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Résumé de la thése

Le mucus des voies aériennes, cette barriére physiologique aux multiples facettes, est
significativement impacté dans sa structure, ses propriétés biophysiques, ses fonctions et dans ses
mécanismes de régulation dans les pathologies bronchiques chroniques obstructives. De ces
observations, le néologisme « muco-obstructives » a méme été forgé pour désigner des maladies aux
mécanismes physiopathologiques pourtant distincts, tels que I'asthme, la Bronchopneumopathie

Chronique Obstructive (BPCO), ou encore les bronchectasies (hors mucoviscidose, appelées non-CF).

A I'heure actuelle, la médecine dite de précision entreprend de dépasser le stade du
phénotypage clinique des maladies pour évoluer vers des déterminations plus fines sous-tendues par
des mécanismes biologiques communs, les endotypes. A l'instar de certains types d’inflammation des
voies aériennes (par ex. I'inflammation de type Th2 dans I’asthme), nous pouvons nous demander si
les dysrégulations de la production et/ou de la sécrétion du mucus observées dans les pathologies
bronchiques obstructives ne représenteraient pas un endotype a part entiére de ces derniéres, avec a

la clé des stratégies diagnostiques voire des opportunités thérapeutiques innovantes.

Notre travail s’est attaché dans un premier a présenter les arguments sous-tendant cette
hypothése dans I'asthme, la BPCO et les bronchectasies non-CF. Nous avons ensuite passé en revue
les outils a notre disposition en 2021 nous permettant de caractériser le mucus des voies aériennes.
Dans la continuité de cela, nous avons élaboré un modele d’exposition a la fumée de cigarette « whole
smoke » d’épithélia bronchiques reconstitués ex vivo et cultivés en interface air-liquide, issus de
patients fumeurs et BPCO. Dans le méme temps nous nous sommes intéressés aux propriétés
biophysiques du mucus et avons déterminé certaines variables a méme d’influencer sa rhéologie en
situation pathologique chez I’humain : mucines et éosinophiles sont les principaux acteurs de ce
travail. Cela nous a permis in fine d’élaborer un protocole de recherche translationnelle se basant sur
la «rhéométrie au lit du malade » pour tenter de guider la prescription de traitement

« mucomodificateur » dans la BPCO.
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Thesis summary

Airway mucus is a physiological barrier which is significantly impacted in its structure,
biophysical properties, functions and regulation mechanisms in chronic obstructive pulmonary
diseases. From these observations, the neologism "muco-obstructive" has even been coined to
describe diseases with distinct pathophysiological mechanisms, such as asthma, Chronic Obstructive

Pulmonary Disease (COPD), or bronchiectasis (excluding cystic fibrosis, called non-CF).

At present, the so-called precision medicine is moving beyond the stage of clinical phenotyping
of diseases towards more refined determinations underpinned by common biological mechanisms, the
endotypes. Following the example of certain types of airway inflammation (e.g., Th2-type inflammation
in asthma), we can ask ourselves whether the dysregulations of mucus production and/or secretion
observed in obstructive disease might be an endotype. It would involve diagnostic strategies and even

innovative therapeutic opportunities.

We first presented the arguments underlying this hypothesis in asthma, COPD and non-CF
bronchiectasis. We then reviewed the tools available in 2021 to characterise airway mucus. In
continuation of this, we developed a "whole smoke" model of ex vivo reconstituted bronchial epithelia
cultured at an air-liquid interface from smokers and patients with COPD. At the same time, we were
interested in the biophysical properties of mucus and determined certain variables that can influence
its rheology in pathological situations in humans: mucins and eosinophils are the main players in this
work. This allowed us to develop a translational research protocol based on "bedside rheometry"

assessment to guide the prescription of "mucomodifying" treatment in COPD.
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Partie A - Introduction

l.  Le mucus des voies aériennes a |'état physiologique

1. Role du mucus

Le mucus a un réle physiologique d’humidification des voies aériennes, de barriere physique et
immunologique, et participe au transport mucociliaire. Il possede des propriétés physiques
exceptionnelles comme sa viscoélasticité, une rhéologie adaptative et une capacité d'autoréparation,
et constitue donc un milieu idéal pour piéger et immobiliser les agents pathogénes et toxiques
extérieurs et servir de barriere aux infections microbiennes. Ce rble primordial explique sa

conservation au cours de I'évolution de différentes espéeces, depuis les coraux jusqu’a ’homme (1).

2. Composition du mucus

Chez le sujet sain, le mucus des voies aériennes est composé a 98% d’eau, 0.9% de sel, 0.8% de
protéines globulaires et 0.3% de polymeres de haut poids moléculaires (2). Méme si nous verrons plus
loin que la réalité est probablement plus complexe (cf. paragraphe 1.3.b), ce mucus est classiquement
représenté comme étant composé de deux phases, I'une dite « sol » (ou liquide péri ciliaire) dans
laquelle baignent les cils, et I'autre dite « gel », constituée principalement de glycoprotéines
polymérisées, les mucines (Figure 1.).

e -
=

T’ -} ‘3 _F-{_:"I_ '?,' .: . ;

“Q« AR 7&
Ly \

Figure 1. Représentation « classique » de la couche de mucus des voies aériennes en deux phases GEL

et SOL (microscopie électronique)

Ces derniéres sont de larges glycoprotéines (0.2 a 10micronm pour un seul polymeére et environ 400
kDa) qui possedent des régions riches en résidus sérine et thréonine pouvant se lier par O-

Glycosylation a des chaines glycaniques (Figure 2.).
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Figure 2. Structure glycoprotéique d’une mucine

Il existe plusieurs génes (génes MUCs) codant pour des mucines distinctes et seules sept
d’entre elles sont sécrétées (MUC1, MUC4, MUC16, MUC20, MUC5AC, MUC5B, MUC7). Seules
certaines de ces mucines sécrétées peuvent se polymériser en formant des ponts disulfures prenant
ainsi part a la formation d’un gel (Figure 3.). MUC5AC et MUCSB sont de loin les deux mucines les plus
représentées dans les voies aériennes et feront I'objet de nos recherches. Dans ['épithélium
respiratoire, Kesimer et al. ont montré que les mucines MUC5B étaient prédominantes (3); les
principales limites potentielles de cette observation, et d’ailleurs de toutes celles concernant le mucus,
concernent la méthodologie de recueil des échantillons d’expectoration (ici expectoration induite dans
la cohorte SPIROMICS) ainsi que les critéres qualité d'un échantillon, et par conséquent

I'extrapolabilité des résultats,. Nous verrons ces limites plus en détail dans le chapitre Iil.
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Figure 3. Structure des polyméres de mucines (4)

3. Propriétés rhéologiques du mucus

La structure des mucines conditionne les propriétés physiques du gel de mucus qu’elles
constituent. Celui-ci se comporte comme un fluide présentant a la fois une certaine viscosité
(résistance d’un fluide a I’écoulement) et élasticité (propriété d’un fluide a reprendre sa forme initiale)
(Figure 4.). Ces propriétés dites « viscoélastiques » ont un impact dans la physiopathologie, la
présentation clinique et le pronostic de maladies bronchiques obstructives (cf. chapitre 1l). La
rhéologie, domaine de la science étudiant I'écoulement des fluides, s’applique particulierement a

I’observation des comportements du mucus.
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Figure 4. Représentation du comportement viscoélastique d’un fluide : I’état de droite représente un

fluide dont la propriété visqueuse est prédominante

Afin de s’adapter aux différents besoins physiologiques d’un sujet, la structure du réseau de
mucines est capable de se modifier de fagon réversible grace a des interactions de faible énergie. La
nature de ces interactions entre mucines peut étre déterminée par I'analyse de la réponse du mucus
a une contrainte (un cisaillement ou une oscillation) d’intensité controlée. La contrainte exercée sur le
fluide tend a désorganiser sa structure. Cependant, dans le cas de fluides viscoélastiques comme le

mucus, sa composante élastique tend a ramener sa structure moléculaire vers sa conformation initiale.

A de basses fréquences ou intensités de contrainte, le mucus est dominé par des forces
élastiques. Ainsi, aprés chaque déformation, la structure moléculaire du mucus retrouve sa
conformation initiale. En augmentant la fréquence ou l'intensité de la contrainte, la structure du mucus
se désorganise mais ne peut se reformer, elle a atteint son point de rupture (crossover point); le régime
visqueux domine alors le régime élastique, et le gel s’écoule. En diminuant la fréquence ou l'intensité
de la contrainte, le phénomene inverse se produit, le mucus reforme alors un gel lorsque la force de
cisaillement diminue. Ce processus est appelé recouvrement. Le fait que la force exercée pour obtenir
le point de rupture et le recouvrement soient quasi-identiques montre que le mucus est un gel

physique qui est en partie maintenu par des interactions réversibles (5).

Ainsi le mucus peut étre caractérisé par différents paramétres physiques rhéologiques, dont les

principaux sont (Figure 5.) :

- module d'élasticité (ou de conservation) =G’
- module de viscosité (ou de perte) du mucus = G”
- contrainte critique = oc (oc = V2G.'y., ou y est I'intensité de la déformation exercée pour

atteindre le point de rupture)
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Ces parametres sont obtenus grace a des rhéomeétres qui analysent le mucus a différents niveaux de

précision : c’est pourquoi on parle de micro-rhéologie et de macro-rhéologie. Ces méthodes seront

développées dans le chapitre Il sur les outils d’analyses des expectorations et du mucus.
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Figure 5. Evolution de parameétres rhéologiques (modules élastique G’ et visqueux G”’) en fonction de

I'intensité de la force de déformation appliquée (strain ¥). Le point de rupture atteint pour une

contrainte critique donnée correspond au croisement des courbes de chaque module G’ et G”

a)

(données : Rhéonova)

Parametres influengant la viscoélasticité du mucus

L’environnement ionique: la concentration en ions calcium et sodium génére des

mouvements d’eau influant sur 'osmolarité du mucus et donc sur son réseau. In vitro, une
augmentation de l'osmolarité du mucus par apport de NaCl provoque une augmentation de

sa viscoélasticité.

Le pH : Il existe une forte corrélation entre les propriétés viscoélastiques du mucus et son pH.
A pH plus acide, les interactions entre les parties hydrophobes des mucines sont favorisées ce
qui augmente la polymérisation et la réticulation du gel. De plus, dans les voies aériennes, le
pH influence les propriétés bactéricides du mucus. Il est diminué par les polluants acides, les
micro-inhalations dues au reflux gastrique ainsi que dans certaines maladies

(mucoviscidose)(6).
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- La concentration des mucines gélifiantes : Georiades et al. ont démontré, par analyse de la

diffusion de microparticules dans le gel de mucus, que les mucines forment un gel organisé en
réseau seulement a partir d’'une certaine concentration critique (7). La transition vers |'état
visqueux de ce gel se fait elle pour des concentrations plus élevées, a partir desquelles les
mucines s’associent en un réseau de glycoprotéines, les chaines glycaniques des mucines
formant alors des interdigitations qui augmentent la viscosité du gel. Ce lien entre réticulation
et viscoélasticité est particulierement étudié afin de créer des agents mucolytiques capables
de « dépolymériser les mucines » et ainsi diminuer la viscosité trop élevée du mucus dans

certaines pathologies.

- Lastructure des mucines: L'organisation N-terminale distincte de MUC5AC (par laquelle se fait

notamment la polymérisation entre les protéines de mucines) peut expliquer les propriétés
viscoélastiques uniques et plus adhésives des gels de MUC5AC, qui sont extrémement ramifiés
et hautement réticulés comparativement au gels de MUC5B (8). Autre exemple de I'impact de
la structure, MUC5B présente 2 « glycoformes », une MUC5B « low-charge » et une MUC5B
« high-charge », se distinguant par une différence de glycosylation (sulfation), une différence

de charge électrique et un comportement physique a part (9,10).

