP, OATP, and OCT]1 activity
(Fig. 4B).

Lack of Ruxolitinib Effects Toward IL-13-Mediated Repression
of P450 and Transporter mRNA Levels in HepaRG Cells. To
evaluate the specificity of ruxolitinib toward cytokines like IL-6 acting
via the JAK/STAT pathway, we next analyzed its potential effects
toward IL-18-mediated alteration of detoxifying pathways in HepaRG
cells. Indeed, IL-13 primarily acts by notably mobilizing myeloid-
differentiation primary response gene 88 (MYDS88)/IL-1 receptor—
activated protein kinases (IRAKs)/IkB kinases/NF-kB, in a
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Fig. 2. Effects of ruxolitinib on IL-6-mediated repression of P450 mRNA (A) and activity (B) in human hepatoma HepaRG cells. HepaRG cells were either untreated
(control), exposed to 5 M ruxolitinib or 10 ng/ml IL-6, or coexposed to 5 uM ruxolitinib and 10 ng/m] IL-6 for 48 hours. (A) CYPIA2, CYP2B6, and CYP3A4 mRNA
expressions were then determined by reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction. Data for each P45(0 are expressed comparatively to mRNA levels found in
untreated control cells, arbitrarily set at 1 U. (B) CYP1A2, CYP2B6, and CYP3A4 activities were determined by measuring the formation of acetaminophen,
hydroxybupropion and 1’'-hydroxy-midazolam, as described in Materials and Methods. Basal P450 activities in untreated control HepaRG cells were 3.4 = 1.0 pM
acetaminophen/mg protein per minute (CYP1A2 activity), 24.1 = 4.8 pM hydroxy-bupropion/mg protein per minute (CYP2B6 activity), and 203.7 = 25.8 pM 1’-hydroxy-
midazolam/mg protein per minute (CYP3A4 activity). Data are expressed as fold-change when compared with P450 activities found in untreated control cells, i.e., as the ratio
P450 activities in treated cells vs. that found in untreated cells. (A and B) Data are the means * S.E.M. of values from at least three independent assays. *P < 0.05.

JAK-independent manner (Weber et al., 2010). IL-18 was used at
1 ng/ml, a concentration previously demonstrated to repress many
detoxifying proteins in human hepatocytes (Le Vee et al, 2008;
Dickmann et al., 2012; Moreau et al., 2017). This IL-13 concentration
did not trigger cytotoxicity, as shown by phase-contrast microscopic
examination of the cultures (data not shown), which agrees with
previous measurement of cellular viability in IL-13-treated HepaRG
cells (Le Vee et al., 2008). IL-18 was found to highly induce mRNA
expression of the inflammatory markers CRP and IL-8, as already
reported (Le Vee et al., 2008), and to significantly reduce those of
various P450s and transporters (Fig. 5). CYP1A2 and CYP3A4 mRNA
levels were thus highly reduced by 99.1 * 0.3% and 98.5 * 0.4%,
respectively, and those of NTCP, OATP1B1, and OCT1 were markedly
decreased by 91.8 * 7.6%, 92.8 * 2.5%, and 67.7 = 13.9%,
respectively. Such potent repressions of drug-detoxifying protein

mRNA levels in response to II-18 were not significantly impaired by
5 uM ruxolitinib (Fig. 5). Similarly, IL-18-mediated upregulation of
IL-8 was not counteracted by ruxolitinib, which, by contrast, inhibited
that of CRP (Fig. 5), suggesting an implication of the JAK/STAT
pathway in CRP upregulation by IL-18.

Attenuation of IL-6-Mediated Repression of P450 and Drug
Transporter mRNA Levels by the JAK1/3 Inhibitor Tofacitinib in
HepaRG Cells. To determine whether JAK inhibitors structurally
distinct from ruxolitinib can also reverse IL-6-mediated suppression of
detoxifying protein, we analyzed the effects of tofacitinib (also known as
CP-690,550), a marketed JAKI/3 inhibitor currently used for the
treatment of rheumatoid arthritis (Vyas et al., 2013). Here, tofacitinib
was used at a 3 uM concentration, which may be reached in plasma of
patients treated by oral administration of this JAK inhibitor (Dowty
etal., 2014; Krishnaswami et al., 2015). At this concentration, tofacitinib
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Fig. 3. Effects of ruxolitinib on IL-6-mediated mRNA repression of drug transporters in primary human hepatocytes. (A) Primary human hepatocytes were either untreated
(control), exposed to 5 uM ruxolitinib or 10 ng/ml IL-6, or coexposed to 5 uM ruxolitinib and 10 ng/ml IL-6 for 24 hours. CRP, IL-8, NTCP, OATP1BI, and OCTI mRNA
expressions were then determined by reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). Data for each transporter are expressed comparatively to
mRNA levels found in untreated control cells, arbitrarily set at 1 U; they are the means *= S.E.M. of values from at least four independent human hepatocyte populations.
P < 0.05. (B) Primary human hepatocytes were either untreated or exposed to 10 ng/ml IL-6 in the presence of various concentrations of ruxolitinib (from 0 to 10 uM) for
24 hours. NTCP, OATP1B1, and OCT1 mRNA expressions were then determined by RT-qPCR. Data for each transporter are expressed comparatively to mRNA levels
found in untreated control cells, arbitrarily set at 1 U; they are the means * S.E.M. of values from at least three independent human hepatocyte populations, Ruxolitinib ECs

values are indicated at the top of each graph.

was found to fully reverse IL-6-mediated mRNA induction of the
reference target CRP in HepaRG cells (Fig. 6), thus demonstrating that
tofacitinib, as ruxolitinib, was efficient to antagonize the JAK/STAT
pathway mobilized by IL-6 in such cells. Tofacitinib was next shown to
counteract repression of CYPIA2, CYP2B6, CYP3A4, NTCP,
OATPIB1, and OCT1 mRNA levels caused by IL-6 in HepaRG cells
(Fig. 6).

Discussion

The data reported in the present study indicate that the marketed
JAK1/2 inhibitor ruxolitinib can markedly reverse IL-6-mediated
repression of hepatic drug—detoxifying proteins in vitro. Ruxolitinib
notably restores mRNA expression of both drug-metabolizing enzymes
and sinusoidal drug transporters in primary human hepatocytes and
HepaRG cells exposed to IL-6. These ruxolitinib effects are rather
specific, as the JAK1/2 inhibitor failed to hinder IL-18-mediated mRNA
suppression of drug-detoxifying proteins. Also, tofacitinib, another JAK

inhibitor not structurally related to ruxolitinib, counteracted P450 and
drug transporter suppression owing to IL-6 as well. Furthermore,
ruxolitinib concentrations (in the 1 uM range) required to reverse
IL-6-mediated repression of detoxifying pathways in primary human
hepatocytes were close to those (in the 0.25-1 uM range) previously
demonstrated to be needed to efficiently counteract the JAK/STAT
pathway in cultured cells (Schonberg et al., 2015). These ruxolitinib
effects toward drug-detoxifying protein expression consequently most
probably implicate its basic inhibitory activity against the JAK/STAT
pathway. A role for off-target effects of ruxolitinib, which notably
concerns various kinases such as tropomyosin receptor kinase B,
activated CDC42 kinase 1, anaplastic lymphoma kinase, RET kinase,
and Rho-associated protein kinases (Zhou et al., 2014; Rudolph et al.,
2016), has thus to be discarded. Importantly, the IL.-6 concentration used
in the present study (10 ng/ml) has to be considered as supraphysiologic.
Indeed, in healthy individuals, serum IL-6 concentrations usually range
from 1.3 to 10.3 pg/ml and are increased to 2.6-123 pg/ml in some
patient populations suffering from inflammation-based diseases
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Fig. 4. Effects of ruxolitinib on TL-6-mediated repression of drug transporter mRNA (A) and activity (B) in human hepatoma HepaRG cells. HepaRG cells were
either untreated (control), exposed to 5 uM ruxolitinib or 10 ng/ml IL-6, or coexposed to 5 uM ruxolitinib and 10 ng/ml IL-6 for 48 hours. (A) NTCP, OATPIBI1,
and OCT1 mRNA expressions were then determined by reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction. Data for each transporter are expressed
comparatively to mRNA levels found in untreated control cells, arbitrarily set at 1 U. (B) NTCP, OATPI1BI, and OCT]1 activities were determined by measuring
sodium-dependent uptake of taurocholate, BSP-inhibitable uptake of E38S, and verapamil-inhibitable uptake of TEA, as described in Materials and Methods. Data
are expressed as fold-change when compared with transporter activities found in untreated control cells, i.e., as the ratio of transporter activity in treated cells vs.
that found in untreated cells. Absolute levels of transporter-mediated uptake of substrates in untreated control HepaRG cells were 1.59 + (.34 pmol/mg protein
(taurocholate), 0.35 £ 0.05 pmol/mg protein (E35), and 148.5 x 76.9 pmol/mg protein (TEA). (A and B) Data are the means £ S.E.M. of values from at least three

independent assays. *P << 0.05.

(Dickmann et al., 2011). Ruxolitinib has therefore to be considered as
fully efficient to counteract effects of IL-6, even if the cytokine is used at
very high concentrations. By contrast, TPs acting as IL-6- or IL-183-
neutralizing mAbs attenuate, but not fully abolish, IL-6- or IL-18-
mediated repression of CYP3A4 by shifting cytokine half-maximal
inhibitory concentration (ICsp) toward higher values (Dickmann et al.,
2011; Moreau et al., 2017).

It is noteworthy that ruxolitinib ECs, values (in the 1 uM range)
needed to abrogate 1L-6 effects toward drug-detoxifying proteins in
cultured human hepatocytes are much higher than those (in the 5 nM
range) required to inhibit JAK1 and JAK?2 activities in acellular system
assays (Fridman et al., 2010). This may reflect the fact that active free
concentrations of ruxolitinib, known to be highly bound to circulating
proteins in the human plasma (unbound plasma concentration = 3.3%)
(Shi et al., 2015), are probably low in the FBS-supplemented culture
medium used for the in vitro treatment of hepatocytes in the present
study. Moreover, intracellular hepatic concentrations of unbound
ruxolitinib, which remain to be characterized, probably need to be taken
into account, because ruxolitinib primarily acts intracellularly, i.e., it
blocks JAKSs located at the cytoplasmic face of the IL-6 receptor. Finally,
metabolic degradation of ruxolitinib by drug-metabolizing enzymes,
especially CYP3A4 (Shi et al., 2012), may additionally contribute to the

relatively high ECsp values of ruxolitinib observed in metabolically
competent human hepatocytes.