- Protéines non mucines : Des molécules non-mucines, notamment des protéines riches en

proline, TFF1 (trefoil factor 1) et des kératines, contribuent probablement a I'assemblage des

mucines, bien que leur role ne soit pas clairement défini (11).

b) Autres propriétés rhéologiques et modéles physiopathologiques/expérimentaux

Dans le modele de transport du mucus « Gel-Sol » (appelé aussi-Gel-on-liquid), le gel de mucus
est propulsé au-dessus d'une couche périciliaire "aqueuse" entourant les cils. Selon les équipes de
Brian Button et de Richard C. Boucher du Marsico Lung Institute, ce modéle ne permet pas d'expliquer
la formation d'une couche de mucus distincte en situation physiologique, ni pourquoi la clairance est
altérée en situation pathologique. Ils proposent un modele « Gel-on-Brush » (Gel sur Brosse) dans
lequel la couche périciliaire est occupée par des mucines (MUC1, MUC4, MUC16) et des

mucopolysaccharides densément attachés a la surface des voies respiratoires (Figure 6.) (12).
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Figure 6. Modéle « Gel-on-liquid » a gauche et « Gel-on-Brush » a droite (13)

Cette brosse empéche la pénétration du mucus dans l'espace périciliaire et lui permet de
former une couche distincte. Ils ont aussi démontré dans leur modeéle qu’un état de déshydratation
avancé du mucus, dans lequel le « module osmotique » (K) du mucus et de la couche périciliaire est
trés élevé, correspondait aux situations d’altération du transport mucociliaire rencontrées en

pathologie humaine (Figure 7.).

e

Krmucus << KpeL = Ko Krmucus < KpoL= Ko

Kmucus = Kpcr >> Ko
Increased Hydration Normal State Dehydrated State

Figure 7. Modéle Gel-on-Brush, de I'état le plus hydraté a gauche (A) vers le moins hydraté a droite
(C), témoignant de l'impact du module osmotique (liée a I’hydratation du mucus) sur la clairance

mucociliaire (12)

Le comportement du mucus peut aussi étre abordé du point de vue de sa « cohésivité » et de
son « adhésivité ». Ainsi, la méme équipe a mis au point un modele expérimental permettant de tester
ces parameétres pertinents dans I'étude de la toux, mécanisme de secours par excellence de la clairance

du mucus dans les pathologies bronchiques obstructives (Figure 8.) (14).
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Figure 8. La « cohésivité » représente la force physique nécessaire pour rompre la couche de mucus,
tandis que l'adhésivité représente la force nécessaire a appliquer afin de détacher cette couche de

mucus de I'épithélium respiratoire

Notre équipe a quant a elle une expertise dans la culture en interface AIR-LIQUIDE (ALI)
d’épithélia reconstitués ex vivo a partir de biopsies bronchiques de patients (15,16). Au cours de son
doctorat, afin de disposer d’'un modele expérimental d’analyse rhéologique du mucus en fonction de
différents parametres, Myriam Jory et son équipe ont pu mettre au point une méthode d’analyse micro
rhéologique du mucus sécrété par de tels épithélia (Figure 9.) (17). Cette méthode s’appuyant sur des
micro-sondes permet de détecter le comportement du fluide a différents niveaux d’épaisseur de la
couche du mucus reposant sur son épithélium. L'intérét de ce modele expérimental est d’étudier
I'impact de pathologies ou de thérapeutiques sur le comportement micro rhéologique du mucus
sécrété par des épithélia issus de patients. Les principales limites sont inhérentes a la microrhéologie
elle-méme, a savoir la variabilité des mesures selon le niveau de profondeur et la proximité de débris

cellulaires en provenance de la culture.
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Figure 9. La membrane supportant la culture épithéliale est placée sur une lame de verre, au-dessus
du milieu de culture. Une lamelle est placée sur la couche de mucus sécrété par I'épithélium. La

chambre est scellée et placée a I'envers sur un microscope inversé.(17)

4. Régulation de MUC5AC et MUCSB

Bien que partageant de nombreuses caractéristiques structurelles, les mucines MUC5AC et MUC5B
présentent quelques différences en termes de production, mais aussi de fonction. Dans les chapitres
et paragraphes suivants, nous ferons la distinction entre ce qui releve de la production

(expression/transcription) et de la sécrétion (exocytose des granules contenant les mucines formées).

a) Production

i. Sites de production

Les cellules sécrétrices de I'épithélium respiratoire dit de surface (cellules caliciformes,
cellules club) et les glandes sous-muqueuses, sont les principaux sites d’expression des mucines

MUS5AC et MUCSB (Figure 10.). Les cellules muqueuses de ces glandes, qui les constituent a environ
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60%, participent a pres de la moitié du stock de mucus global des voies aériennes (18).
(A

Acini

Basal Club-like lonocyte Mucous  Serous  Cillated

Figure 10. Epithélium de surface des voies aériennes, centré sur une glande sous-muqueuse

(constituée de cellules séreuses et muqueuses)(19)

Des données relativement récentes issues d’études sur des modeles murins et humains ont
permis de déterminer la distribution le long de I'arbre respiratoire des cellules sécrétrices des mucines
MUCS5AC et MUCSB (20). Ainsi MUCSB est la principale mucine sécrétée par I’épithélium et les glandes

sous-mugqueuses, et ce de fagon prédominante au niveau des voies aériennes distales (Figure 11.).
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Figure 11. Synthése des mucines MUC5AC et MUC5B le long des voies aériennes(20)

ii. Synthése des mucines MUC5B et MUSAC et facteurs de transcriptions

Le géne MUC5B est situé prés de celui de MUCSAC sur le chromosome 11p15.5 (21). La
polymérisation des mucines est initiée dans le réticulum endoplasmique ou elles forment des dimeres
(pour MUC5AC et MUC5B) assemblés par des ponts disulfures, avant d’étre adressées au réseau
transgolgien pour subir des modifications post-transcriptionnelles et former de longs polyméres
linéaires. Les mucines ainsi polymérisées sont ensuite condensées puis stockées dans des granules de

sécrétion qui vont s’accumuler dans la région sous-apicale des cellules muco-sécrétantes (5).

De par l'ouverture vers I'extérieur de I'épithélium respiratoire et le réle de barriere du mucus, une
myriade de signaux intra- et extra-cellulaires régulent I'expression des mucines. De nombreux
mécanismes transcriptionnels ont ainsi été proposés comme pouvant influencer I'expression de
MUCS5AC. Voynow et al. ont tenté de résumer cela (Figure 12.) (22). Nous noterons notamment la voie
de stimulation par la fumée de cigarette, les voies de I'Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) ainsi

gue celle de I'interleukine-13 (IL-13).



23

i : EGFR igands:
NT Ham influenzae i ")‘ﬁ ot o I...PS
T™F »
v N MMPY mmn/' (‘_’j_vﬁ O
| TLRZ / TLRA

\ *‘.'
ACE
e

b
Ras/Rat
.

MEK 12

Figure 12. Facteurs et ligands influencant I’expression du gene MUC5AC (22)

Concernant MUCSB, sa régulation est moins connue que celle de MUC5AC car jusqu’a peu
cette mucine était considérée comme moins présente dans les voies respiratoires et ayant un impact
physiopathologique moindre. Outre les travaux d’Okuda cités précédemment, ceux de I’équipe de Roy
et al. ont montré pourtant que la mucine MUC5B, et non pas MUSAC, était requise pour la clairance
mucociliaire, pour le contréle des infections des voies aériennes et pour le maintien de ’'homéostasie
immunitaire dans des poumons de souris (modéles de souris KO muc5b -/-). L'intérét pour cette
mucine est grandissant aussi dans le monde de la pathologie interstitielle, que ce soit dans les
pneumopathies d’hypersensibilité chronique, la fibrose pulmonaire idiopathique ou bien les
pneumopathies interstitielles liées a la polyarthrite rhumatoide. Par ex., Hancock et al. ont démontré
chez la souris que la concentration de MUC5B dans [|'épithélium bronchiolo-alvéolaire était
directement reliée a la qualité de la clairance mucociliaire mais aussi a la persistance et a I'extension

de la fibrose pulmonaire(23).

Ces travaux apportent ainsi progressivement de la lumiere sur les mécanismes
transcriptionnels de MUC5B. Outre les méthylations et mutations de son gene, en particulier dans la
région de son promoteur, plusieurs sites de fixation de facteurs transcriptionnels ont été identifiés,

notamment FOXA2 (forkhead box A2), AP-1 (activator protein 1 transcription factor), Sp1, NF-kB, TTF-
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1, STAT, c-Myc, etc...(24). Cependant, seule I'implication d’une poignée de facteurs sur I'expression de

MUCSB a été testée de maniere expérimentale.

D’autres voies de régulation impliquant certaines cytokines (/IL-1Béta, IL-6, IL-13 et IL-17A)
induisent I'expression de MUC5B. Certains composants bactériens, notamment les lipopolysaccharides
(LPS) et les entérotoxines staphylococciques, peuvent aussi induire une up-régulation de MUC5B ; pour
les entérotoxines, cela passe par |'activation de X-box binding protein 1 (XBP-1), acting transcription
factor 6 (ATF6), et CCAAT-enhancer-bonding protein homologous protein (CHOP), tandis que pour les
LPS cela passerait par I'activation du Toll-Like Receptor 4 (TLR4) et de ses voies de signalisation d’aval,

notamment ERK1/2 et p38 MAPK.

= LPS/
Staphylococcus
enterotoxin

Figure 13. Régulation de I'expression de MUC5B dans les voies aériennes

b) Sécrétion des mucines

i. Exocytose des granules de mucines

Les mucines polymérisées matures sont stockées dans de larges granules dans les cellules
sécrétrices. Elles sont sécrétées continuellement a bas bruit, mais cette sécrétion peut étre amplifiée

secondairement a des stimuli.

Ces granules sont amarrées a la membrane plasmique par l'interaction d'une protéine Rab (liée a

la granule) avec une protéine effectrice qui agit comme un pont avec la protéine Munc18. Muncl8
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assure la conformation « fermée » de la Syntaxine qui est ancrée a la membrane plasmique.
L’exocytose des granules est induite, a I'état de base, par de faibles niveaux d’activation des récepteurs
purinergiques P2Y2 et Adénosine 3 par de I’ATP extracellulaire relargué de maniere paracrine (et par
son métabolite, 'adénosine). Les récepteurs activés sont couplés a la phospholipase C par la protéine
Gq, qui par clivage génére du Di-acyl-glycérol (DAG) et de I'Inositol triphosphate (IP3). Le DAG active
Munc13 pour ouvrir la Syntaxine afin qu'elle puisse former un complexe SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) avec SNAP-23 (synaptosomal-associated
protein 23) et VAMP (vesicle-associated membrane protein), rapprochant la membrane plasmique de
celle des granules. L'IP3 induit la libération de calcium par les récepteurs IP3 (IP3R) dans le réticulum
endoplasmique, activant la Synaptotagmine pour induire I'enroulement final du complexe SNARE, ce

qui aboutit a la fusion des membranes et a la libération des mucines (Figure 14.) (18,25).

E  Secretion

Secretory
granule’

Mucin

Figure 14. Sécrétion des mucines(18)

A noter que les mucines sont stockées sous une forme déshydratée dans les granules et

peuvent ensuite « gonfler » jusqu’a 100 fois leur volume initial une fois dans I’'espace extra-cellulaire.

ii. Régulation de la sécrétion des mucines et implication en expérimentation

Le taux basal de sécrétion semble correspondre au taux basal de synthése des mucines dans

les voies aériennes distales humaines ; sans signal de stimulation a I’état de base, il est donc difficile
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de détecter des mucines intracellulaires en immunohistochimie. De plus, un défect dans la sécrétion
de mucines peut aussi se traduire par une accumulation intracellulaire de mucines sans augmentation
de la production. Certaines équipes souhaitant étudier la sécrétion ont donc tablé sur des modeles
produisant de fortes quantité de mucus (métaplasie muqueuse) grace a un challenge allergénique, par
exemple par installation d‘ovalbumine ou d’interleukine-13 dans les modéles murins (26). La
stimulation de la sécrétion peut alors étre étudiée grace a I'utilisation d’agonistes tels que I'ATP.

D’autres ligands ont été étudiés et sont résumés dans la (Figure 15.).

Ligand Receptor; site of action Reference

ATP UTP PoY4; epithelium Chen et al. (68), Danahay et al. (48), Ehre et al. (37),
Kemp et al. (69), and Kim and Lee (70)

Adenosine A3AR; epithelium (in mice but not humans, dogs, or guinea pigs) Young et al. (62)

Proteases PAR1, PAR2, other; epithelium Breuer etal. (71), Jones et al. (47), Liu et al. {72), and
Park et al. (39)

Acetylcholine Unknown; may be indirect Singer et al. (34)

Histamine Unknown; may be indirect Huang et al. (73)

Serotonin Unknown; may be indirect Foster et al. (36)

Capsaicin (substance P) NK1; may be indirect Guo et al. (74) and Kuo et al. (75

lonomycin (calcium) Syt2, Munec13, PKC, other; epithelium (intracellular) Danahay et al. (19), Ehre et al. (37), Tuvim et al. (46),
and Zhu et al. (18)

PMA Munc13-2, PKC; epithelium (intracellular) Danahay et al. (49), Ehre et al. (37), and Zhu et al. (15)

Figure 15. Ligands et leurs récepteurs a l'origine d'une stimulation de la sécrétion de mucines(25)

Le contrble « moteur » de la sécrétion du mucus est lui aussi notable, en particulier la voie du
systeme nerveux cholinergique dirigée par le nerf vague. Elle représente le stimulus nerveux dominant
dans la sécrétion des mucines, principalement au niveau des glandes sous-muqueuses des voies
respiratoires basses (27). La réponse a la stimulation cholinergique se fait en grande partie par
I'intermédiaire des récepteurs muscariniques M3, la sécrétion d'eau étant médiée par les récepteurs
M1 (28). Les récepteurs Béta-adrénergique ont quant a eux un rdle controversé chez I'humain
concernant la sécrétion de mucines, mais lorsqu’ils sont stimulés par des médicaments béta-agonistes,

cela augmente la fréquence des battements ciliaires, facilitant ainsi le transport mucociliaire(29).

Toutefois, le tableau est probablement plus complexe. En effet, il est intéressant de remarquer
gue les béta-agonistes inhalés sont capables d’induire un relargage d’acétylcholine via des récepteurs
béta2 présents au niveau des terminaisons parasympathiques, tandis que certains anticholinergiques
inhalés peuvent aussi induire cela via une action sur les récepteurs muscariniques M2 (neurones
inhibiteurs, capables d’induire une bronchoconstriction vagale). Bloquer totalement et non
sélectivement les récepteurs M2 semble donc contre-productif. Les derniers médicaments
anticholinergiques inhalés (Aclidinium bromide, Glycopyrrolate, etc...) sont ainsi développés avec

I'idée de présenter une sélectivité accrue pour les récepteurs M3, et diminuée pour les récepteurs M2
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(30). Cela est parait plus important dans la BPCO, maladie dans laquelle les récepteurs M2 sont tout a

fait fonctionnels (31), que dans I’asthme dans lequel leur fonctionnalité parait réduite voire abolie (32).

c) Dégradation et élimination des mucines

Le turn-over du mucus est assuré essentiellement par la clairance mucociliaire et par la toux. La
dégradation du mucus sécrété par des protéases endogenes ou bactériennes en est aussi un élément
clé (33). En situation pathologique, notamment pendant les exacerbations de pathologies bronchiques
obstructives, une des voies de résolution de ces épisodes est celle de I'autophagie ; son activation par

I'inhibition de mTor permet de réduire le contenu intracellulaire en granules de mucines (34).
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Nous venons d’aborder les mécanismes de production et de sécrétion d’un des principaux
constituant du mucus, les mucines. Cela va nous permettre d’appréhender les mécanismes
physiopathologiques qui sous-tendent les principales maladies bronchiques, a savoir I'asthme, la BPCO
et les bronchectasies (hors mucoviscidose). Bien qu’il apparaisse évident que I'altération de la
régulation du mucus (production/sécrétion/composition) ne peut expliquer a elle seule toutes ces
pathologies, c’est cet angle d’attaque que nous avons choisi de développer afin d’élaborer ensuite nos

hypothéses de travail.
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Il.  Le mucus des voies aériennes en pathologies : hyperproduction,
hypersécrétion, obstruction, exacerbations

Bien qu’hétérogenes, la plupart de ces maladies appelées « muco-obstructives » par Richard C.

Boucher (13) présentent la plupart des caractéristiques suivantes :

- Mucus « hyper »concentré en mucines (par hyperabsorption d’eau et/ou hypersécrétion de
mucus)

- Altération de la fonction ciliaire

- Modification des parametres rhéologiques du mucus (viscoélasticité, adhésivité, cohésivité)

- Toux possiblement inefficace

Les données autopsiques, de micro-scanner (micro-CT) et les études fonctionnelles ont aussi mis en

évidence un trait commun : une atteinte précoce des voies aériennes distales.

1. Bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO)

a) Observations

La BPCO, entité notamment définie par des symptdmes respiratoires et un trouble ventilatoire
obstructif, est une maladies chronique dans laquelle I'atteinte premiére bronchiolaire (réduction du
nombre et du calibre) précede I'atteinte emphysémateuse (destruction des parois alvéolaire)(35). La
sécrétion de mucus y est augmentée, ce qui participe a l’obstruction des voies aériennes distales. Celle-

ci est corrélée a la sévérité du trouble ventilatoire obstructif ainsi qu’a la mortalité(36).

Récemment, Kesimer et al. ont mesuré par chromatographie et réfractométrie la
concentration totales en mucines ainsi que les concentrations spécifiques en mucines MUCS5AC et
MUCS5B par spectrométrie de masse dans des expectorations induites de patients de la cohorte
SPIROMICS (Subpopulations and Intermediate Outcomes Measures in COPD Study) (3). L'équipe a
notamment démontré que les concentrations absolues en mucines MUC5B et MUC5AC de patients
BPCO séveéres (définis ainsi selon I'intensité de leur trouble ventilatoire obstructif selon les criteres des
recommandations internationales GOLD (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) (37))
étaient respectivement 3 a 10 fois supérieures a celles de sujets contrdles qui n’avaient jamais fumé
(Figure 16.). Fait notable, la concentration totales en mucines, décrite comme prédictive de la
« bronchite chronique » (toux et expectorations pendant 3 mois sur 2 années consécutives),

n’atteignait pourtant une aire sous la courbe que de 0.72 ([IC=0.65-0.79], soulignant la faiblesse de ce
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symptome dont la prévalence dans la BPCO est extrémement variable selon les études (de 7.4% a 74%),

témoin de sa subjectivité(38).
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Figure 16. Concentration en mucines MUC5B (A) et MUC5AC (B) chez des sujets contréles et BPCO

classés en fonction de la sévérité de leur trouble ventilatoire obstructif(3)

La méme équipe a ensuite démontré sur 331 participants de la méme cohorte SPIROMICS que
I’augmentation de la mucine MUCS5AC dans leurs expectorations induites (mesurée par spectrométrie
de masse) était mieux corrélée aux manifestations de BPCO (diminution du VEMS, augmentation de la
fréquence des exacerbations et du rapport VR/CPT) comparativement a MUC5B. De plus, un suivi
longitudinal sur 3 ans a mis en évidence qu’une concentration de MUC5AC (et non MUC5B) plus

importante a I’état de base était un facteur prédictif de déclin du VEMS et du score CAT(39).

b) Meécanismes physiopathologiques

Dans la BPCO, les mécanismes physiopathologiques conduisant a I'hyperconcentration de mucus
et de mucines rapportée dans de nombreuses études, ainsi que la diminution in vivo de la clairance

mucociliaire a laquelle elle est corrélée (40), sont complexes.

Exposition a la fumée de cigarette et hypersécrétion

L’exposition a la fumée de cigarette, principal facteur de risque de développer une BPCO dans
les pays occidentaux, est associée a de nombreuses modifications de structure et de fonction de

I’épithélium : hyperplasie et métaplasie des cellules caliciformes (41), remodelage des voies aériennes
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(36), diminution du nombre de cellules club (42,43) et de la sécrétion de leur protéine CCSP (club cell

secretory protein) (44,45). Ces modifications restent présentes a long terme.

Par ailleurs, I'exposition a la fumée de cigarette induit aussi clairement une augmentation de
la sécrétion des mucines MUC5AC, que ce soit sur des modeles animaux ou des épithélia issus de
lignées cellulaires immortalisées, notamment via le récepteur a I'EGF(46—48), I'élastase neutrophilique
(49) ou encore les récepteurs cholinergiques alpha7 (50). Il est intéressant de noter que dans un
modele de cultures primaires de cellules NHBE (Normal Human Bronchial Epithelial cells) exposée ala
fumée de cigarette en solution, aucun impact n’a été mis en évidence sur la transcription des mucines
MUCS5AC et MUC5B (51). Ces modeéles ont toutefois leur limite puisqu’ils ne représentent que des
expositions de courte durée. Nous présenterons plus loin nos travaux concernant la stimulation par la
fumée de cigarette en phase gazeuse de cultures primaires d’épithélia bronchiques issus cette fois de

patients fumeurs et BPCO (Partie B - Chapitre .)

Au vu de ces éléments, il apparait que la problématique dans la BPCO semble davantage lié a
une altération de « l’homéostasie » des principales mucines induite par des agents toxiques ou

pathogeénes, plutot qu’a la quantité absolue de ces mucines considérée isolément(21,52).

ii.  Altération de I'hydratation du mucus

Une autre explication a cette « hyperconcentration » de mucus est liée a sa déshydratation.
L’hydratation du mucus passe par une fine régulation impliquant les récepteurs purinergiques présents
a la surface de I'épithélium, les canaux CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)
et ENAC (Epithelial Na+ Channel), et le métabolisme des nucléotides et nucléosides auquel est lié la
présence d’ATP extra-cellulaire (Figure 14.) (53). L’exposition a la fumée de cigarette est connue pour
altérer la sécrétion d’anions chlore via la réduction de la transcription du gene CFTR, mais aussi par
des dommages directs sur ce canal au niveau de la membrane apicale (54). De plus, 'augmentation du
métabolisme nucléo-sidique/-tidique en cas de stimulation par la fumée de cigarette diminue la

présence d’ATP en extracellulaire et donc I'activité au niveau des canaux CFTR et ENAC(40).