The marked upregulation of functional drug-detoxifying protein
expression by ruxolitinib in IL-6-treated human hepatocyte cultures
suggests that the JAK1/2 inhibitor may cause idDDIs in patients
suffering from inflammatory or infectious diseases by enhancing
detoxification capacities. This hypothesis is fully supported by the fact
that other drugs targeting the IL-6 pathway, such as the mAbs
tocilizumab, sarilumab, and sirukumab, have been shown to reduce
exposure of coadministrated drugs like simvastatin, midazolam, or
omeprazole (Schmitt et al., 2011; Zhuang et al., 2015; Lee et al., 2017).
Moreover, ruxolitinib concentrations required to counteract IL-6-
mediated suppression of P450s and drug transporters in vitro are in
the 1.0-1.2 uM range, which is close to the range of ruxolitinib
maximum plasma concentrations (C.x; 0.59-1.29 M) reached in
patients treated with the JAK inhibitor (Ogama et al., 2013). In addition,
ruxolitinib in vitro effects toward 1L-6-related P450 and transporter
repression seem to be not transient, i.e., they lasted at least 72 hours in
cultured human hepatocytes. The clinical use of ruxolitinib may
therefore be theoretically efficient to counteract the repressing effect
of IL-6 toward drug-detoxifying pathways in vivo. However, such an
effect, and the potential consequences in terms of 1dDDIs, have not
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presently been reported in the literature, according to the best of our
knowledge. Similarly, tofacitinib, although efficiently counteracting
P450 and transporter repression caused by IL-6 in hepatic HepaRG cells,
has not been shown to cause clinical idDDIs through enhancing drug
metabolism and/or transport. Notably, tofacitinib did not alter the
pharmacokinetics of the reference CYP3A4 substrate midazolam in
healthy volunteers (Gupta et al.,, 2012). It similarly failed to impair
pharmacokinetics of oral contraceptive steroids in healthy female
volunteers (Menon et al., 2016). Nevertheless, it is noteworthy that
these pharmacokinetics studies were performed in healthy subjects, who
probably would not have exhibited inflammation-related altered phys-
iologic functions, such as IL-6-mediated repression of hepatic detoxify-
ing pathways. By contrast, patients suffering from myeloproliferative
neoplasms or rtheumatoid arthritis, which correspond to present clinical
indications for ruxolitinib and tofacitinib, respectively, commonly exhibit
increased plasma levels of IL-6 (Cokié et al., 2015 do Prado et al., 2016;
Sollazzo et al., 2016). Pharmacokinetic studies centered on such patients
are probably required therefore to verify the hypothesis that marketed
JAK inhibitors, including not only ruxolitinib and tofacitinib, but also
baricitinib, very recently approved in European Union for rheumatoid
arthritis treatment (Richez et al., 2017), may cause idDDIs through
antagonizing the IL-6/JAK/STAT pathway.

It is noteworthy that both ruxolitinib and tofacitinib are primarily
metabolized by CYP3A4, which thus appears as a key factor for their
detoxification (Shi et al., 2012; Dowty et al., 2014). Inhibition of
CYP3A4 activity by ketoconazole notably has been shown to increase
total ruxolitinib plasma exposure, whereas induction of CYP3A4
expression by rifampicin decreased it in healthy volunteers (Shi et al.,
2012). Through restoring functional expression of hepatic CYP3A4 in
patients displaying elevated levels of IL-6, ruxolitinib and tofacitinib
may therefore induce their own metabolism. Finally, it is noteworthy that
ruxolitinib and tofacitinib reduce plasma levels of IL-6 and other

NS

Fig. 5. Effects of ruxolitinib on IL-18-

mediated repression of P450 and transporter

mRNA levels in human hepatoma HepaRG

cells. HepaRG cells were either untreated

(control), exposed to 5 M ruxolitinib or 1 ng/ml

NTCP IL-18, or coexposed to 5 uM ruxolitinib and

20 1 ng/ml IL-18 for 24 hours. (A) CRP, IL-8,

o CYP1A2, CYP3A4, NTCP, OATPIBI, and

15 OCT1 mRNA expressions were then determined

by reverse transcription-quantitative polymerase

10 chain reaction. Data for each drug-detoxifying
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levels found in untreated control cells, arbitrarily

set at 1 U. Data are the means * S.E.M. of values

from at least five independent assays. *P << (L.03;
NS, not statistically significant (P = 0.03).

0.0

inflammatory cytokines in patients to whom they are administrated
(Migita et al., 2014; Tabarroki et al., 2014). Such a downregulation of
inflammatory cytokines may also contribute to putative in vivo in-
hibition of inflammation-related repression of hepatic detoxifying
pathway by the JAK inhibitors.

Both primary human hepatocytes and HepaRG cells were found to be
well responsive to IL-6 and ruxolitinib, thus demonstrating that these
cellular models are probably relevant for studying the interactions of
small drugs with inflammatory cytokines in vitro. Cultured human
hepatocytes have similarly been used to investigate the effects of TPs
toward cytokine-driven regulation of P450s and transporters (Dickmann
et al., 2011; Moreau et al., 2017). Their relevance for the prediction
of TP-idDDIs may however be compromised because of the high
interlaboratory variability in P450 suppression by cytokines (Evers
et al., 2013). In this context, it is noteworthy that the rather elevated
concentration of IL-6 used in the study (10 ng/ml) allowed for high
repression of CYP3A4 mRNA in the human hepatocyte population
analyzed from each donor; other drug-detoxifying proteins, including
CYP1A2, CYP2B6, NTCP, OATP1BI1, and OCT1, were also markedly
repressed, regardless of the hepatocyte population (data not shown). In
addition, ruxolitinib was likewise efficient in counteracting IL-6-related
repression of CYP3A4 mRNAs in the human hepatocyte population of
each donor. Taken together, these data suggest that interindividual
variations in ruxolitinib response may be rather negligible in our
experimental conditions. Besides, it should be kept in mind that
inflammatory diseases display complex biology, with frequent implica-
tion of multiple cytokines, which may interact with one another. The
hepatocyte monoculture has consequently been considered as an over-
simplified system, which cannot reproduce the complex biology of
in vivo inflammatory disease states (Girish et al., 2011; Evers et al.,
2013). The analysis of JAK inhibitor effects toward cytokine-regulated
detoxifying proteins in a more relevant in vitro model, such as the
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Fig. 6. Effects of tofacitinib on IL-6-mediated repression of P450 and drug transporter mRNA levels in human hepatoma HepaRG cells. HepaRG cells were either untreated
(control), exposed to 3 uM tofacitinib or 10 ng/ml [L-6, or coexposed to 3 uM tofacitinib and 10 ng/ml IL-6 for 24 hours. CRP, P450, and drug transporter mRNA
expressions were then determined by reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction. Data are expressed comparatively to mRNA levels found in untreated
control cells, arbitrarily set at 1 U; they are the means = S.E.M. of values from four independent assays. *P < 0.05.

hepatocyte-Kupffer cell coculture system (Nguyen et al., 2015), would
be welcome.

In summary, the JAK inhibitor ruxolitinib was shown to potently
counteract the repressing effects of IL-6 toward hepatic P450s and drug
transporters. This may be the source of potential idDDIs, through a new
mechanism, i.e., a small drug (ruxolitinib) acting as a perpetrator by
restoring full hepatic detoxification capacities for patients suffering from
inflammation-based diseases. This point probably deserves attention,
owing to the growing interest in clinical use of ruxolitinib, tofacitinib,
baricitinib, and other JAK inhibitors currently in development for the
treatment of various inflammatory and autoimmune diseases (Banerjee
et al., 2017).
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SUPPLEMENTAL TABLE 1

Hepatocyte donor characteristics

Donor Sex Age Disease Smoking  Alcoholism
(years)

HH1 Female 64 Cholangiocarcinoma No No

HH2 Female 50 Metastasis No Unknown
HH3 Male 70 Cholangiocarcinoma No Unknown
HH4 Male 55 Cholangiocarcinoma No Unknown
HHS5 Male 69 Cholangiocarcinoma No Unknown
HH6 Male 59 Metastasis No Unknown
HH7 Female 60 Metastasis No Unknown
HHS male 79 Metastasis No Unknown
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Supplemental Fig. 1. Effects of ruxolitinib on IL-6-induced expression and nuclear
translocation of pPSTAT1 in HepaRG cells.

HepaRG cells were either untreated (control), exposed to 5 pM ruxolitinib or 10 ng/mL IL-6 or
co-exposed to 5 uM ruxolitinib and 10 ng/mL IL-6 for 30 min. Expression of pSTAT1 was
analysed by immunofluorescence; pSTATI-related fluorescence is green, whereas blue
fluorescence corresponds to DAPI-stained nuclei. Bar = 50 pm. Data shown are representative

of 3 independent experiments.
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Supplemental Fig. 2. Time-dependence of ruxolitinib effects on IL-6-mediated mRNA
repression of CYPs in human hepatocytes.

Primary human hepatocytes were either untreated, exposed to 5 pM ruxolitinib or 10 ng/mL
IL-6 or co-exposed to 5 uM ruxolitinib and 10 ng/mL IL-6 for 24 h, 48 h or 72 h. CYP mRNA
expression was next determined by RT-qPCR. Data for each CYP are expressed comparatively
to mRNA levels found in untreated control cells, arbitrarily set at 1 unit and indicated by a
dashed line on the graphs; they are the means + SEM of values from 3 independent human

hepatocyte populations. *, p<0.05 when compared to control untreated hepatocytes.
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Supplemental Fig. 3. Dose-dependence of ruxolitinib effects towards IL-6-mediated
repression of CYP1A2, CYP2B6 and CYP3A4 mRNA levels in hepatoma HepaRG cells.

HepaRG cells were either untreated or exposed to 10 ng/mL IL-6 in the presence of various
concentrations of ruxolitinib (from 0 to 10 uM) for 24 h. CYP1A2, CYP2B6 and CYP3A4
mRNA expressions were then determined by RT-qPCR. Data for each CYP are expressed
comparatively to mRNA levels found in untreated control cells, arbitrarily set at 1 unit; they
are the means = SEM of values from 3 independent assays. Ruxolitinib ECsp values are

indicated at the top of each graph.
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Supplemental Fig. 4. Time-dependence of ruxolitinib effects on IL-6-mediated mRNA
repression of drug transporters in human hepatocytes.

Primary human hepatocytes were either untreated, exposed to 5 uM ruxolitinib or 10 ng/mL
[L-6 or co-exposed to 5 uM ruxolitinib and 10 ng/mL IL-6 for 24 h, 48 h or 72 h. Transporter
mRNA expression was next determined by RT-qPCR. Data for each transporter are expressed
comparatively to mRNA levels found in untreated control cells, arbitrarily set at 1 unit and
indicated by a dashed line on the graphs; they are the means + SEM of values from 3
independent human hepatocyte populations. *, p<0.05 when compared to control untreated

hepatocytes.



lI. Article 3 : Effet du ruxolitinib sur I'expression de la CRP

l11.1. Résumeé

Cette étude a porté sur les effets du ruxolitinib sur I'expression hépatique de la CRP en

réponse a une stimulation par le LPS.