Cette altération du transport d’ions et de fluide est amplifiée par I’hypersécrétion de mucines
MUCS5AC et MUCSB induite par la fumée de cigarette. En effet, de 'adénosine mono- et di-phosphate
présentes dans les granules de mucines sont « co-relarguées » avec elles, a des niveaux 10 fois

supérieurs a ceux de I'adénosine tri-phosphate. Tout cela, associé au défect de fonctionnement de
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CFTR, limite I'hydratation « ATP-CFTR dépendante » du mucus qui accompagne normalement la
sécrétion de mucines (55).
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Figure 17. Régulation purinergique de I'hydratation du mucus et de sa clairance (40)

iii. Dysfonction ciliaire

A I’état normal, les cellules ciliées représentent environ 50% des cellules de I'épithélium
respiratoire pseudostratifié, chacune possédant plus de 300 cils participant a la clairance muco-ciliaire.
Au sein du réseau transcriptionnel impliqué dans la ciliogénése, FOXJ1 (Forkhead/winged helix
proteins) a un role central, régulant plus de 500 genes (56). Récemment, Perotin et al. ont démontré
une dysrégulation du cil primaire dans la BPCO, sans pouvoir affirmer si celle-ci était directement a
I’origine de la maladie ou une conséquence d’autres altérations de I’épithélium respiratoire (57). Gohy
et al. ont aussi mis en évidence sur des cultures primaires en ALl d’épithélia de BPCO une altération de
la différenciation des cellules ciliées. Ces mécanismes amplifient vraisemblablement I'impact péjoratif

de I’hypersécrétion de mucines sur la clairance mucociliaire et I'obstruction en résultant.

iv. Exacerbations et mucines

La question de I'"hypersécrétion de mucines lors des exacerbations suit quasiment le méme
modele que celui de I'exposition a la fumée de cigarettes (qui peut d’ailleurs aussi en étre une cause),
a la différence pres qu’ici I'agresseur est le plus souvent ici un agent pathogéne, majoritairement des
virus (58). Ceux-ci sont capables d’induire la sécrétion de mucus via un chemin impliquant notamment

les Toll-Like Receptors 3 (TLR3) et les récepteurs a I'EGF (59).
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Dans des modeles murins et des cultures cellulaires, I'infection par le Rhinovirus conduisait a
une hyperplasie des cellules caliciformes et a une hypersécrétion de mucines, phénomeéne qui était

bloqué par I'inhibition de la voie de signalisation NOTCH3 par un inhibiteur gamma-secretase (60).

Dans une autre étude de Singanayagam et al. non encore publiée, un excés de mucines
MUCS5AC a été observé dans le lavage bronchiolo-alvéolaire de sujets BPCO en exacerbation suite a
une infection par rhinovirus. Dans cette méme étude, des souris KO muc5AC -/- infectées par le
rhinovirus présentaient une moindre réaction inflammatoire (CXCL1 et 2, TNF, IL-1Béta) que les souris
témoins. Chez ces derniéres, un traitement par inhibiteur de I’'EGFR destiné a diminuer la sécrétion de
MUCS5AC induite par le rhinovirus permettait de diminuer lui aussi la réponse inflammatoire. Cela
pourrait témoigner du réle de MUC5AC dans la sévérité de I'exacerbation (61), bien qu’il puisse aussi

s’agir d’'un mécanisme protecteur proportionné.

De facon intéressante, dans une autre étude conduite par la méme équipe, les corticoides
inhalés diminuaient la réponse immunitaire antivirale (sécrétion d’interféron type | IFNB and IFNA1
and IFNA2/3) chez des sujets humains BPCO infectés par Rhinovirus, et induisaient une augmentation
de la sécrétion de mucines MUC5AC et MUCSB. Cet effet était amoindri dans un modele similaire

d’infection chez la souris aprés traitement par inhalation d’interférons Béta (62).

V. Colonisation bactérienne et mucines

Enfin, la question du rapport entre colonisation bactérienne et production/sécrétion de
mucines est aussi a aborder, un des réles clés du mucus étant celui de barriére physique anti-
bactérienne(63). En effet, la couche de mucus peut étre pensée comme propice au développement et
au maintien d’un microbiote commensal, le réseau de mucines permettant I'ancrage de bactéries
bénéfiques via leurs biofilms, luttant ainsi contre la croissance de germes pathogénes(64). Cependant,
certaines bactéries arrivent a exploiter ce réseau afin de créer un environnement favorable a leur

développement.

Par ex., la pyocyanine du Pseudomonas Aeruginosa peut ainsi augmenter la sialysation (ajout
d’un groupe acide sialique aux chaines glucoconjuguées) et diminuer la fucosylation (ajout d’un
groupement sucré fucose) des mucines, augmentant son pouvoir de liaison aux cellules épithéliales

(65), et défavorisant la prolifération d’autres pathogenes (4,66).

Ces données permettent de mettre en relief I'importance de la qualité du réseau de mucines, et

non pas seulement de sa quantité. Pour souligner cela, et en gardant en téte que colonisation n’est
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pas synonyme de pathogénicité, Sibila et al. ont montré chez des patients BPCO sévéres a I'état stable
que la quantité de mucines MUC5AC et MUC5B dans leur lavage bronchiolo-alvéolaire n’était pas
significativement différente lorsque des germes « colonisant » étaient retrouvés (Haemophilus

Influenzae, Moraxella Catarrhalis, etc...) comparativement aux patients dits non colonisés (67).

2. Asthme

L'asthme est défini comme étant une maladie présentant des variations dans sa présentation
clinique (phénotypes), mais habituellement caractérisée par une inflammation chronique des voies
aériennes. L'asthme associe un cortege de symptémes respiratoires, et une variabilité d’un trouble
ventilatoire obstructif déterminé fonctionnellement (spirométrie) (définition Global Initiative for

Asthma - GINA 2021, (68)). Sa physiopathologie est de mieux en mieux appréhendée.

Bien que la réalité est probablement plus complexe, il est usuel de distinguer deux « endotypes »,
a savoir des patients présentant des profils d’'inflammation de type 2 « -High » (Th2-High) et -Low (Th2-
Low) (69), en référence aux cellules T-helper de type 2, les innate lymhpoids cells 2 (ILC-2) jouant aussi

un role central.

Le premier endotype Th2-High se caractérise par un relargage accru de cytokines « signatures »
(IL-4, IL-5 et IL-13) par des cellules de I'immunité innée et adaptative, ainsi que parleurs biomarqueurs
d’aval (éosinophiles sériques et dans I'expectoration, Fractionnal Exhaled Nitric Oxide (Feno), IgE

totales sériques, périostine, etc...) (Figure 18.).
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Figure 18. Asthme Th2-High (70)

Le second endotype se définit en contraste du premier, les cellules T-helper 1 et/ou T-helper 17

semblant jouer un réle non négligeable dans cette situation (Figure 19.). lls représenteraient 37% des

patients asthmatiques séveres, sur une définition basée sur des études transcriptomiques d’épithélia

de patients dans la cohorte U-BIOPRED(71)
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Figure 19. Asthme Th2-Low (parfois appelé non-Th2)(72)

Ces distinctions Th2-High/Th2-Low nous seront utiles pour la suite de notre propos.

a) Observations

L’obstruction des voies aériennes distales par le mucus joue un réle majeur dans I'asthme aigu

grave et a été tres bien étudiée dans des séries autopsiques (Figure 20.) (73,74).
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Figure 20. Colorations Alcian blue/periodic acid-Schiff (AB-PAS) d’épithélia provenant de poumons de
patients (n = 2) décédés lors d'exacerbations d’asthme, mettant en évidence des glycoprotéines de
mucine dans les grandes et petites voies respiratoires. Barres d'échelle, 500 um et 100 um dans les

médaillons (trachée), 200 um (bronches et bronchioles)(75).

L’obstruction par le mucus est aussi significative dans les cas d’asthme sévere non fatals : Dunican et
al. suggérent que ces « mucus plugs» (bouchons muqueux) sont liés a l'intensité du trouble
ventilatoire obstructif (évalué en spirométrie), mais aussi a I'éosinophilie dans I'expectoration (76).
Dans leur étude, un mucus score (score tomodensitométrique d’impactions mucoides) élevé était lié
aun VEMS < 60% de la théorique et associé a une augmentation des éosinophiles dans I'expectoration

ainsi qu’a la présence d’EPO (Eosinophil Peroxydase).

Une hyperproduction de mucines, et en particulier de mucines MUC5AC, est aussi observée chez
des sujets atteints d’asthme léger a modéré (expectorations induites, mucines « stockées »)(77), ce
qui suggéere une multiplicité des facteurs a I'origine de cette anomalie. Afin de complexifier le tableau,
Woodruff et al. ont observé que dans un groupe de patients asthmatiques dit « Th2-high* » que
I’expression de MUCS5AC était augmentée tandis que celle de MUC5B diminuée (78). Nous retrouvons

ici implicitement la notion d’homéostasie et de ratio entre ces 2 principales mucines.

*(ici phénotype basé sur une signature de 3 génes principaux dont I'expression est induite par

I'Interleukine-13 : Periostin, CLCA1, SERPINB2)

b) Meécanismes physiopathologiques

La physiopathologie de I'asthme peut étre appréciée a travers les prismes suivants :hyperréactivité

bronchique, remodelage épithélial, production/sécrétion de mucus, hypertrophie et constriction
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musculaire lisse. Nous verrons qu’il n’y a pas de frontiére imperméable entre ces différents éléments.

Nous nous focaliserons sur ceux en rapport avec la production/sécrétion de mucus et de mucines.

Remodelage épithélial et production de mucus : voie de signalisation IL-13/SPDEF/STAT6
(Figure 21.)

Le remodelage des voies aériennes dans I'asthme, |éger a sévere, est dominé par I'’hyperplasie
et la métaplasie des cellules caliciformes. Les cellules qui orchestrent ce remodelage sont les cellules
Th2 et les ILC-2. Elles sécretent toutes deux de I'lL-13(79), cytokine primordiale pour obtenir cette
endotype d’hyperproduction/hypersécrétion de mucus. La surexpressiond’IL-13 fait partie du profil

des individus dits Th2-High.

L'IL-13 est a I'origine de I’hyperproduction de MUC5AC in vitro et dans des modeéles murins
(80), ce qui traduit sa capacité a réguler cette production par un effet direct sur les cellules épithéliales
via des modifications de leur profil d’expression d’ARNm et de miRNA(81-83). Une des toutes
premieres étapes serait I'induction de la différenciation de cellules club en cellules caliciformes a
travers I'action coordonnée de facteurs de transcription tels que STAT6/Spdef (Sam pointed domain-
containing ETS transcription factor), Foxa2 et TTF1(84,85). STAT6 est impliqué puisque des souris
transgéniques KO STAT6 -/-, surexprimant I'lL-13, ne développent pas d’hyperproduction de mucus, ce
qui est restauré apres reconstitution sélective de ce géne (80). Cependant, ni STAT6 ni SPDEF ne
régulent directement I'expression et/ou la sécrétion de la mucine MUC5AC. L’hypothése est que cela
passerait plutdt par des génes « spdef-dépendant » tels que: CLCA1(86), Serpin3A(87), et 15-
lipoxygenase-1(88). Il s’agit la d’un cercle vicieux puisque Spdef est capable d’induire la production de
cytokines par I'épithélium (telles que I'lL-33 ou Thymic Stromal Lymphopoiétin (TSLP)), cytokines qui

elles-mémes promeuvent la production d’IL-13 (85).

L'impact de I'lL-13 sur MUC5B semble davantage discutable : il induirait I'expression de MUC5B dans

des modeles murins, mais diminuerait sa production dans des cultures de NHBE en ALI(89).
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Figure 21. Voie de signalisation IL-13/SPDEF/STAT6 (90)

Concernant I'lL-4, I'induction de la production et de la sécrétion de MUC5AC par cette cytokine
observée a l'origine dans des modeéles murins (91) est finalement plut6t liée a la voie de I'lL-13. Une
des explications est que I'lL-4 posséde 2 types de récepteurs, le récepteur a I'lL-4 de type Il étant
composé des sous-unités IL-4Ralpha et IL-13Ralphal, et par conséquent activable aussi par I'lL-13
(Figure 21.) (90). De plus, la sécrétion de mucus est IL-13 dépendante : Cohn et al. ont ainsi montré
que le transfert adaptatif d’'une immunité adaptative Th2 dépourvue de gene exprimant I'lL-4 induit
tout de méme une hyperplasie des cellules caliciformes et une hypersécrétion de mucus dans un
modele murin(92). L'IL-4 garde toutefois un réle dans le recrutement des cellules Th2(93). Dans une
approche thérapeutique, I'inhibition conjointe de ces 2 voies est donc préférable a une inhibition isolée

de chacune d’elle (cf. paragraphe IV.5.).
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Figure 22. Récepteur a l'lL-4 et a I'lL-13 (94)

Bien sOr tout ce qui sera situé « en amont » de ces voies précédemment décrites est a
considérer comme potentiellement « mucomodificateur ». C’est notamment le cas de Thymic Stromal
Lymphopoietin (TSLP), une cytokine (une alarmine) produite en exces par les cellules de I'épithélium
bronchique d’une majorité de patients asthmatiques séveres, qui de par son role de promotion de la
réponse immunitaire Th2 va conduire elle aussi in fine a I'endotype d’hyperproduction et

d’hyperrsécrétion de mucines, en faisant une cible thérapeutique (cf. paragraphe IV.5.).

ii.  Hypersécrétion de mucines

Concernant I'hypersécrétion, I'lL-13 peut aussi induire des génes ayant un réle primordial dans
I"hypersécrétion de mucus, tel que TMEM16A (transmembrane protein 16A) qui est un canal chlore

calcium-dépendant nécessaire a I'exocytose de granules contenant muc5AC(95).

Ensuite, tout comme ce que nous avons vu dans la BPCO, la présence d’agresseurs (polluants,
fumée de cigarette) ou, plus spécifiquement a I'asthme, d’allergenes (ou leurs éléments d’aval dans la
réaction allergique), peut stimuler la sécrétion de mucines et sa production, notamment via le

récepteur de I'EGF (96).

iii. Hyperréactivité bronchique, muscle lisse et mucines



41

Durant un épisode de bronchoconstriction, les cellules épithéliales sont sujettes a des stress
physiques (mécano stimulation) qui sont capables d’activer la production de TGF-Béta et de GMCSF,
qui a leur tour peuvent recruter des cellules dendritiques et d’autres cellules de I'immunité(97), a
I'origine de I'activation du systéme immunitaire inné et adaptatif. Cette mécano stimulation augmente
aussi I'expression de I’EGF(98) qui va promouvoir la métaplasie des cellules caliciformes(96). Cela
permet d’expliquer les observations in vivo de Grainge et al. : sur des biopsies bronchiques de patients
asthmatiques soumis seulement a un test de provocation bronchique a la méthacholine et non pas a
un test de provocation allergénique, les auteurs observaient du remodelage caractérisé par une
prolifération des cellules caliciformes, un épaississement de la membrane basal et une hypersécrétion

de mucus(99).

Le probleme peut aussi étre pris a I'envers. En effet, Evans et al. ont montré sur des modeles
murins d’asthme (ovalbumine/aspergillus) que le géne muc5ac était nécessaire a I'expression d’une
hyperréactivité bronchique (100) : ces souris KO muc5ac -/- perdait cette caractéristique malgré une

provocation bronchique ala méthacholine.

Enfin, au-dela d’un rdle considéré souvent a tort comme passif des cellules clés de la
bronchoconstriction, les cellules musculaires lisses, certains auteurs suggéerent que ces derniéres sont
capables d’induire une hyperproduction et une hypersécrétion de mucines. Faiz et al. ont montré
gu’en réponse a I'lL-1Béta, élément de l'inflammasome NLRP3 (NOD-, LRR- and pyrin domain-
containing protein 3) exagérément exprimé dans I'asthme(101), des cellules musculaires lisses des
voies aériennes cultivées en ALl issues de patients asthmatiques sécrétaient davantage de CCL20. llIs
ont ensuite montré que cette cytokine était a I'origine d’une hyperproduction de mucines MUC5AC
lorsqu’utilisée comme traitement sur des cultures en ALl (lignée CALU-3). De plus, cette augmentation
de CCL20 est retrouvée in vivo dans les expectorations de sujets asthmatiques. Son récepteur CCR6 est
lui présent a la fois sur des cellules musculaires lisses des voies aériennes, mais aussi d’autres types
cellulaires (Figure 23.) (102,103). Ces mécanismes physiopathologiques pourraient étre a I'ceuvre a la
fois dans I’asthme « Th2-High » et « Th2-Low », une hyperplasie et une migration de ces cellules étant

associées aux cytokines Th17 (104,105) mais aussi aux cytokines Th2 (106,107).
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Figure 23. Possible "cross-talk" entre les cellules musculaires lisses et I'épithélium bronchique (102)

iv. Impact de la perturbation de I"homéostasie des mucines

Nous I'avons vu, MUC5AC, produite de facon accrue, endosse alors un role pathologique et
MUCS5B, dont I'expression est déficitaire dans I'asthme, pourrait perdre son réle protecteur (108).
Toutefois, ces observations d’altérations de I’expression des mucines n’impliquent pas la formation
d’un mucus intrinsequement pathologique in vivo dans les voies aériennes des sujets asthmatiques.

Des données de confirmation in vivo sont nécessaires.

L’équipe de J.V. Fahy a montré que ces altérations impactaient le ratio MUC5AC/MUC5B
directement observé dans I'expectoration de patients asthmatiques(109), qui était plus élevé
comparativement aux patients contréles (Figure 24.). Un ratio plus élevé était d’ailleurs lié a un
endotype Th2-High (éosinophiles dans I'expectoration >2%). Cette constatation in vivo est
extrémement pertinente car confirme les données des modéles cellulaires et animaux. De plus, cela
permet d’échafauder d’autres hypothéses liées davantage a I'impact de la modification du réseau de
mucines. Par ex., cette moindre représentation de la mucine MUC5B pourrait favoriser la survie des
éosinophiles dans le réseau de polymere par une moindre interaction avec Siglec-F (Sialic acid-binding,

immunoglobulin-like lectin), nécessaire pour induire 'apoptose des éosinophiles (110).
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Figure 24. Les images d'immunofluorescence d'un frottis d'expectoration d'un donneur asthmatique
montrent que MUC5AC et MUC5B sont présentent dans le gel de mucus (F). Les images du plan de
coupe révelent une faible proportion de MUC5B comparativement a MUC5AC (G) (109)

Autre exemple, un réseau riche en mucines MUC5AC semble « s’ancrer » davantage a
I’épithélium bronchique, voire carrément se connecter aux cellules sécrétrices, altérant ainsi le

transport mucociliaire et favorisant les bouchons muqueux (Figure 25.) (111).
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Figure 25. Représentation de I'ancrage accrue a I'épithélium d‘un mucus riche en MUC5AC dans

l'asthme (79)

V. Anomalies qualitatives du mucus

Rhéologiquement parlant, le mucus des patients asthmatiques présente des composantes
visqueuses et élastiques augmentées(112), expliquées vraisemblablement par des proportions

relatives en mucines différentes, ce que nous tenterons de démontrer dans nos travaux, mais aussi
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peut-étre par la prépondérance du glycoforme « high-charge » de MUC5B dans I'asthme (79)

soulignant ainsi I'importance de la glycosylation des mucines(113).

Enfin, des modifications post-transcriptionnelles pourraient aussi influencer le comportement
physique de ce mucus. Par exemple, a 'instar de ce qui a été démontré dans la mucoviscidose(114), le
pH a I'intérieur de la lumiere bronchique pourrait étre a I'origine d’un défect de « 'unpackaging » de
la mucine MUCSB une fois sécrétée, puisque I'expectoration de patients asthmatiques en exacerbation

a été décrite plus acide que la normale(115).

Vi. Lien entre le phénotype clinique « bronchite chronique » et les données physiopathologiques

A la lumiére des données précédemment exposées, il est bon de se demander si ces
observations peuvent étre reliées a un phénotype clinique « mucosécrétant»: cette
hyperproduction/hypersécrétion de mucus a-t-elle une traduction autre que dans des séries

autopsiques ?

Notre équipe a montré que le symptome « bronchite chronique », objectivement mesurée par un
guestionnaire validé (CASA-Q) auprés de patients asthmatiques, n’était pas corrélée a I’hyperplasie
des cellules caliciformes dans les biopsies bronchiques de ces mémes patients (116). Cette observation
est a mettre en lien avec la subjectivité du report du symptébme « bronchite chronique » par les

patients et les praticiens et doit nous mettre en garde quant aux limites du phénotypage clinique.

3. Bronchectasies (hors mucoviscidose = bronchectasies non-CF (cystic fibrosis))

Les bronchectasies sont définies scannographiquement par des bronches élargies ; classiguement
et de fagon assez partiale par un calibre de 33% supérieur a celui de leurs artéres bronchiques
adjacentes (Figure 26.). Elles peuvent ne toucher qu’un segment de lobe est étre focales, ou bien
atteindre plusieurs lobes et étre diffuses. Les premiéres études histopathologiques mettaient déja en
évidence une atteinte sévére des voies ariennes distales, des bronchiolectasies, et des bouchons
muqueux (117). La « bronchorrhée » et la toux sont des caractéristiques cliniques typiques des patients
présentant des bronchectasies, tout comme les exacerbations, la plupart du temps d’origine
infectieuse, qui émaillent leur histoire naturelle. Toutefois il y’a la aussi une hétérogénéité certaine

puisque certains patients restent totalement asymptomatiques.
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Figure 26. Tomodensitométrie thoraciques révélant des bronchectasies (118)

Les bronchectasies non-CF sont complexes a aborder car il s’agit davantage d’une entité plus
que d’une maladie. De plus leurs étiologies, bien souvent non retrouvées (bronchectasies
« idiopathiques »), sont extrémement hétérogénes (Figure 27.) (119). Définir un mécanisme
physiopathologique commun est donc un non-sens, d’autant plus lorsqu’on s’apercoit que les
bronchectasies peuvent étre retrouvées dans la BPCO et dans I'asthme ; nous pouvons seulement
supposer qu’un des mécanismes physiopathologiques pourrait étre une dysrégulation de
I'homéostasie immunitaire, locale et/ou systémique, puisque les bronchectasies peuvent étre
retrouvées a la fois dans des déficits immunitaires mais aussi dans d’autres maladies a I'inverse dites
« hyper-immunes »(120). Les bronchectasies traduiraient alors un défect de la réponse de I'héte,

déterminée génétiquement, aux différents « stress environnementaux »(121).
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Initial tests:
+ | CBC/protein electrophoresis/Ig levels/specific antibody levels/autoimmune work-up/specific IgE and
Aspergillus fumigatus precipitins/bacterial and mycobacterial sputum culture/PFT

al

_mamzflmﬁﬁ%%m&

b) Clinician diagnosis

B Idiopathic @ Post-infective @ COPD O Asthma @ CTD ABPA B Immunodeficiency B post-TB

O iBD @ PCD B NTM B Sarcoidosis B GORD/aspiration M Other O Two aetiologies O ATATD

Figure 27. Algorithme de classification des bronchectasies non-CF(119)
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[ Airway dysfunction

[ Inflammatory response
3 Structural disease

3 Infection

» Epithelial dysfunction
» Mucus hypersecretion

Figure 28. Modele physiopathologique proposé dans les bronchectasies non-CF (121)

Nous allons nous focaliser ici sur les caractéristiques du mucus et sur les facteurs pouvant
influencer sa production. Les données sont souvent extrapolées a partir d’observations issues du
monde de la mucoviscidose, ce qui représente un biais certain compte-tenu du caractere
monogénique de cette maladie (mutation du géne CFTR) et de I'absence d’anomalie du canal CFTR

dans les bronchectasies non-CF non mutées (122).