111.1.1. Matériel et méthodes

Similairement a ce qui a été précédemment décrit, les modéles cellulaires utilisés sont les
hépatocytes humains en culture primaire et les cellules HepaRG. Ici I'inflammation est induite
par un traitement au LPS et les cellules HepaRG représentent un bon substitut aux
hépatocytes humains en culture primaire puisqu’elles disposent de toute la machinerie
nécessaire a la réponse au LPS, de facon similaire aux hépatocytes humains (Luangsay et

al., 2015).

111.1.2. Résultats et discussion

En premier lieu, les résultats confirment la capacité du LPS a induire I'expression de la CRP
dans notre modéle de cellules HepaRG. Ainsi, un pic d’expression est observé a 24 h
d’exposition au LPS et est complétement réprimé par le ruxolitinib. L'effet du ruxolitinib est
retrouvé au niveau protéique, de facon dose-dépendante et montre une efficacité a des
concentrations atteintes dans le plasma des patients. Les effets du ruxolitinib aux niveaux
transcriptomique et protéique sont confirmés dans les hépatocytes humains en culture
primaire. De plus, dans les cellules HepaRG, le ruxolitinib montre son efficacité pour contrer
linduction de la CRP en réponse a une large variété de stimulus inflammatoires.

Le blocage de la phosphorylation et de la translocation nucléaire de STAT1 induites en
réponse au LPS confirme que les effets du ruxolitinib sont bien dus a une inhibition de la voie

JAK-STAT. Cette conclusion est renforcée par I'utilisation de deux autres inhibiteurs de JAK,
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le tofacitinib et le pacritinib, dont les effets sont similaires a ceux du ruxolitinib au niveau
transcriptomique comme protéique.

L’hypothése émise est alors que le ruxolitinib bloque l'induction de la CRP en bloquant la
réponse IL6 secondaire a la stimulation par le LPS.

L’induction de I'lL6 par 'ensemble des stimulus montrés précédemment comme inducteurs de
la CRP appuie cette hypothése. De plus, I'utilisation du tocilizumab, un anticorps neutralisant
anti-récepteur a I'lL6, utilisé dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide, montre une
inhibition de I'expression de la CRP similaire a celle observé avec le ruxolitinib et cela face a
une variété de stimulus inflammatoire. Ces résultats sont, de plus, confirmés au niveau
protéique par les effets du tocilizumab en réponse au LPS montrant un profil d’inhibition
similaire a celui du ruxolitinib.

Pour finir, les effets inhibiteurs du ruxolitinib en réponse au LPS dans les hépatocytes
humaines et les cellules HepaRG ne se limitent pas a la CRP, mais touchent un large nombre

de protéines de la phase aigué.

L’ensemble de ces résultats permet d’affirmer que dans I'hépatocyte humais en culture
primaire, le ruxolitinib bloque la réponse inflammatoire se traduisant notamment par la
production de CRP et induite par une stimulation par le LPS, en inhibant la réponse secondaire

orchestrée par I'lL6.

124



[11.2. Manuscrit (soumis)

Potent repression of C-reactive protein (CRP) expression by the JAK1/2 inhibitor

ruxolitinib in inflammatory human hepatocytes

Marie Febvre-James!, Valérie Lecureur® and Olivier Fardel®

! Univ Rennes, Inserm, EHESP, Irset (Institut de recherche en santé, environnement et travail)

- UMR_S 1085, F-35000 Rennes, France

* Univ Rennes, CHU Rennes, Inserm, EHESP, Irset (Institut de recherche en santé,

environnement et travail) - UMR_S 1085, F-35000 Rennes, France

Correspondence to: Olivier Fardel, Irset - UMR_S 1085, Campus Santé, 2 Avenue du Pr Léon

Bernard, 35043 Rennes, France. E-mail : olivier.fardel@univ-rennes1.fr



ABSTRACT
Objective and design: In order to determine whether inflammatory hepatocytes may constitute
primary targets for ruxolitinib, a Janus kinase (JAK) inhibitor, its effects towards expression

of hepatic acute phase proteins, especially C-reactive protein (CRP), were assessed.

Material: Ruxolitinib effects were analysed in primary human hepatocytes and human

hepatoma HepaRG cells exposed to various inflammatory stimuli.

Results: Ruxolitinib was found to fully inhibit lipopolysaccharide (LPS)-induced CRP
secretion and mRNA expression, at concentrations (ICs, = 12.9 nM) achievable in human
blood. It similarly repressed CRP up-regulation due to several Toll-like receptor agonists or
pro-inflammatory cytokines (Interleukin (IL) 1P, IL6 and tumor necrosis factor o) and
counteracted LPS-mediated induction of serum amyloid A, fibrinogen, haptoglobin and
serpin. Ruxolitinib was additionally found to block the activation of the IL6/JAK/ signal
transducer and activator of transcription (STAT) pathway triggered by LPS and whose
inhibition by the neutralizing anti-IL6 receptor antibody tocilizumab prevented CRP

induction.

Conclusion: Ruxolitinib can potently repress induction of CRP in inflammatory human
hepatocytes, most likely through targeting the IL6/JAK/STAT signalling cascade. Hepatic
production of acute phase proteins during liver inflammation may therefore constitute a target

for ruxolitinib.

Key-words: C-reactive protein; Hepatic inflammation; Interleukin 6; JAK inhibition;

Ruxolitinib



INTRODUCTION

Ruxolitinib is a member of the Janus kinase (JAK) inhibitors and is currently clinically used
in the treatment of myeloproliferative neoplasms such as myelofibrosis and polycythaemia
vera [1-4]. The principal target of ruxolitinib is the JAK2 isoform, primarily associated with
receptors for the hematopoietic growth factors thrombopoietin and erythropoietin. The JAK1
isoform, which plays a major role in the signalling pathway of inflammatory cytokines, is also
potently inhibited by ruxolitinib. Although the two other members of the JAK family, JAK3
and tyrosine kinase 2 (TYK2), are less impacted [5], ruxolitinib is considered as a pan-JAK
inhibitor.

Ruxolitinib has been shown to exert potent anti-inflammatory effects towards various
cell types, including macrophages [6,7], lymphocytes [8], natural Killer cells [9] and dendritic
cells [10]. Such anti-inflammatory properties likely contribute to the beneficial therapeutic
effects of the JAK inhibitor in myeloproliferative neoplasms, but also in other pathologies
with systemic inflammation and for which the use of ruxolitinib is currently considered,
including graft versus host disease [11-13] or solid tumours, i.e., pancreatic cancer [14], lung
cancer [15] and breast cancer [16—-18].

One of the main markers of inflammation is the acute-phase C-reactive protein (CRP),
whose plasma levels are elevated by inflammation due to infection or tissue damage, to the
extent that its expression may increase up to 1000-fold in severe inflammatory states. It is
getting more and more acknowledged that CRP is not only a marker of inflammation, but may
play an active role in the inflammatory process, which however depends on the nature of the
CRP isoform [19-21]. CRP is well known for being primarily synthesised by hepatocytes
upon stimulation by pro-inflammatory signals, including cytokines like interleukin (IL) 6 [22]
and activators of Toll-like receptors (TLRs), like bacterial lipopolysaccharide (LPS) [23,24].

Pre-treatment with ruxolitinib hinders liver inflammation in mice exposed to carbon



tetrachloride [25] or to thioacetamide [26]. The JAK inhibitor also inhibits IL.6-related
repression of hepatic detoxification proteins [27]. Such data indicate that the inflammatory
liver may be responsive to the JAK inhibitor. Especially, because plasma levels of CRP have
been shown to be reduced in patients treated by ruxolitinib [28,29], CRP production by
hepatocytes in response to inflammatory signals may be abrogated by the JAK inhibitor. Our
study was designed to confirm this hypothesis, using primary human hepatocytes and highly
differentiated human hepatoma HepaRG cells. HepaRG cells express a similar pattern of
functional LPS-response machinery as compared to primary hepatocytes, display functional
TLRs [30] and are recognised as convenient surrogates to study hepatic inflammation [31,32].
Our results display that ruxolitinib can significantly repress induction of CRP triggered by
inflammatory signals such as LPS, through targeting the IL6 signalling pathway. Such effects

of ruxolitinib likely highlight its anti-inflammatory potential, notably with respect to the liver.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and reagents. Ruxolitinib and tofacitinib were provided by Selleckchem
(Houston, TX, USA), tocilizumab by Roche (Bale, Switzerland) and pacritinib by
MedChemTronica (Sollentuna, Sweden). Recombinant human IL6, IL1p and tumor necrosis
factor (TNF) a were supplied by R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). LPS (E. coli
055:B5) was from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Pam3CSK4, Poly(1:C),
flagellin (B. subtilis) and imiquimod (R837) were from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).
Stock solutions of ruxolitinib were prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO), whereas those of
LPS and those of cytokines were done in sterile distilled water containing 0.1 % bovine serum
albumin. Control cultures received the same dose of solvents as treated counterparts. The
antibody directed against phosphorylated (Tyr701) -signal transducer and activator of

transcription (STAT) 1 was from Ozyme (Saint-Quentin-en-Yvelines, France). The anti-rabbit



IgG antibody coupled to Alexa Fluor 488 was from Cell Signaling (Leiden, The Netherlands).

All other chemicals and reagents were commercial products of the highest purity available.

Cell culture. Primary human hepatocytes were obtained from adult donors undergoing
hepatic resection for secondary tumours, via the Biological Resource Center (University
Hospital, Rennes, France), which has obtained the authorization N°DC-2008-630 from the
French Ministry of Health to collect hepatic resections from the digestive surgery department
and then to isolate and deliver the hepatocytes used in this study. Human hepatocytes, initially
prepared by enzymatic dissociation of histologically-normal liver fragments [33], were seeded
in 24-well plastic plates at a density of 2 x 10° cells/cm? in Williams’ E medium (Invitrogen),
supplemented with 10 % (vol/vol) fetal bovine serum (FBS) (Perbio Sciences, Brébieres,
France), 5 pg/mL bovine insulin (Sigma-Aldrich), 100 IU/mL penicillin, 100 pg/mL
streptomycin and 2 mM glutamine (Invitrogen). After 24 h, this seeding medium was
discarded, and primary hepatocytes were routinely cultured in Williams” E medium defined
above and supplemented with 5.10°M hydrocortisone hemisuccinate (Upjohn, Paris La
Défense, France) and 2 % (vol/vol) DMSO, as reported previously [34]. All experimental
procedures complied with French laws and regulations and were approved by the National

Fthics Committee.

Highly-differentiated human hepatoma HepaRG cells were cultured as previously
described [35]. Briefly, cells plated in 24-well plates were first grown in Williams’ E medium
supplemented with 10 % (vol/vol) FBS, 100 IU/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin,
5 pg/mL insulin, 2 mM glutamine, and 5.10° M hydrocortisone hemisuccinate for two weeks.
Cells were next cultured for additional two weeks in the same medium supplemented with

2 % (vol/vol) DMSO in order to get a full differentiation of the cells [36].

Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) experiments.

Total RNAs were extracted using the TRI reagent (Sigma-Aldrich). RNAs were then reverse



transcribed using the RT kit from Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). PCR were
next performed using the fluorescent dye SYBR Green methodology and a CFX384 real-time
PCR system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), as described already [34]. Primers were specific
ready-to-use KiCqStart® gene primers (from Sigma Aldrich) or in-house custom primers for
NTCP, CYP3A4, CRP, CYP7A1 and 18S rRNA, as previously reported (Jigorel et al., 2006;
Le Vee et al., 2008; Mayati et al., 2018). Other in-house custom primers were: serum amyloid
A (SAA) sense TGGTTTTCTGCTCCTTGGTC and SAA antisense
CCCGAGCATGGAAGTATTTG, haptoglobin sense AACAGCGAAAGACATTGCCC and
haptoglobin antisense  ACACGCCCTACTTCTGCATA. The specificity of each gene
amplification was verified at the end of gPCR reactions through analysis of dissociation
curves of the PCR products. Amplification curves were analysed with the CFX Manager
software (Bio-Rad), using the comparative cycle threshold method. Relative quantification of
the steady-state target mRINA levels was calculated after normalization of the total amount of
cDNA tested to the 18S rRNA endogenous reference, using the 20**“? method. Data were
finally commonly expressed comparatively to mRNA expression found in untreated control
cells, arbitrarily set at 1 unit for each analysed gene, or as percentages of values found in LPS-

treated cells.

Quantification of cytokine levels. The levels of cytokines secreted in culture medium of
hepatocyte or HepaRG cell cultures were quantified by the enzyme-linked immunoSorbent
assay (ELISA) using specific human Duoset ELISA Kits (R&D Systems), according to the
instructions of the manufacturer. Data were finally collected by spectrophotometry using a

SPECTROstar Nano microplate reader (BMG Labtech, Champigny-sur-Marne, France).

Immunocytochemistry. HepaRG cells were fixed with a cold solution of acetone for 10 min
on ice. Cells were then washed with phosphate-buffered saline (PBS) and further incubated in

PBS containing 4 % bovine serum albumin for 1 h at room temperature. Cells were next



incubated overnight with primary antibody against phosphorylated-STAT1 (pSTAT1). Cells
were then washed twice with PBS, before adding secondary antibody directed against rabbit
IgG and coupled to Alexa Fluor 488 for 45 min. Nuclei were next stained by 4',6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) for 10 min. Immunofluorescence images were finally acquired with a
confocal fluorescence microscope LEICA DMI 6000 CS (Leica Microsystemes SAS,

Nanterre, France).

Calculation and statistical analysis. Quantitative data were routinely expressed as means +
standard error of the mean (S.E.M.) of at least three independent assays, each being
performed in duplicate or triplicate. They were statistically analysed using the Student’s t test
or by analysis of variance (ANOVA) followed by Newman-Keuls' post hoc test. The criterion
of significance was p < 0.05. Half maximal inhibitory concentration (ICsy) value of ruxolitinib
towards CRP mRNA expression was determined using GraphPad Prism 5.0 software
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA), through nonlinear regression based on the four

parameters logistic function.

RESULTS

Repression of pro-inflammatory signals-mediated CRP up-regulation by ruxolitinib

The responsiveness of hepatoma HepaRG cells to LPS (used here as a prototypical pro-
inflammatory signal) and ruxolitinib were first to be determined. To do so, cells were exposed
for 2, 6, 24 or 48 h to 10 ng/mL LPS. At this concentration, LPS did not exert cytotoxic
effects, as shown by phase-contrast microscopic examination of the cultures (data not shown).
As indicated in Fig. 1A, LPS markedly increased mRNA expression of CRP, with a maximal
effect after 24 h of treatment. This LPS-induced CRP mRNA expression was fully abolished

in the presence of ruxolitinib at 5 pM (Fig. 1A), a concentration of ruxolitinib previously



shown to be fully active towards the JAK/STAT pathway in HepaRG cells [27]. The inhibitory
effect of ruxolitinib towards LPS-induced CRP mRNA expression was next demonstrated to
be concentration-dependent, with an ICs value of 12.9 nM (Fig. 1B). Moreover, it was
associated with concomitant significant repression of LPS-induced CRP secretion in
supernatants of HepaRG cell cultures (Fig. 1C). These results were finally validated in
primary human hepatocytes. Ruxolitinib was thus shown to fully inhibit LPS-induced CRP at

both the mRNA (Fig. 2A) and protein secretion level (Fig. 2B) in human hepatocyte cultures.

To determine whether ruxolitinib may also counteract the inducing effects of other
inflammatory stimuli towards CRP expression, HepaRG cells were next treated with different
TLRs agonists and pro-inflammatory cytokines. Pam3CSK4, Poly(1:C), flagellin and
imiquimod were thus used as ligands for TLR1/2, TLR3, TLRS5 and TLR7/8, respectively, as
previously described [30]. Except imiquimod, all TLR agonists were shown to increase
mRNA expression (Fig. 3A) and protein secretion (Fig. 3B) of CRP after 24 h agonist
treatment. Likewise, treatment with both IL1 (Fig. 3C) and TNFa (Fig. 3D) leaded to an
increase of CRP mRINA expression. Co-treatment with 5 pM ruxolitinib totally inhibited CRP

induction, regardless of the inflammatory stimulus (TLR agonists, IL1p or TNFa) (Fig. 3).

JAK-dependence of ruxolitinib-mediated repression of CRP

We first analysed whether the JAK-STAT pathway, the primary target of ruxolitinib [5], was
well inhibited by ruxolitinib in HepaRG cells. LPS activated the JAK/STAT pathway in
HepaRG cells, as shown by phosphorylation of STAT1 and its translocation to the nucleus in
response to the endotoxin (Fig. 4). Ruxolitinib was able to fully prevent LPS-mediated
phosphorylation and translocation of STAT1 (Fig. 4), thus indicating that the JAK inhibitor

was fully efficient in HepaRG cells exposed to LPS.



As ruxolitinib may exert JAK-independent effects [37], the effects of JAK inhibitors
structurally unrelated to ruxolitinib, such as tofacitinib and pacritinib, towards up-regulation
of CRP triggered by LPS were next studied. These JAK inhibitors used at 6 pM (tofacitinib)
or 2.5 uM (pacritinib) fully repressed LPS-mediated induction of CRP at mRNA (Fig. 5A)

and protein secretion level (Fig. 5B) in HepaRG cells.

Contribution of ruxolitinib-mediated IL6 signalling pathway inhibition to CRP

repression

Because (i) IL6 is known to play a major role in CRP expression [22] and (ii) the
IL6/JAK/STAT pathway is targeted by ruxolitinib in human hepatocytes [27], we
hypothesized that repression of CRP by ruxolitinib in inflammatory hepatocytes may be
primarily due to inhibition of the IL6 signalling pathway. To test this hypothesis, we first
verified that IL6 treatment induced CRP expression in HepaRG cells at mRNA (Fig. S1A) and
protein (Fig. S1B) levels, which was fully inhibited by 5 pM ruxolitinib (Fig. S1). Ruxolitinib
also blocked IL6-mediated STAT1 phosphorylation and translocation in HepaRG cells
(Fig. S2). We next analysed IL6 protein secretion in HepaRG cells exposed to various
inflammatory signals, which all increased CRP expression, except for imiquimod (Fig. 3). As
indicated in Fig. 6A, LPS, Pam3CSK4, Poly(I:C) and IL1[ significantly enhanced IL6
secretion. IL6 was also clearly up-regulated by flagellin and TNF«, even if the level of
significance was not reached. By contrast, imiquimod failed to increase I1.6 secretion
(Fig. 6A). To investigate the involvment of this 1.6 up-regulation by inflammatory signals in
CRP induction, we treated HepaRG cells by the therapeutic neutralising monoclonal antibody,
tocilizumab, directed against IL6 receptor [38]. Tocilizumab was found to abolish CRP
mRNA induction caused by LPS, Pam3CSK4, Poly(I:C), flagellin, IL1p and TNF« (Fig. 6B).

Tocilizumab also prevented CRP secretion triggered by LPS (Fig. 6C). LPS-mediated
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phosphorylation and translocation of STAT1 were additionally inhibited by tocilizumab

(Fig. S3).

Repression of additional acute phase protein up-regulation by ruxolitinib

To determine whether ruxolitinib may impair inflammation-mediated up-regulation of acute
phase proteins distinct from CRP, we analysed the effects of ruxolitinib on mRNA expression
of SAA, haptoglobin, fibrinogen and serpin in LPS-exposed HepaRG cells and in primary
human hepatocytes. mRNA levels of these acute phase proteins were induced by LPS in both
HepaRG cells (Fig. 7A) and human hepatocytes and ruxolitinib inhibited these up-regulations
(Fig. 7B). Tocilizumab was similarly found to repress LPS-mediated induction of SAA,
haptoglobin, fibrinogen and serpin in HepaRG cells (Fig. S4A) and primary human

hepatocytes (Fig. S4B).

DISCUSSION

In the present study, we demonstrated that the JAK1/2 inhibitor ruxolitinib markedly
counteracts induction of acute phase proteins, especially CRP, in cultured inflammatory
hepatocytes. This anti-inflammatory property of ruxolitinib occurs in hepatic cells exposed to
distinct pro-inflammatory signals up-regulating CRP, such as agonists of various TLRs,
including TLR1/2, TLR3, TLR4 and TLR5, and pro-inflammatory cytokines like IL1p, TNF«
and IL6. This suggests that ruxolitinib can counteract acute phase protein secretion triggered
by activation of both TLR receptors and inflammatory cytokine receptors expressed at the
membrane of hepatocytes. The inhibition of cytokines-mediated CRP induction is likely
important to be considered as cytokines like IL1p, TNFa and IL6, primarily produced by

macrophagic Kupffer cells in response to TLR activation, are considered as playing a major
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role in hepatic inflammation [39]. By inhibiting both TLR- and cytokine-induced CRP
secretion, ruxolitinib exerts therefore an anti-inflammatory effect towards various sources of
liver inflammation, thus highlighting the possible in vivo relevance of ruxolitinib as a potent
and global hepatic anti-inflammatory agent. This conclusion is moreover fully supported by
the fact that the ruxolitinib I1Csy value (12.9 nM) towards CRP expression is much lower than
the maximum plasma concentration (Cpa: 0.9-1.7 pM) found in patients treated with
ruxolitinib [40]. In vivo concentrations of ruxolitinib in patients may thus be hypothesized to
be fully active against CRP induction. The fact that reduced plasma levels of CRP have been
reported in patients treated by ruxolitinib [28,29] fully agrees with this hypothesis. The
repressing effects of ruxolitinib towards liver inflammation in mice exposed to carbon
tetrachloride [25] or to thioacetamide [26] additionally argue in favour of the in vivo

relevance of the use of the JAK inhibitor towards hepatic inflammatory processes.