Le cas de I’ABPA (aspergillose broncho-pulmonaire allergique) ne sera pas abordé dans ce chapitre.

a) Microbiote, infection chronique, exacerbation et mucines

Les bronchectasies se caractérisent par une infection chronique généralement
polymicrobienne (colonisation) dans plus de 50% a 80% des cas (123) et par des exacerbations (124).
Les germes les plus fréquemment représentés sont Pseudomonas Aeruginosa et Haemophilus

Influenzae. Ce microbiote est bien évidemment impacté par les antibiothérapies itératives(125).
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Dans une magnifique étude portant sur la bactérie Pseudomonas Aeruginosa et I'infection d’un
modele 3D de « mucus natif » (mucus de cochon), Wheeler et al. ont déterminé que le réseau de
mucines permettait d’initier une régulation négative des genes de virulence impliqués dans le quorum-
sensing (régulation de I’expression de génes bactériens en fonction de la densité bactérienne
environnante), la biosynthése des sidérophores (chélateurs bactériens du fer) et la sécrétion de toxines.
Ce mucus était aussi a I'origine d’une désintégration rapide du biofilm, une caractéristique des

infections de muqueuses (126). Cela souligne bien le role de barriére du mucus.

Par ailleurs, Sibila et al. ont montré que la mucine MUC2 était retrouvée en proportion plus
élevée dans les expectorations de patients avec bronchectasies non-CF dits colonisés,
comparativement aux patients non colonisés (particulierement lorsqu’il s’agissait de Pseudomonas
Aeruginosa), tandis qu’aucune différence n’était retrouvé pour la mucine MUC5AC(127). A noter que
MUCS5B était indétectable. Toutefois, les méthodes de collecte des échantillons, de purification et de
détection par Kit Elisa ont été critiquées par la suite par I'équipe de Ramsey qui a été capable de
retrouver une sécrétion de MUC5B dans son étude(128)). L’absence de groupe contrdle est aussi

critique.

Concernant les exacerbations, bien que peu d’études aient été menées spécifiquement dans
les bronchectasies non-CF pour comprendre les interactions entre microbiote et régulation de la
production/sécrétion de mucines, nous pouvons prudemment extrapoler certaines observations faites
chez des patients ayant une mucoviscidose: durant une exacerbation, la sécrétion de MUC5AC et
MUCSB est fortement augmentée, cette augmentation passerait par les médiateurs précédemment
décrits dans d’autres pathologies obstructives (LPS, TLR, voie de I'EGFR, etc...)(22), et elle serait
maximale des le début de I'exacerbation pour MUC5B, progressive pour MUC5AC (129). Partant de la
nous pouvons spéculer qu’a I'état stable MUC5AC est séquestrée en intra-cellulaire, ne pouvant
contribuer a une clairance muco-ciliaire efficace des pathogénes qui se lient aux mucines, contribuant
a une susceptibilité accrue aux infections (130). Ces affirmations doivent toutefois étre prises avec
beaucoup de précaution, car dans la mucoviscidose la quantité absolue de mucines produite a I’état
de base est certes diminuée et hyperconcentrée (131), mais la quantité d’ADN fragmenté issus de
débris cellulaires est le composant principal retrouvé dans les expectorations (132) et I'altération de
I’hydratation du mucus par déficience du canal CFTR reste la problématique clé : le remodelage des

voies aériennes a |'origine de I'hyperproduction/sécrétion de mucus n’est pas le primum movens.

Les bactéries ne sont pas les seuls microorganismes retrouvés dans cette entité. Cause ou
conséquence, les bronchectasies sont propices au développement de champignon, et notamment

d’Aspergillus Fumigatus (133), ainsi que de mycobactéries atypiques non tuberculeuses (NTM, pour
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non-tuberculous mycobacteria) dont I'incidence y est 60% plus élevée que dans les autres pathologies
obstructives(134), faisant supposer une altération de la barriére protectrice de mucus. Une mutation
du gene CFTR est souvent retrouvée (50% en prospectif) dans une population incidente de patients
bronchectasiques infectés a NTM, mais les critéres diagnostiques pour une mucoviscidose ne sont
réunis que dans 20% des cas (135). Thornton et al. ont montré qu’une préincubation de tissue nasal
avec des mucines MUC5AC et MUC5B diminuait ensuite I'adhésion de NTM a la matrice extra-cellulaire

aprés inoculation(136). Aucune étude n’a étudié in vivo l'interaction NTM/Mucines.

La principale limite a la compréhension des interactions hétes-pathogénes et leurs impacts sur
la production de mucus reste notre capacité méme a détecter ces germes et leurs profils de sensibilité,
qui évolue en méme temps que nos technologies et qui nous fera peut-étre redéfinir la notion de

pathogénicité et sortir du paradigme microbe/antibiotique.

b) Hyperconcentration en mucines et hydratation du mucus

Ramsey et al. de I'équipe de Richard Boucher ont étudié les concentrations en mucines et les
propriétés biophysiques d’expectorations spontanées ou induites de patients présentant des
bronchectasies non-CF. Ces expectorations étaient hyperconcentrées en mucines totales, et en
particulier en MUC5AC et MUC5B comparativement a des sujets sains. Ce résultat concordait avec les
observations de biopsies bronchiques de ces patients qui révélaient davantage de cellules marquant
MUCS5AC et MUCS5B. Toutefois cela ne se traduisait pas par une augmentation de |'expression des

génes codant pour ces mucines, les taux d’ARNm étant similaire dans le groupe sujets sains (128).
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Figure 29. Mucines dans les expectorations induites de personnes atteintes de bronchiectasie non-CF
et de sujets témoins sains. (A) Quantification de MUC5B (mucine 5B) (Ai) et MUC5AC (Aii) par

spectrométrie de masse marquée par un standard interne (128)

Ce contraste entre I'absence d’augmentation de la transcription des mucines d’une part, et
I’hyperconcentration du mucus en ces mémes mucines d’autre part, intrigue. Les hypotheses avancées
par I'équipe de Richard Boucher regroupent de possibles régulations post-transcriptionnelles de la
production des mucines, ou bien le fait que ce soit I'état de moindre hydratation plus que I'état
d’hyperproduction du mucus qui conduit a la concentration du mucus (137,138). Pour appuyer ce
dernier point, ils avancent trois observations issues de la littérature : 1) La forte adhérence du mucus
a son épithélium induit une hypoxie locale capable d’inhiber I'activité CFTR et donc d’altérer le
transfert de fluide (139,140), 2) de maniére comparable a ce que nous avons vu dans la BPCO, la
présence anormale de nucléoside/nucléotide en extra-cellulaire pourrait perturber la balance
« absorption de Na+/sécrétion de Cl- » (40), 3) I'activité HNE (Human Neutrophil Elastase) - dont la
concentration dans I'expectoration est ici corrélée dans I'étude de Ramsey a la concentration de
mucines - pourrait contribuer au déséquilibre de I'état d’hydratation du mucus en favorisant

I"absorption de fluide(141).

Enfin, pour revenir aux malades, il est intéressant de noter que la concentration en mucines

était inversement corrélé au VEMS et positivement corrélé a un score scannographique d’extension
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des bronchectasies, mais aussi totalement indépendante de la présence de pathogene en

microbiologie.

c) Augmentation de la viscoélasticité du mucus

Dans de précédentes études de Ramsey et al., les auteurs retrouvaient aussi une augmentation
des modules élastiques et visqueux des expectorations des patients avec bronchectasies non-CF, ainsi
gu’une augmentation du module osmotique(128,142). Au vu de ce que nous avons vu précédemment
et par analogie avec la mucoviscidose, cela pourrait traduire un défaut d’hydratation du mucus et une

hyperconcentration des composants solides du mucus dont les mucines font partie.

Aussi, Alcaraz-Serrano et al. ont montré que les expectorations de patients avec
bronchectasies non-CF dans lesquelles sont retrouvés du Pseudomonas Aruginosa de phénotype
muqueux (mPA) présentent des modules visqueux et élastiques plus élevés que des expectorations
sans germes retrouvés(143). Cela impliquerait un impact de la colonisation de germes potentiellement
pathogenes sur la rhéologie du mucus. Toutefois il est difficile de généraliser ces résultats:
premierement, il n'y avait aucune différence significative entre les groupes « mPA » et « PA non
mugqueux», deuxiemement, il n’y avait aucune différence significative entre les groupes présentant ou
non des pathogenes dans leurs expectorations lorsque la fréquence d’oscillation appliquée a
I’expectorat pour I'analyse rhéologique était plus élevée (100 rad/s, soit une simulation de I'effort de

toux).

Notre travail s’attachera a évaluer I'impact de la microbiologie sur la rhéologie du mucus.
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Nous venons de le voir le mucus, sa composition, ses propriétés biophysiques et sa régulation, jouent
un réle central dans la physiopathologie des principales maladies obstructives des voies aériennes. Afin
d’en faire une cible thérapeutique efficiente, il est crucial de savoir I'analyser dans toutes ses
dimensions. Le prochain chapitre est une revue de la littérature décrivant les principaux outils d’analyse

des expectorations et du mucus en particulier a notre disposition en 2021
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Outils d’analyse des expectorations et du mucus dans les pathologies
bronchiques obstructives

« Sputum and mucus assessment tools for muco-obstructive lung diseases in
2021: Time to “unplug” from our daily routine ! »

(Revue de la littérature en réponse a l'invitation du journal « Cells »)



10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23
24

25
26
27
28
29
30
31

32
33

34

Sputum and mucus assessment tools for muco-obstructive lung diseases in
2021: Time to “unplug” from our daily routine !

Jeremy Charriot 2, MD j-charriot@chu-montpellier.fr

Mathilde Volpato 1, MD m-volpato@chu-montpellier.fr

Aurélie Petit !, PhD aurelie.fort@inserm.fr

Isabelle Vachier !, PhD isabelle.vachier@medbiomed.fr

Arnaud Bourdin 2, MD, PhD a-bourdin@chu-montpellier.fr

1 - Department of Respiratory Diseases, Montpellier University Hospitals, Arnaud de Villeneuve
Hospital, Montpellier Cedex, France.

2 - PhyMedExp INSERM U1046, Montpellier, France.

Corresponding author:

Jeremy Charriot, Department of Respiratory Diseases, Montpellier University Hospital, Arnaud de
Villeneuve Hospital, 371 Avenue du Doyen Gaston Giraud — 34295 Montpellier Cedex, France:

Mai: j-charriot@chu-montpellier.fr

Phone : +33 4 67 04 20 20

The authors declare no conflicts of interest in relation with this study.