The primary mechanism involved in ruxolitinib-mediated repression of LPS-induced
CRP expression is most likely related to JAK inhibition. This conclusion is firstly supported
by the fact that ruxolitinib was found to potently hinder STAT1 phosphorylation and
translocation caused by LPS in HepaRG cells, indicating that ruxolitinib was fully efficient to
inhibit the JAK/STAT pathway. Moreover, ruxolitinib ICsy value (12.9 nM) towards CRP
expression in HepaRG cells is close to ruxolitinib concentrations (around 3 nM) inhibiting
activities of JAK1 and JAK?2 in purified kinase assays [5]. Finally, JAK inhibitors structurally
unrelated to ruxolitinib, such as tofacitinib and pacritinib, also inhibited CRP induction, thus
discarding any JAK-independent effect of ruxolitinib towards CRP expression. Off-target
effects of ruxolitinib, which notably effect various kinases such as tropomyosin receptor
kinase B, activated CDC42 kinase 1, anaplastic lymphoma kinase, RET kinase, and Rho-

associated protein kinases [41,42], should therefore be rejected.
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Downstream of JAK1/2, the IL6 signalling pathway is probably the key target of
ruxolitinib for inhibiting expression of CRP and other acute phase proteins in inflammatory
hepatocytes. Indeed, IL6, which the signalling cascade includes the JAK/STAT pathway as a
main effector [43], is well known to play an important role in CRP regulation [22], as
confirmed by enhanced levels of CRP in IL6-treated HepaRG cells. Moreover, this pro-
inflammatory cytokine is involved in CRP up-regulation by various pro-inflammatory signals,
i.e., agonists of TLRs (LPS, Pam3CSK4, Poly(I:C) and flagellin), and inflammatory cytokines
(IL1B and TNFa). Such pro-inflammatory signals thus induced both CRP and IL6 production
in HepaRG cells, unlike the TLR agonist imiquimod, which failed to induce CRP expression
and did not trigger 116 secretion either. Furthermore, the anti-IL.6 receptor monoclonal
antibody tocilizumab blocked CRP induction by TLR agonists, IL13 and TNFa. Taken
together, these data favour the hypothesis of pro-inflammatory signals leading to increased
production of IL6 by hepatocytes. IL6 in turn acts in an autocrine manner to induce CRP
expression. Ruxolitinib, by inhibiting the IL6/JAK/STAT pathway, prevents production of
CRP (Fig. 8). Ruxolitinib may also be hypothesized to repress other acute phase proteins by
hepatocytes through inhibiting the IL6 signalling pathway, as LPS-related inductions of these
inflammatory markers were prevented by tocilizumab, thus underlining their dependence to
IL6. It is noteworthy that ruxolitinib however failed to inhibit all molecular targets regulated
by inflammation. We have thus found that LPS-mediated repression of the drug metabolizing
enzyme cytochrome P-450 (CYP) 3A4 as well as that of the bile acid synthesis enzyme
CYP7A1 was not prevented by ruxolitinib in primary human hepatocytes (data not shown).
Tocilizumab also failed to hinder these CYP3A4 and CYP7A1 down-regulation (data not
shown), indicating that they occurred independently of the 1L6 pathway, which most likely

contributes to the lack of effect of ruxolitinib.
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Even if the potent repression of the inflammatory marker CRP by ruxolitinib can be
basically and intuitively included in the anti-inflammatory property of the JAK inhibitor, as
reported above, the exact consequences in terms of inflammation may however be dependent
of the nature of the CRP isoform. Indeed, CRP has both pro-inflammatory and anti-
inflammatory properties depending on its conformation [44,45]. In vivo, CRP has been shown
to display anti-inflammatory properties, as protection against LPS, bacterial infections and
other inflammation mediators [46]. In vitro, it stimulates secretion of anti-inflammatory actors
such as IL10 and ILl1ra and may recruit a number of complement inhibitors [47]. It is
suggested that these anti-inflammatory effects would be exerted by the pentameric isoform of
CRP, i.e., native CRP, which is highly soluble in plasma and shown to be involved in the
resolution phase of inflammation and to induce the anti-inflammatory M2 phenotype in
macrophages [21]. On the opposite, monomeric CRP isoform, coming from the irreversible
dissociation of pentameric CRP at sites of inflammation and infection, is believed to induce
the secretion of inflammatory cytokines and to promote the pro-inflammatory M1 phenotype
in macrophages [48]. In this context, it is noteworthy that ruxolitinib, through inhibiting basal
CRP mRNA expression, is expected to repress levels of both monomeric and pentameric CRP
isoforms. Nevertheless, the exact consequences of the down-regulation of CRP, as well as
those of other acute phase proteins, by ruxolitinib, in terms of inflammation and its evolution

remain to be precisely determined, which likely requires further studies.

CONCLUSION

Ruxolitinib was found to potently repress expression of CRP and other acute phase proteins in
cultured human hepatic cells exposed to various kinds of inflammatory signals, including
LPS. This effect was due to inhibition by the JAK inhibitor of the IL6/JAK/STAT pathway,

activated by inflammation in hepatocytes. It occurred for ruxolitinib concentrations thought to
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be achievable in patients. Such data underline the potential interest of considering ruxolitinib
for hindering the production of acute phase proteins during liver inflammation, whichever the

source of the inflammatory stimulus.
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LEGENDS TO FIGURES

Fig. 1. Effects of ruxolitinib on LPS-induced mRNA expression and secretion of CRP in
HepaRG cells. (A) Human hepatoma HepaRG cells were either untreated, exposed to
10 ng/mL LPS or co-exposed to 5 pM ruxolitinib and 10 ng/mL LPS for 2, 6, 24 or 48 h. CRP
mRNA expression was next determined by RT-qPCR. Data are expressed comparatively to
mRNA levels found in untreated control cells, arbitrarily set at 1 unit; they are the means +
SEM of values from 8 independent assays; *, p<0.05. (B) HepaRG cells were either untreated
or exposed to 10 ng/mL LPS in the presence of various concentrations of ruxolitinib (from 0
to 10 pM) for 24 h. CRP mRNA expression was next determined by RT-gPCR. Data are
expressed as % of CRP mRNA levels found in cells exposed only to LPS, arbitrarily set at
100%; they are the means + SEM of values from 6 independent assays. Ruxolitinib ICs, value
is indicated at the top of the graph. (C) HepaRG cells were either untreated (control), exposed
to 5 pM ruxolitinib or 10 ng/mL LPS or co-exposed to 5 pM ruxolitinib and 10 ng/mL LPS
for 24 h. CRP secretion in culture medium was next determined by ELISA. Data are

expressed in ng/mL and are the means + SEM of 6 independent assays. *, p < 0.05.

Fig. 2. Effects of ruxolitinib on LPS-induced mRNA expression and secretion of CRP in
primary human hepatocytes. Primary human hepatocytes were either untreated (control),
exposed to 5 pM ruxolitinib or 10 ng/mL. LPS or co-exposed to 5 pM ruxolitinib and
10 ng/mL LPS for 24 h. (A) CRP mRNA expression was determined by RT-qPCR and (B)
CRP secretion in culture medium was assessed by ELISA. Data are expressed comparatively
to mRNA or protein levels found in cells treated with LPS, arbitrarily set at 100%; they are
the means + SEM of values from (A) 5 and (B) 4 independent human hepatocyte populations.

* p < 0.05.
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Fig. 3. Effects of ruxolitinib on mRNA expression and secretion of CRP induced by different
inflammatory stimuli in HepaRG cells. (A, B) HepaRG cells were either untreated (control),
or treated to either 50 ng/mL Pam3CSK4 (TLR1/2/6 agonist), 10 pg/mL Poly(I:C) (TLR3
agonist), 1 pg/mL flagellin (TLR5 agonist) or 5 pg/mL imiquimod (TLR7/8 agonist) in the
absence or presence of 5 pM ruxolitinib. (A) CRP mRNA expression was determined by RT-
gPCR. Data are expressed comparatively to CRP mRNA level found in untreated control
cells, arbitrarily set at 1 unit; they are the means + SEM of values from at least 4 independent
assays. (B) CRP secretion in culture medium was assessed by ELISA. Data are expressed in
ng/mL and are the means + SEM of 4 independent assays. (C, D) HepaRG cells were either
untreated (control), exposed to 5 pM ruxolitinib, to (C) 1 ng/mL IL1p in the absence or
presence of 5 pM ruxolitinib or to (D) 100 ng/mL TNFa in the absence or presence of 5 pM
ruxolitinib. CRP mRNA expression was next determined by RT-qPCR. Data are expressed
comparatively to mRNA levels found in untreated control cells, arbitrarily set at 1 unit; they

are the means + SEM of values from at least 3 independent assays. (A-D) *, p < 0.05.

Fig. 4. Effects of ruxolitinib on LPS-induced phosphorylation and nuclear translocation of
STAT1 in HepaRG cells. HepaRG cells were either untreated (control), exposed to 5 pM
ruxolitinib or 10 ng/mL LPS or co-exposed to 5 pM ruxolitinib and 10 ng/mL LPS for 2 h.
Expression of pSTAT1 was analysed by immunofluorescence; pSTAT1-related fluorescence is
green, whereas blue fluorescence corresponds to DAPI-stained nuclei. Bar = 50 pm. Data

shown are representative of 3 independent experiments.

Fig. 5. Effects of tofacitinib and pacritinib on LPS-induced mRNA expression and secretion of

CRP in HepaRG cells. (A, B) HepaRG cells were either untreated (control), exposed to 6 pM
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tofacitinib, 2.5 pM pacritinib or 10 ng/ml. LPS or co-exposed to 6 pM tofacitinib and
10 ng/mL. LPS or to 2.5 pM pacritinib and 10 ng/mL. LPS for 24 h. (A) CRP mRNA
expression was determined by RT-qPCR. Data are expressed comparatively to CRP mRNA
level found in untreated control cells, arbitrarily set at 1 unit; they are the means + SEM of
values from at least 6 independent assays. (B) CRP secretion in culture medium was assessed
by ELISA. Data, expressed in ng/mL, are the means + SEM of 3 independent assays. (A, B)

*, p < 0.05.

Fig. 6. Implication of IL6 in CRP up-requlation by inflammatory stimuli in HepaRG cells. (A)
HepaRG cells were either untreated (control), or treated to either 10 ng/mL LPS (TLR4
agonist), 50 ng/mL. Pam3CSK4 (TLR1/2 agonist), 10 pg/mL Poly(I:C) (TLR3 agonist),
1 pg/mL flagellin (TLR5 agonist), 5 pg/mL imiquimod (TLR7/8 agonist), 1 ng/mL IL1p or
100 ng/mL TNFa for 24 h. IL6 secretion in culture medium was assessed by ELISA. Data are
expressed in ng/mL and are the means + SEM of at least 3 independent assays. (B) HepaRG
cells were either untreated (control), or treated to either 10 ng/mL LPS, 50 ng/mL
Pam3CSK4, 10 pg/mL Poly(I:C), 1 pg/mL flagellin, 1 ng/mL IL1f or 100 ng/mL TNFq, in
the absence or presence of 5 pg/mL tocilizumab for 24 h. CRP mRNA expression was next
determined by RT-gPCR. Data are expressed comparatively to mRNA levels found in
untreated control cells, arbitrarily set at 1 unit; they are the means £ SEM of values from 5
independent assays. (C) HepaRG cells were either untreated (control), exposed to 5 pg/mL
tocilizumab or 10 ng/mL LPS or co-exposed to 5 pg/mL tocilizumab and 10 ng/mL LPS for
24 h. CRP secretion in culture medium was assessed by ELISA. Data are expressed in ng/mL

and are the means = SEM of 5 independent assays. (A, B) *, p < 0.05.
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Fig. 7. Effects of ruxolitinib on LPS-induced mRNA expression of various acute phase
proteins in HepaRG cells and primary human hepatocytes. (A) HepaRG cells and (B) primary
human hepatocytes were either untreated (control), exposed to 5 pM ruxolitinib or 10 ng/mL
LPS or co-exposed to 5 pM ruxolitinib and 10 ng/mL LPS for 24 h. mRNA expression of
SAA, haptoglobin, fibrinogen and serpin was next determined by RT-qPCR. Data are
expressed as % of mRNA levels found in LPS-treated cells, arbitrarily set at 100%; they are
the means + SEM of values from (A) at least 6 independent assays or (B) 5 independent

human hepatocyte populations. *, p < 0.05.

Fig. 8. Schematic representation of ruxolitinib-mediated CRP repression in inflammatory
hepatocytes. Inflammatory signals (TLR agonists as well as pro-inflammatory cytokines)
enhance IL6 expression. Produced IL6 next acts in an autocrine manner for inducing CRP
expression in human hepatocytes, via its JAK/STAT-related signaling pathway. Ruxolitinib,

through inhibiting JAK1/2, hinders CRP up-regulation.
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Fig. S1. Effects of ruxolitinib on mRNA expression and secretion of CRP induced by IL6. (A,
B) Human hepatoma HepaRG cells were either untreated (control), exposed to 5 pM
ruxolitinib or 10 ng/mL IL6 or co-exposed to 5 pM ruxolitinib and 10 ng/mL IL6 for 24 h.
(A) CRP mRNA expression was determined by RT-qPCR. Data are expressed comparatively
to mRINA levels found in untreated control cells, arbitrarily set at 1 unit; they are the means +
SEM of values from 5 independent assays. (B) CRP secretion in culture medium was assessed

by ELISA. Data are expressed in ng/mL and are the means + SEM of 3 independent assays.
(A, B) *, p <0.05.
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Fig. S2. Effects of ruxolitinib on IL6-induced phosphorylation and nuclear translocation of
STAT1 in HepaRG cells. HepaRG cells were either untreated (control), exposed to 5 pM
ruxolitinib, or 10 ng/mL IL6 or co-exposed to 5 pM ruxolitinib and 10 ng/mL IL6 for 30 min.
Expression of pSTAT1 was analysed by immunofluorescence; pSTAT1-related fluorescence is
green, whereas blue fluorescence corresponds to DAPI-stained nuclei. Bar = 50 pm. Data

shown are representative of 3 independent experiments.
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Fig. S3. Effects of tocilizumab on LPS-induced phosphorylation and nuclear translocation of
STAT1 in HepaRG cells. HepaRG cells were either untreated (control), exposed to 5 pg/mL
tocilizumab or 10 ng/mL LPS or co-exposed to 5 pg/mL tocilizumab and 10 ng/mL LPS for
2 h. Expression of pSTAT1 was analysed by immunofluorescence; pSTAT1-related
fluorescence is green, whereas blue fluorescence corresponds to DAPI-stained nuclei. Bar =

50 pm. Data shown are representative of 3 independent experiments.
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Fig. S4. Effects of tocilizumab on LPS-induced mRNA expression of various acute phase
proteins in HepaRG cells and primary human hepatocytes. (A) Human hepatoma HepaRG
cells and (B) primary human hepatocytes were either untreated (control), exposed to 5 pg/mL
tocilizumab or 10 ng/ml. LLPS or co-exposed to 5 pg/ml tocilizumab and 10 ng/ml LPS for
24 h. SAA, haptoglobin, fibrinogen and serpin mRNA expression was next determined by RT-
gPCR. Data are expressed as % of mRNA levels found in LPS-treated cells, arbitrarily set at
100%; they are the means + SEM of values from (A) at least 6 independent assays or (B) 4

independent human hepatocyte populations. *, p < 0.05.



Conclusion générale et perspectives

I.1. Les apports des études effectuées

L'ensemble de ces travaux a permis d’apporter un certain nombre de données
supplémentaires quant aux mécanismes d’action du ruxolitinib et ses effets phénotypiques

dans différents modeéles cellulaires.

Ainsi, bien que certaines cytokines aient déja été montrées comme diminuées chez les
patients traités au ruxolitinib, notre étude des macrophages humains placés en conditions
inflammatoires offre une vision globale des cibles dont I'expression pourrait étre réprimée in
vivo. De plus, I'approche mécanistique employée dans cette étude permet de mieux
comprendre comment le ruxolitinib agit pour cibler un large nombre de cytokines.

Au travers de la deuxiéme étude, il est montré pour la premiére fois que le ruxolitinib rétablit
'expression et l'activité de protéines impliquées dans le métabolisme et I'élimination des
médicaments, et réprimées en conditions inflammatoires. Ces nouvelles données suggérent
de potentielles conséquences d’un traitement par le ruxolitinib pour la pharmacocinétique des
médicaments auxquels il peut étre associé dans des pathologies inflammatoires.

L’ensemble de ces études permet de mettre en perspective l'importance des effets du
ruxolitinib au niveau systémique. Tout d’abord, la variété des types cellulaires sur lesquels il
peut agir, montre ainsi que ses effets peuvent cibler différents organes. D’autre part, les
données en faveur des effets systémiques du ruxolitinib sont renforcées de par les résultats
obtenus dans la derniére étude montrant un role régulateur sur I'expression de la CRP, dont

les effets touchent 'ensemble de I'organisme.

De fagon plus accessoire, ces études ont permis de montrer I'intérét du ruxolitinib comme outil

pour I'étude de la signalisation intracellulaire.
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[.2. Limites de ces études

1.2.1. Etude exposée dans larticle 1

Idéalement, cette étude aurait di étre menée sur des macrophages portant la mutation
JAK2V617F, afin de se rapprocher au mieux de ce qui est retrouvé chez les patients.
Initialement, ce travail comportait une partie basée sur I'utilisation de la lignée cellulaire HEL
(human erythroleukemia), portant la mutation JAK2V617F. Cependant, nous avons pris le parti
de ne pas publier les résultats obtenus avec ce modéle du fait de la difficulté a induire
I'expression de cytokine de fagon notable et significative et de I'effet limité du ruxolitinib dans
celui-ci. Ce choix s’est basé sur plusieurs arguments. Tout d'abord, la lignée cellulaire tumorale
HEL non traitée se présente sous la forme de cellules immatures myéloides a différenciation
érythroide. Ensuite, bien que le traitement au PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate), choisi
d’apreés la littérature pour mimer la stimulation inflammatoire, permette I'induction de certains
marqueurs macrophagiques (Papayannopoulou et al., 1983), ce ftraitement est aussi
largement décrit comme pouvant induire une différenciation des cellules HEL en
mégacaryocytes (Long et al., 1990). Le fait que les cellules HEL traitées ou non au PMA
présentent plusieurs types de marqueurs associés a différents types cellulaires pourrait
contribuer au fait que l'expression de cytokines soit plus faible dans la lignée HEL que dans
les macrophages humains. De plus, le traitement au PMA active les PKC qui agissent sur un
trés grand nombre de voies de signalisation (Zauli et al., 1996), induisant ainsi une réponse
pseudo-inflammatoire peu spécifique et trés éloignée de ce qui est observé
"physiologiquement" en cas de réponse inflammatoire dans les macrophages. De ce fait, les
cellules HEL utilisées en conditions basale ou inflammatoire ne semblent pas étre le meilleur
modéle de macrophages JAK2V617F. Afin d'obtenir des résultats plus pertinents quant au role
de cette mutation dans l'inflammation et au réle du ruxolitinib chez les patients présentant cette
mutation, il serait par conséquent plus pertinent de réaliser ces études sur des macrophages

en culture primaire issus de patients porteurs de la mutation JAKV617F.
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Cependant, plusieurs obstacles rendent difficiles de telles analyses. Tout d’abord,
I'approvisionnement en échantillons de sang de patients porteurs de la mutation JAK2V617F,
d’'une part nécessite de travailler avec une équipe hospitaliere en charge de tels patients et
d’autre part, les échantillons obtenus sont généralement difficilement utilisables aussi bien
d'un point de vue quantitatif que qualitatif. De plus, il faut tenir compte du fait que pour une
majorité de ces échantillons, devant la sévérité des syndromes myéloprolifératifs, les patients
sont exposés a de nombreux traitements associés, ce qui rend difficile I'étude des effets
propres et isolés du ruxolitinib.

Ainsi, dans l'idéal, il faudrait pour cette étude, une lignée cellulaire qui soit stable, présentant
la mutation JAK2V617F, exprimant des marqueurs cellulaires propres aux macrophages et

répondant a une stimulation cytokinique.

Aussi, il est important de garder en téte que bien que dans notre étude, les effets du ruxolitinib
aient été attribué a une inhibition de la voie IFNB dans le modéle de macrophage humain en
culture primaire, ses cibles sont multiples. De ce fait, il est possible qu’'une étude dont les
auteurs se seraient focalisés sur I'lL6 ait conduit a des résultats similaires. Cette hypothése
est appuyée par le fait que le ruxolitinib montre un effet inhibiteur plus important que I'anticorps
neutralisant de la voie IFN, laissant ainsi supposer que la différence observée est due a

l'inhibition d’'une autre voie (Article 1, Figure 8).