Abstract word count: 215
Manuscript word count: 4272

Keywords: asthma, COPD, non-CF bronchiectasis, muco-obstructive lung diseases, sputum, mucus,
mucins, rheology



35
36

37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

54

Abbreviations

AB/PAS: Alcian Blue / Periodic Acid-Schiff stain

ChIP: Chromatin immunoprecipitation

COPD: Chronic obstructive pulmonary disease

ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent assay

FEV1: Forced expiratory volumein1ls

FRAP: fluorescence recovery after photobleaching

HRCT: High-Resolution Computed Tomography

IL: Interleukin

MCC: Mucociliary clearance

mRNA: Messenger ribonucleic acid

MUC: Human mucin (denoted with the number after MUC)
muc5AC: Mucin 5 AC

muc5B: Mucin 5B

non-CF bronchiectasis: non- cystic fibrosis bronchiectasis
PCL: Periciliary layer

RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction
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Abstract

Obstructive lung diseases such as Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD), Asthma or
non-cystic fibrosis (non-CF) bronchiectasis share some major pathophysiological features : small
airway involvement, dysregulation of the adaptative and innate immune lung homeostasis, mucus
hyperproduction and/or hyper concentration. Mucus regulation is a particularly interesting way to
approach these diseases as it contributes to the airflow obstruction, the intensity of symptoms, the
severity of theses diseases and to some extent to their prognosis. It is therefore crucial to understand
what constitutes the mucus of our patients, its behavior in the stable state and during an exacerbation
and its regulatory mechanisms. These are all elements that can represent therapeutic targets,
especially in the era of biologics. First, we will briefly discuss the composition and characteristics of
sputum with a focus on mucus and mucins in particular, and then elaborate on the different ways of
collecting samples and ensuring their quality. We will then review the different direct analytical
techniques available in routine or more experimental settings, and discuss their advantages,
limitations. We will also discuss indirect ways of assessing mucus (questionnaire, High-Resolution
Chest Tomography (HRCT) scanning, lung function). Finally, we will try to integrate these techniques
with current and future therapeutic possibilities. Cystic fibrosis will not be discussed in this paper

because of its monogenic nature.
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Sputum, Mucus and Mucins in healthy subjects

Role and components

Sputum is mucus that is coughed up from the lower airway. Mucus has a physiological role in
humidifying the airway, acting as a physical and immunological barrier, and participating in mucociliary
transport. It has unique biophysical properties, including viscoelasticity, changing rheology and self-
repairing capacity, and is therefore an ideal medium for trapping and immobilizing external pathogens
and toxins(1). This important role explains its preservation during the evolution of various species,

from corals to humans(2).

In healthy subjects, airway mucus is composed of 98% water, 0.9% salt, 0.8% globular proteins
and 0.3% high molecular weight polymers (3). In order to approach the muco-ciliary apparatus as a
whole, mucus is now represented as being composed of two gel phases, a mucus layer and a periciliary
layer (4) (Figure 1). Mucus is mainly composed of mucins. The latter are large glycoproteins (0.2 to
10micronm for a single polymer and about 400 kDa) that have regions rich in serine and threonine

residues that can bind by O-Glycosylation to glycan chains.

There are several genes (MUCs) encoding distinct mucins and only seven of them are secreted.
Only 5 of these secreted mucins can polymerize and thus take part in the formation of a gel, 3 being
secreted in the airway and all located at chromosome 11p15.5: MUC5AC, MUC5B and MUC2 (6). In
healthy human airway, MUC5B is the dominant secretory mucin in the superficial epithelium (club cells
and goblet cells) and submucosal glands, with distal airway being a major site of expression. MUC2

secretion is negligible (7).

Airway mucins regulation

When discussing the regulation of airway mucins, it is important to distinguish between
production (i.e., expression/transcription/synthesis) and secretion (exocytosis of mucins-containing
granules). Various pathways enhancing mucus production have been described (8). One of the most

studied is the EGFR/RAF/RAS/MEK/ERK pathway that leads to mu5ac gene expression in response to
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several ligands such as Lipopolysaccharides (LPS), TGF-alpha, Amphiregulin, etc. (9,10). Another
pathway of interest, the IL13/STAT6/SPDEF pathway, is also involved in mucus production and is
responsible for airway remodeling toward a mucosecretory profile (goblet cell hyperplasia and

metaplasia) in obstructive lung diseases (11,12).

Mature polymerized mucin secretion occurs continuously at low levels but may be amplified
by many stimuli. In the basal state, granule exocytosis is induced by low levels of activation of the
purinergic P2Y2 and Adenosine 3 receptors by paracrine released extracellular ATP (and its metabolite,
adenosine). The activated receptors are coupled to phospholipase C by the Gq protein, which cleaves
Di-acyl-glycerol (DAG) and Inositol triphosphate (IP3). DAG activates Munc13 to open Syntaxin so that
it can form a soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor (SNARE) complex
with synaptosomal-associated protein 23 (SNAP-23) and vesicle-associated membrane protein
(VAMP), bringing the plasma and granule membranes together. IP3 induces calcium release from IP3
receptors (IP3R) into the endoplasmic reticulum, activating synaptotagmin to induce the final coiling

of the SNARE complex, which results in membrane fusion and mucin release (13,14).

Given these data, we can easily imagine that preserving a mucins MUC5AC/MUCSB ratio is

crucial to prevent the development of obstructive lung diseases(15).

Mucus and mucins in muco-obstructive lung diseases

Richard C. Boucher and his team from the university of North Carolina-Chapel Hill have
proposed the term “muco-obstructive lung diseases”, which encompasses lung diseases with common
pathophysiological features of small airway involvement with mucus plugging, dysregulation of mucins
homeostasis (hyperconcentration) and of their biophysical properties (increase of mucus viscosity and
elasticity), and airflow obstruction (5). Asthma, which shares all these characteristics, has a place in
our discussion despite specific pathological pathways involving innate and adaptative immunity

deficiency.
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COPD

COPD is defined by respiratory symptoms and airflow obstruction(16). Small airway are early
affected (17), which is partly due to mucus hypersecretion. This abnormality is correlated with the
severity of airflow obstruction and with mortality(18). Kesimer et al. have shown in patients with
severe COPD from the cohort SPIROMICS (Subpopulations and Intermediate Outcomes Measures in
COPD Study) that absolute concentrations in mucins MUC5B and MUC5AC were 10 times higher than
those in healthy subjects, and that total mucins concentration could predict chronic bronchitis(19).
The same team later demonstrated in the same population that MU5AC concentration in induced
sputum was better correlated than MUC5B concentration with COPD features (FEV1 (Forced Expiratory
Volume in the 1% second), exacerbations rate, hyperinflation)(20). Several mechanisms have been
proposed to underpin these observations. They include 1) an obvious impact of past or current
cigarette smoke exposure on airway remodeling (goblet cells hyperplasia and metaplasia)(18,21), on
mucus production/secretion -in particular through the Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)-
(10,22,23), and on mucus hydration (24-26), 2) a qualitative impairment of the mucin network,
enhanced in the settings of chronic infection and/or acute exacerbations (1,27-29), 3) an impairment

of the muco-ciliary clearance that might be worsened by a possible deficiency in cilia motility (30).

Asthma

Mucus plugs have long been described in asthma, especially in fatal cases(31). In severe
asthma, they are in relation with the severity of the airflow obstruction and with the eosinophilia in
sputum (32). Mucus and especially MUC5AC hyperproduction have also been observed in patients with
mild to moderate asthma, whereas muc5b gene expression is rather reduced (33) suggesting a
multiplicity of pathophysiological mechanisms leading to such abnormalities (34,35). Although distinct
endotypes (Th2-High and Th2-Low) have been described in asthma (36), we will mention here in
particular the importance of the IL-13/SPDEF/STAT6 pathway (Interleukine-13/SAM Pointed Domain
Containing ETS Transcription Factor/Signal Transducer And Activator Of Transcription 6) that drives

airway remodeling toward a different mucosecretory pattern through goblet cells metaplasia and
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hyperplasia (37,38), muc5ac overexpression (39), and presumably reduced production of mucin
MUCS5B. The latter totally destabilizes the MUC5AC/MUCSB ratio, the increase of which is linked to a
Th2-High endotype (40). This is consistent with the observation that a mucus with less mucins MUC5B
could favor eosinophils survival (41). In parallel, another study showed that a mucin-rich MUC5AC
network was more strongly tethered to the epithelium, impairing mucociliary clearance(42). These
data highlight the fact that mucus quality is as important as quantity in our pathophysiological
approach. Interestingly, bronchoconstriction alone is also able to induce a secretory epithelial profile
and mucus hypersecretion (43), suggesting a possible cross-talk between airway smooth muscle cells
(ASMc) and secretory cells that could act through the epithelium-derived cytokine CCL20 and its

receptor CCR6 (44,45).

Non-CF bronchiectasis

To propose a common pathophysiological pathway for mucus overproduction/over secretion
in non-CF bronchiectasis, a high-resolution chest tomography (HRCT) scanning diagnosis, is a daunting
challenge due to the heterogeneity of this entity and the multiplicity of the etiologies, when found(46).
The first histopathological studies found severe small airway disease, bronchiolectasis and mucus
plugs(47). Besides, although chronic bronchitis and exacerbations are a hallmark of this condition, they
are not systematically reported. Data about mucus and mucins regulation are scarce and often
extrapolated from Cystic Fibrosis (CF), yet a monogenic disease. The main alterations observed in the
sputum of patients are mucins MUC5AC and MUC5B hyperconcentration and an increase of their
viscous and elastic modulus. This was contrasting with no increase in mucins gene expressions (48). It
suggests that mucus presents at a dehydrated state, possibly induced by local hypoxic inhibitions of
CFTR activity (49) or by fluid absorption enhanced by Human Neutrophil Elastase activity (HNE) (50).
Noteworthy, 50% of patients with an incident diagnosis of bronchiectasis are found to have at least
one CFTR mutations that does not necessarily implies a cystic fibrosis diagnosis(51). At last, the impact
of chronicinfection and exacerbation deserves a comment, even if there few in vivo studies specifically

addressing this issue in non-CF bronchiectasis. Based on in vitro or ex vivo models of Pseudomonas
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Aeruginosa infection showing that mucus downregulates bacterial virulence genes at basal state
(52,53), we can speculate that alteration of the mucins homeostasis and network in bronchiectasis

contribute to mucociliary impairment and increased susceptibility to infection.

As we have just seen, mucus and mucins are major determinants of obstructive airway disease.

However, reliable and relevant measurement of these parameters in humans remains challenging.

Samples collection

Flexible Bronchoscopy

Bronchial flexible fibroscopy (also called bronchoscopy) is the mucus collection tool that
immediately comes to mind for any respiratory physician. It allows a subjective, non-quantitative
macroscopic study of mucus secretion and bronchial mucosa (54)(dilated bronchial mucus glands,
atrophy). Bronchoscopy can also be used to aspirate mucus or even mucous plugs, and/or to perform
a bronchoalveolar lavage (BAL) whose the fluid will reflect the composition of non-contaminated
mucus in small airway. However, retrieval of BAL fluid is variable, especially in patients with the most
severe small airway involvement(55). Bronchoscopy also allows bronchial biopsies or epithelial
brushings to be taken to assess airway remodeling (56). Although excellent for the latter analysis, the
realization of the examination itself may modify several parameters that may impact on the
composition or quality of the mucin network: for example, lidocaine is usually instilled into the airway
and could reduce mucus production (57,58), saline solution is used for BAL and may change the
rheological properties of mucus(59) and finally, cough, physical stress or mechanical stimulation
induced by the endoscope may favor mucus secretion through the activation of the cholinergic
system(60). The drugs used for anesthesia (when general anesthesia is preferred) may rather impact
on mucociliary clearance(61). The medical environment needed, the invasive nature of fibroscopy and

its morbidity for the most severe patients remain the main limitations of this examination.
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Sputum

Sputum seems the easiest way to collect mucus via cough. No medical supervision is needed for
spontaneous sputum. In contrast, “induced sputum” requests serial standardized spirometric
assessments and clinical evaluation as hypertonic saline nebulization can lead to bronchial
hyperresponsiveness(62,63). Standardized processing procedures (purification, centrifugation, no
freezing) are also crucial to obtain reliable data (64). The quality of these samples is usually assured by
cytology examination (<25% squamous cells(65)), and alpha-Amylase activity in the sample (19) even
if no consensual threshold has been defined. Comparative studies of the two methods have shown
similarities in total cell counts but a greater number of viable cells are observed in induced sputum
samples (66). Moreover, a correction factor needs to be applied when assessing the percentage of
solids and mucins in mucus due to the use of hypertonic saline(67). Another potential pitfall for data
analysis is that this hypertonic solution also modifies sputum rheology. That said, the variations are in
the same direction for all the pathologies studied (68,69). Although relevant to understand the
pathophysiology of obstructive lung diseases, studies with spontaneous sputum methods are
restricted to subjects able to expel, and that induced sputum is not feasible in patients with severe

airflow obstruction. These facts may introduce a selection bias in such experiments.