Une autre limite de ce travail est l'effet potentiel du ruxolitinib sur la polarisation
macrophagique. En effet, le GM-CSF, utilisé dans notre modéle pour la différenciation des
monocytes en macrophages pré-M1 utilise la voie de signalisation JAK-STAT. Il est donc
attendu que ses effets soient bloqués par le ruxolitinib. Des résultats préliminaires, non publiés,
ont montré que le ruxolitinib empéche complétement la différenciation des macrophages
lorsqu’il est utilisé en prétraitement du GM-CSF, conduisant a une perte d’adhésion des

cellules.
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1.2.2. Etude exposée dans l'article 2

Cette étude étant principalement axée sur une analyse fonctionnelle, il aurait été avantageux
de pouvoir mener 'ensemble des expérimentations sur des hépatocytes humains en culture

primaire.

Aussi, il aurait été intéressant de compléter cette étude avec une partie portant sur certains
médicaments pouvant étre fréquemment associés, ou qui sont envisagés comme risquant
d’étre associés, au ruxolitinib. Il aurait alors été possible d’évaluer directement les effets du
ruxolitinib sur le transport et le métabolisme de ces médicaments. Par exemple, I'utilisation de
corticoides ou d’inhibiteurs des voies Pi3K ou mTOR aurait permis de mimer les combinaisons
de traitements a 'étude pour le traitement de la GvHD et les syndromes myéloprolifératifs

JAK2V617F-positifs, respectivement.

1.2.3. Etude exposée dans l'article 3

Tout d’abord, il est important de noter qu’en clinique, une suppression de la CRP ne se traduit
pas forcement par une baisse de 'ensemble des manifestations inflammatoires systémiques.
De ce fait, la perte brutale de I'expression de la CRP peut étre percue comme la perte d’'un
marqueur inflammatoire fiable et facile d’accés, rendant ainsi difficile le suivi de I'amélioration
ou non de l'inflammation, ou bien nuisant au diagnostic de pathologies associées, telle que la
survenue d’infections bactériennes dont la CRP constitue 'un des marqueurs. Ainsi, la baisse
spécifique de la CRP par le ruxolitinib pourrait présenter un frein au diagnostic ou au suivi des
patients, a 'image tocilizumab qui, chez les patients souffrant de polyarthrite rhumatoide, induit
une diminution de la CRP qui n'est pas toujours synonyme d’'une amélioration ni de
linflammation globale ni des symptdmes cliniques (Smolen et al., 2013).

Du point de vue du modéle cellulaire utilisé, ce travail aurait pu étre complété par une analyse
de co-culture d’hépatocytes et cellules de Kupffer afin de mieux mimer linflammation

hépatique. Dans cet optique, une étude préliminaire a été réalisée, utilisant des surnageants
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mRNA fold change

de macrophages humains en culture primaire stimulés par le LPS, pour le traitement de
cellules HepaRG. De fagon simple, seules les cellules HepaRG étaient traitées au ruxolitinib
avant d’étre exposées au surnageant de macrophages. Ces résultats montrent que le
traitement par le surnageant de macrophages placés en conditions d’inflammation (Figure 22,
milieu LPS) permet d’induire I'expression de protéines de la phase aigué et d’inhiber
I'expression du CYP3A4. Le prétraitement des cellules HepaRG par le ruxolitinib restaure les

taux de protéines de la phase aigué mais n’a pas d’effet sur I'expression du CYP3A4.
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dekk dodk dkk ok

1 I Ir I T 1
dkk

200 N T o T

mRMA fold change
mRMNA fold change

Contrdle Ruxolitinib Contrdle Ruxolitinib Caontréle Ruxolitinib

1 Milieu controle
[ Milieu LPS

Figure 22 : Résultats de pseudo-coculture
Le probléme que présente ce modéle est qu’il n’est pas possible de distinguer les effets dus
aux cytokines inflammatoires sécrétées dans le surnageant, des effets dus au LPS résiduel

présent dans le surnageant. Idéalement, l'utilisation d’un inhibiteur de TLR4 aurait permis de

s’affranchir de I'effet du LPS.
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[.3. Les perspectives a approfondir

1.3.1. Le ruxolitinib et ses effets secondaires

1.3.1.1. Les effets secondaires du ruxolitinib

Le ruxolitinib reste globalement un traitement relativement bien toléré. Les principaux effets
secondaires sont des thrombocytopénies et des anémies, pouvant atteindre des niveaux
importants de sévérité. De plus, par effets immunomodulateurs, le ruxolitinib est responsable
d’'une augmentation du risque d’infections, notamment virales (herpes zoster) ou bactériennes
(pneumonie, tuberculose, infections du tractus urinaire), dont le diagnostic peut étre rendu plus

complexe du fait de la perte de certains marqueurs inflammatoires tels que la CRP.

Du fait des effets secondaires hématologiques parfois séveres chez certains patients, le
ruxolitinib montre un important taux d’abandon du traitement. Ces patients peuvent alors subir
d’'importants « symptémes de sevrage » caractérisés par une rechute aigué des symptémes
de la maladie, une accélération de la splénomégalie et une dégradation des cytopénies. De
plus, les patients devant abandonner leur traitement, présentant des « symptdmes de
sevrage » ou non, finissent par voir réapparaitre leurs symptomes, faisant du ruxolitinib un
traitement non curatif et seulement suspensif.

Cependant, il est important de noter que le ruxolitinib reste avantageux, par rapport a d’autres
traitements, de par son mode d’administration par voie orale ainsi que par le fait qu’il n’induise
pas d'immunogénicité contrairement, notamment, aux anticorps monoclonaux anti-cytokines.
De plus, en comparaison a d’autres traitements, les Jakinibs dans leur ensemble ne présentent
pas plus de risques d’infections que les DMARDs (pour disease modifying anti-rheumatic
drugs) (T. Virtanen et al., 2019), entrainent moins de toxicité gastro-intestinale que les
corticoides ou les médicaments anti-inflammatoires non-stéroidiens et ne semblent pas
provoquer plus d’accidents thrombotiques que les anti-TNFa utilisés dans le traitement des

pathologies inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoide (Muller, 2019).
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Aussi, les effets secondaires hématologiques retrouvés globalement lors de I'administration
orale du ruxolitinib, ne sont pas observés avec les préparations en créme pour application
locale utilisée en dermatologie. Cela s’explique certainement du fait de l'utilisation locale et en
surface des formulations en créme. Ces effets ne sont pas non plus retrouvés lors de la prise
orale pour le traitement de la pelade ; il est ainsi possible que les patients dont la moelle

osseuse n’est pas compromise soient moins sensibles aux cytopénies.

1.3.1.2. Le ruxolitinib et les idDDlIs

A ce jour, aucune donnée décrite dans la littérature ne met en évidence les effets potentiels
du ruxolitinib en tant qu’acteurs (« perpetrators ») dans des idDDls.

Le tocilizumab, indiqué dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide et utilisé comme
référence pour I'importance des idDDls, est montré comme restaurant I'activité de la P-gp ce
qui se traduit par un meilleur métabolisme de médicaments anticoagulants. Ainsi, I'attention
est portée sur le fait qu'en réduisant I'inflammation, le tocilizumab favorise les accidents
thrombotiques (Clarivet et al., 2016; Kim et al., 2012). Bien que ces incidents soient retrouvés
chez les patients traités au ruxolitinib (Barabanshikova et al., 2019; Harrison et al., 2017), il
n’existe pour le moment pas de preuve que celui-ci, en diminuant I'inflammation, provoque une
augmentation de la clairance de ces médicaments. Il faut cependant garder en téte que, bien
que les patients souffrant de syndromes myéloprolifératifs présentent de fréquents incidents
thrombotiques, ils sont classiquement traités par des antiagrégants plaquettaires, différents
des anticoagulants. Les effets premiers du ruxolitinib étant cytopéniques, les patients
présentent une réduction du risque de thrombose et d’incidents thromboemboliques par
rapport aux agents cytoréducteurs (Griesshammer et al., 2019; Keohane et al., 2015;
Samuelson et al., 2016; Vannucchi, 2015; Verstovsek et al., 2016). De plus, le ruxolitinib est
considéré comme étant sGr au regard d’événements thrombotiques (Finazzi et al., 2018; Pieri
et al., 2017). Ainsi, il est possible que le ruxolitinib soit a I'origine d’idDDIs compromettant les
effets d’anticoagulants et d’antiagrégants mais que cela soit couvert par la diminution

importante du nombre de plaquettes au cours des syndromes myéloprolifératifs.
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Il faut cependant noter qu'en France au cours de traitements par le tocilizumab, bien que
connus pour étre a l'origine d’'idDDIs, les doses de médicaments associés ne sont pas

adaptées en clinique.

1.3.2. Le ruxolitinib en comparaison aux autres Jakinibs

Actuellement, trois inhibiteurs de JAK, le ruxolitinib, le tofacitinib et le baricitinib, sont autorisés
pour une utilisation en clinique, et de trés nombreux autres sont en développement.

Parmi les inhibiteurs de JAK2 de seconde génération, le pacritinib est en cours d’évaluation
pour le ftraitement des syndromes myéloprolifératifs. Cet inhibiteur de JAK2 semble
relativement intéressant car il montre moins d’effets immunosuppresseurs que le ruxolitinib et
n’induit pas de cytopénies (Mascarenhas et al., 2018).

Le tofacitinib, un inhibiteur JAK1/2, est utilisé pour le traitement de la polyarthrite rhumatoide
et est a I'essai pour le psoriasis, les maladies inflammatoires chroniques intestinales, ainsi que
d’autres pathologies inflammatoires. Le tofacitinib, et les autres inhibiteurs de JAK1 ont
l'avantage de présenter moins d’effets secondaires hématologiques sévéres. En effet, les
effets cytopéniques exercés par le ruxolitinib et les autres inhibiteurs de JAK2, sont dus a
inhibition de JAK2, qui est, parmi les JAKs, l'isoforme principale jouant un rdle dans
’hématopoiése (Banerjee et al.,, 2017). Cependant, en plus de limmunosuppression
secondaire a l'inhibition de JAK1 orchestrée par les inhibiteurs de JAK1, il semblerait que ces
derniers puissent affecter les cellules souches hématopoiétiques sur le long terme (Kleppe et
al., 2017).

Des inhibiteurs de JAK3 comme le peficitinib et decernotinib sont a I'étude dans des
pathologies dermatologiques (Papp et al., 2015) et la polyarthrite rhumatoide (Fleischmann et
al., 2015), respectivement. Du fait de I'utilisation de l'isoforme JAK3 plus restreinte que celle
de JAK1 dans la signalisation des cytokines, ces inhibiteurs présentent moins d’effets off-
target, mais sont montrés comme induisant des anémies, probablement par un manque de

spécificité se traduisant par une inhibition de JAK2.
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La limite majeure des inhibiteurs de JAK1 et JAK3 est leur potentiel a induire des pathologies

auto-immunes et a favoriser le développement d’infections.

Les futurs Jakinibs, actuellement en phases d’essais cliniques et en développement, ont pour
but d’étre plus spécifiques d'une isoforme de JAK, voire méme d’'une forme mutée comme
JAK2V617F pour le LS104 (Lipka et al., 2008), et pourraient ainsi présenter moins d’effets
secondaires que les Jakinibs de premiere génération. De ce fait, ils permettraient
potentiellement une utilisation a des doses plus importantes sans pour autant induire d’effets
secondaires majeurs. Cependant une méme isoforme de JAK pouvant servir a la signalisation
de nombreuses cytokines et une seule cytokine pouvant réguler I'expression de nombreuses
autres, les effets de ces nouveaux inhibiteurs, bien que plus spécifiques, resteraient tout de

méme a trés large spectre.

1.3.3. Le ruxolitinib en combinaison d’autres traitements

Aux vues des effets bénéfiques non négligeables du ruxolitinib, son utilisation en combinaison
d’autres traitements pourrait offrir de nouvelles perspectives pour des effets synergiques avec
un autre inhibiteur ou pour réduire ses effets cytopéniques.

Notamment, plusieurs études actuellement en cours combinent I'utilisation du ruxolitinib a des
inhibiteurs des voies PiBK et mTOR (ldentifiant ClinicalTrials: NCT02718300 et
NCT02779283). Des résultats montrent déja leurs effets synergiques sur linhibition de la
prolifération induite par JAK2V617F (Bartalucci et al., 2013; Choong et al., 2013). Aussi,
l'inhibition combinée de JAK2 et de la voie MEK/ERK inhibe 'activation des cellules impliquées

dans le développement de la fibrose dans un modéle de myélofibrose (Stivala et al., 2019).

1.3.4. Le ruxolitinib comme anti-fibrosant

De plus en plus d’études s’intéressent ainsi aux interactions qui peuvent exister entre
macrophages et cellules cibles, dans des pathologies qui allient inflammation et fibrose, et ce

notamment au niveau hépatique.
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En effet, il est connu que dans la fibrose hépatique congénitale (CHF), la fibrose serait le
résultat d’'une inflammation chronique a bas bruit générée par les cholangiocytes qui sécretent
des cytokines recrutant des macrophages induisant eux méme I'expression d’un activateur du
TGFB. Dans un modele murin de CHF, le dépét de collagéne augmente avec la proportion de
macrophages M2 (Locatelli et al., 2016). De plus, en traitant ces souris CHF avec un inhibiteur
du récepteur a CXCL10, une diminution du recrutement de macrophages M2, de l'inflammation
ainsi de la fibrose hépatique est observée. Il est aussi constaté que dans les cholangiocytes
de ces souris CHF, CXCL10 est produite via JAK/STAT3 en réponse a I'lL1f3 et la B-catenin
(Kaffe et al., 2018). Ces deux études montrent que dans cette pathologie, la fibrose pourrait

étre directement liée une inflammation JAK/STAT-dépendante.

Aussi, dans des pathologies hépatiques plus répandues comme la NAFLD, les macrophages
pourraient induire la fibrose via I'activation de I'inflammasome par IL1B ou le LPS dans des
modeéles murins (Mridha et al., 2017). Le pacritinib, un inhibiteur de JAK2, montre des effets
bénéfiques dans un modéle de souris présentant une fibrose hépatique (Al-Fayoumi et al.,
2018). Il a aussi été montré que la production d’OSM est suffisante pour induire une fibrose
hépatique, sans nécrose, in vivo notamment en induisant directement I'expression du
collagéne de type 1. En culture, le surnagent des macrophages traités a I'OSM induit
I'expression de collagéne de type 1 par les cellules étoilées, actrices principales de la fibrose
(Matsuda et al., 2017). L’activation des cellules étoilées peut se faire par un traitement a IL6,
qui induit I'expression au niveau transcriptomique et protéique de a-SMA et du colla,
notamment via la phosphorylation de STAT3. En utilisant des inhibiteurs de STAT, les taux
basaux de a-SMA et Col1a sont restaurés (Kagan et al., 2017). Aussi, un traitement des
cellules étoilées au LPS les sensibilise a la signalisation TGF( et favorise la progression de la
fibrose induite in vivo par CCl4 (Chen et al., 2017). Par ailleurs, il est montré que I'utilisation
d’inhibiteurs de JAK permettrait d’inhiber I'expression de a-SMA, la prolifération des cellules
étoilées, leur capacité de migration en réponse au TGF[3 et de diminuer I'expression des

collagéne 1 et 3 et d’induire leur apoptose (Gu et al., 2016).
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Les effets anti-fibrosants des inhibiteurs de JAK sont aussi montrés dans d’autres types de
fibroses. Ainsi, le ruxolitinib exerce des effets anti-fibrosants non seulement dans la
pancréatite chronique (Komar et al., 2017) mais aussi dans la sclérodermie systémique ou
I'effet bénéfique se retrouve au niveau de la fibrose pulmonaire comme cutanée (Zhang et al.,
2017). De plus, dans le traitement de la myélofibrose, le ruxolitinib montre une stabilisation de
la fibrose de la moelle osseuse chez les patients. D’autres inhibiteurs ont pu montrer leur
efficacité au niveau de la fibrose rénale (Nakamura et al., 2017) et pulmonaire (Dong et al.,
2016).

Ainsi, aux vues des effets anti-inflammatoires du ruxolitinib, de ses possibles effets sur la
polarisation macrophagique et de la littérature qui tend a montrer de nouvelles propriétés pour
cette classe de médicaments, il semblerait intéressant d’évaluer les effets anti-fibrosants du
ruxolitinib notamment au niveau hépatique. Ainsi, l'idéal serait de pouvoir caractériser le
phénotype de Kupffer en culture primaire, obtenues a partir du surnageant d’hépatectomies,
si nécessaire, les pré-polariser en M2 (Sica et al., 2014) et évaluer les effets du ruxolitinib sur
ce type cellulaire, notamment via par la production de TGFB au niveau transcriptomique et
protéique. Dans un deuxiéme temps, il pourrait étre intéressant d’évaluer ces effets anti-
fibrosants directement sur des cellules étoilées en culture primaire issues du surnageant
d’hépatectomies, activées par un traitement au TGFB, par une évaluation des niveaux

transcriptomiques et protéiques de marqueurs de fibrose tels que a-SMA et le collagéne de

type 1.

1.3.5. Conclusion générale

Le ruxolitinib, et plus globalement les Jakinibs, offrent une alternative pour le traitement des
pathologies inflammatoires et auto-immunes, voire plus largement, des pathologies dans
lesquelles I'inflammation joue un rdle majeur. L’ensemble de ce travail s’inscrit ainsi au sein
d’'un nombre notable d’études visant a montrer les nombreuses utilisations possibles du

ruxolitinib et des Jakinibs pour le traitement de pathologies variées.
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Juin 2016 et 19 Janvier 2017)

2 - Participation aux Journées Portes Ouvertes de I'Université de Rennes 1 en 2016 et 2017 -
Organisation des visites des salles de TP
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Effets régulateurs du ruxolitinib sur I'expression de marqueurs de linflammation et de

protéines de détoxication des médicaments.

Mots clés : ruxolinitib — inflammation — macrophage — cytokine — hépatocyte — CRP - détoxication

Résumé : Le ruxolitinib, un inhibiteur de JAK1/2,
est actuellement utilisé pour le traitement des
syndromes myéloprolifératifs et montre des
propriétés anti-inflammatoires. Cependant, les
mécanismes cellulaires et moléculaires a
I'origine de ses effets restent peu élucidés. Au
travers de ces travaux, les effets régulateurs du
ruxolitinib sur I'expression de marqueurs de
l'inflammation et de protéines de détoxication des
médicaments ont été évalués in vitro dans
différents  types  cellulaires. Dans les
macrophages humains en culture primaire, le
ruxolitinib réprime I'expression de cytokines
inflammatoires secondairement induites par la
signalisation de I'IFNB, en réponse au LPS.
Similairement, le ruxolitinib inhibe I'expression de
protéines de la phase aigué induites dans les
hépatocytes humains en culture primaire et la
lignée cellulaire HepaRG.

Cet inhibiteur réprime notamment I'expression
de la CRP secondairement induite par la
signalisation IL6, en réponse au LPS. Aussi, il
permet de restaurer I'expression et I'activité de
protéines hépatique de détoxication des
médicaments réprimées par un stimulus
inflammatoire. Dans I'ensemble de ces études,
le ruxolitinib montre une efficacité a des
concentrations atteintes chez les patients. Ces
travaux montrent tout d’abord que par ses
propriétés anti-inflammatoires retrouvées dans
différents modeéles, le ruxolitinib pourrait se
montrer intéressant pour le traitement d’'un large
panel de pathologies inflammatoires. De plus,
son utilisation en clinique pourrait nécessiter
d’adapter les doses de médicaments associés
dont le métabolisme est susceptible d'étre
modulé par une diminution de 'inflammation par
cet inhibiteur de JAK.

Regulatory effects of ruxolitinib on the expression of inflammatory markers and drug-

detoxifying proteins.

Keywords : ruxolinitib — inflammation — macrophage — cytokine — hepatocyte — CRP — detoxication

Abstract : Ruxolitinib is a Janus kinase (JAK)

1/2 inhibitor currently used for the treatment of
myeloproliferative neoplasms. It shows anti-
inflammatory properties, but the involved
molecular and cellular mechanisms remain
poorly understood. The regulatory effects of
ruxolitinib on the expression of inflammatory
markers and drug-detoxifying proteins were
investigated in different cellular models through
these studies. In human macrophages, ruxolitinib
represses the expression of inflammatory
cytokines secondarily induced by the IFNB
signalling pathway, in response to LPS. Similarly,
ruxolitinib inhibits the expression of acute phase
proteins induced in human hepatocytes and in
the HepaRG cell line. It also notably represses
the expression of CRP secondarily induced by

the IL6 signalling pathway, in response to LPS.
Moreover, ruxolitinib restores the expression
and activity of hepatic drug-detoxifying proteins
inhibited in inflammatory conditions. In these
studies, ruxolitinib is shown to be efficient at
concentrations which can be reached in
patients. Altogether, these results show that,
firstly, as its anti-inflammatory properties are
shown throughout different cellular models,
ruxolitinib could be interesting for the treatment
of various inflammatory pathologies. Also,
clinical use could restore hepatic detoxification
capacity for patients suffering from inflammatory
diseases and therefor require dose adjustments
for associated drugs which metabolism could be
regulated by inflammation.