Direct assessment techniques of human airway mucus and mucins

Bearing in mind the advantages and disadvantages as well as the potential biases and
difficulties associated with sampling human airway mucus, its “direct analysis” remains a valuable and

varied source of information, which we will now detail.

Macroscopic studies of sputum

Patients are the first eyewitness to changes in their sputum. In his now famous 1987 paper, Anthonisen
defined COPD exacerbation by increased purulence and sputum production (70) and thus supported
the introduction of antibiotic in this condition. This definition is still in use in the most recent

guidelines(16). The limits of this assessment are intuitive: the definition of purulence is inaccurate
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(from uncolored to yellow-green), and the link with bacterial infection of the lower respiratory tract
controversial (71,72). Indeed, the presence of pathogens in sputum does not necessarily imply a need
for antibiotics(73). Moreover, this “technique” coming from the COPD world can hardly be
extrapolated to asthma: here, sputum color may be linked to neutrophilia but does not replace

cytology (74,75).

Cytology

Total cell count is a useful routine tool to assess sputum quality (76) and classify airway inflammation,
especially in asthma(77): 1) sputum samples with normal neutrophil (<61%) and eosinophil (<1.9%)
counts are considered as paucigranulocytic 2) samples with normal neutrophil counts and raised
eosinophil counts (>2%) are considered as eosinophilic 3) samples with raised neutrophil counts
(261%) and normal eosinophil counts are considered as neutrophilic 4) samples with both raised
neutrophil and eosinophil counts are considered as mixed granulocytic. Cytology is relevant to
understand mucus regulation as neutrophilia has been linked to mucus hypersecretion through an
increase in Human Neutrophil Elastase (HNE) release(78), and sputum hypereosinophilia has been
shown to modify mucus and favor mucus plugs notably through the formation of Charcot-Leyden
Crystals (CLC) in obstructive diseases such as asthma(32,79). Cytology protocols are now well

standardized and their limits are essentially in relation with the sampling quality(76).

Microbiology

We have previously described the influence of microbiome and acute or chronic infection in
airway mucus regulation. The current gold standard for sputum microbiology is based on smear
microscopic examination (bacteria, mycobacteria, aspergillus), their identification after staining and/or
biochemical tests (motility, McFarland standard, fluid thioglycolate medium (FTM), catalase, and
oxidase tests), then their cultures for growing in different media. Their antimicrobial will then be tested
when possible(80). Numerous quality checks exist at each of these steps. However, the low yield of

such technique in the literature for a diagnosis of Lower Respiratory Tract Infection (LRTI) raises
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questions : it ranges from 13% for non-invasive techniques up to 56% for invasive sampling (BAL
fluid)(81,82). The main limitation reported is once again the quality of the sample, that for instance
may be contaminated by pathogens from the upper airway or non-representative of distal airway

microenvironment.

The development of Nucleic Acid Amplification Test (NAAT) procedures allows us to identify
an ever-increasing range of pathogens, including viruses, with increased sensitivity and very high
specificity (83). This is particularly valuable during acute exacerbations of obstructive lung diseases
induced by viruses, as for asthma where it accounts for more than half of cases even in adults (84).
Although beneficial to reduce unnecessary exposure to antibiotics, the rise in the use of multiplex
molecular assays for respiratory infection syndromes (85) or in stable obstructive lung diseases, also
raises concerns due to its high sensitivity: this is likely to lead us to rethink the notions of pathogens

colonization, chronic infection and pathogenicity.

Histological and immunostaining

Airway tissue specimens (bronchial biopsies or brushings, lung explant) are routinely assessed
with histological stainings (Periodic Acid-Schiff (PAS), Alcian Blue (AB)) that are simple and widespread
standardized techniques(86). Fluorescent lectins can be used for semi-quantitative analysis by
fluorescence intensity measurement and are inexpensive, although rather reserved for experimental
settings(87). It should be noted that non-specific labelling only analyses the mucus and periciliary
layers as a whole and not mucins themselves(88). Staining with antibodies (Anti-MUC5AC/Anti-
MUCS5B) is more specific and authorizes distinct mucins subtypes quantification or cell differentiation
and mucociliary clearance assessments (4,89). These techniques may also be coupled with rheological
experiments(48), for instance with fluorescent probes or dyes(90). In a future increasingly oriented

towards precision medicine and treatable traits, they allow fine endotyping and a quite accurate
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measure of the impact of a therapeutic intervention (91). The limitations of these analyses are inherent

in the technology, environmental conditions and parameters employed (92,93).

Molecular assays

Mucins MUC5AC and MUC5B genes expression in obstructive lung diseases have been
dissected in numerous studies, especially in cigarette smoke exposure models (10,19,23,94,95).
Quantitative RT-PCR, Northern Blot or in situ hybridization are inexpensive methods that permit an
accurate evaluation of mucins mRNA levels in various conditions (7). However, these analyses deserve
careful considerations when it comes to their in vivo scalability. First, most of studies are performed in
human bronchial epithelial cells cultured at Air-Liquid-Interface (96). This model is very interesting
because of its ability to reproduce pathological airway features (97,98), but the model itself has some
limits that we will developed in a subsequent paragraph. Secondly, mucins production as assessed by
mMRNA levels may not be the most suitable way to understand muco-obstructive lung diseases as it is
not always congruent with the level of mucin proteins and does not detect post-transcriptional
modifications. Indeed, increase of intracellular mucins-containing granules, mucins
hyperconcentration (48), dysregulation of epithelial fluid transfer (49) or qualitative change of the
mucin network(42) are probably more relevant observations in the context. More recent techniques
such as Chromatin ImmunoPrecipitation (ChIP) assay, that studies “DNA-Protein/transcription factor”
binding interactions (99,100), or single-cell RNA-sequencing assay (101-104), extremely relevant to
understand cells populations and linage in heterogenous samples, give us a dynamic vision of the
airway epithelium and its muco-secretory cells. We will not develop here genetic approaches
essentially based on experimental animal models and described elsewhere(88). Moreover, their use is

hardly transposable in daily medical routine.

Semi-quantitative and quantitative assessments of mucin proteins
ELISA technique antibody detection-based western blotting are the widely used techniques to detect

mucin proteins(105-107). Sandwich ELISA seems preferable as it offers greater sensitivity and
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specificity than absorption ELISA (108). Sputum or BAL volume is here a major limitation in relation
with the sampling method that may directly impact on mucin concentrations estimations. In addition,
another pitfall in mucins detection is the possible alteration of their epitopes which can lead to
underestimation of mucin measurements(48). For instance, Henderson et al. have shown that MUC5B
concentrations in CF sputum is systematically underestimated or undetected with immunoblotting in
samples containing Pseudomonas Aeruginosa (PA) (109). The authors suggest that this loss of
immunodetection might be explained by proteolytic cleavage of MUC5B at antibody recognition sites
induced by PA. To overcome this issue, they propose to perform mucus analysis with mass
spectrometry. This highly sensitive proteomic tool provide information regarding the relative
abundance and types of proteins in human mucus, and introduce the notion of “sputome”(110-112).
Beside, percent solids (wt%) represents a much more simple and affordable method that is proving to
be correlated with total mucin and DNA concentration in non-CF bronchiectasis mucus (48,113), but
without any consideration for its components. Dot-blot assays are also simple tools to detect

glycoproteins but they are severely lacking in sensitivity and specificity(114).

Biophysical properties and Rheology of human mucus

The physical behavior of the mucin network is highly influenced by its ratio of mucins
MUC5A/MUCS5B(40), the structural and conformational changes of each of these mucins (O-
glycosylation, degree of sulfation, ionic charges)(107,115) and consequently its interactions with other
proteins (DNA, bacteria, etc.) or solvents/fluids(116). In relation with that, rheology, the science of
fluid flow and deformation, may be particularly relevant to study mucus and mucociliary clearance.
Like any physical science, there are several methods depending on the level of accuracy desired(117).
Mucus nano rheology may be performed with fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)
assays (118). In this setting, probes usually have a 5 nm diameter and report the properties of the
solvent or the smallest protein component of mucus. It is interesting to assess the behavior of mucus
under various concentrations of solids (119). Micro rheology is an appropriate method to study the

local rheology of mucus considered as a whole layer (120) at the epithelial cilia scale. 1 um particles
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are usually used to ensure that the study probes are larger than the correlation length (mesh size) of
mucus. Consequently, this method is particularly appropriate to analyze mucus secreted by human
bronchial epithelial cells cultured ex vivo at Air-Liquid Interface. With the use of microbeads probes,
Jory et al. have shown that mucus gradually varies in rheological response, from an elastic behavior
close to the epithelium to a viscous one far away (121). At last, a fraction of the mucus sample may be
directly assessed. This is the field of macro rheology that can be performed by specific instruments like
cone-and-plate rheometer, capillary viscometer, or filancemeter. They enable the estimation of
viscosity and elasticity under various physiological or pathological conditions(117), or the impact of
therapeutical interventions on mucus rheology, such as hypertonic saline (69,122). This perspective
also offers the possibility to focus on mucus adhesion, cohesivity and cough clearance (123).
Interestingly, Patarin et al. demonstrated that sputum rheology as assessed by a “miniaturized” cone-
and-plate rheometer could be a useful biomarker for differentiating various muco-obstructive lung
diseases (68). Additionally, our team have shown that sputum rapid-on site rheology not only is
correlated with mucins concentrations as assessed by mass spectrometry, but predicts sputum
eosinophilia irrespectively of the underlying disease, which is particularly relevant in the biologic era

(clinicaltrial NCT04081740, manuscript submitted).

Ex vivo models

This paragraph is deliberately on the borderline between direct and indirect mucus assessments. The
most common model. The most relevant model for studying mucus is bronchial epithelia reconstituted
from patient bronchial biopsies. These epithelia are cultured at air-liquid interface in order to
approximate as closely as possible in vivo conditions. Interestingly, these cultures retain the
"pathological" phenotype of the patients from which they are derived (percentage of ciliated, club or
goblet cells)(124). Ex vivo airway epithelial cell models provide a biologically representative platform

for investigating airway diseases (97,98). Numerous current or potential drugs can be tested and
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molecular mechanisms elucidated via this model (125,126). However, the experience of the laboratory
team is crucial for the success of cell cultures, as contaminations are frequent (127). Moreover,
advantage or limit, the reconstituted ex vivo epithelia are free from interactions with the other

I”

neighboring functional “compartments” (smooth muscle cells, vessels, collagen and fibroblasts...),
even if co-cultures can be performed(128), which may obviously limit the extrapolability of some
findings. It may also not be fully representative of the pathophysiological mechanisms involved in the
distal airway as biopsies are performed in proximal bronchial airway. 3D organoids, that mimic the

major attributes of their counterpart organs in vivo, could overcome this limitation in the future (129-

131).

Indirect assessment techniques of human mucus dysregulation

Mucus dysregulation might be indirectly investigated from the perspective of its clinical and

paraclinical consequences that we will briefly develop thereafter.

Respiratory symptoms

The most meaningful symptom to address the issue of mucus hyperproduction in muco-obstructive
lung diseases is “chronic bronchitis”. It is defined by cough and sputum at least 3 months a year, for 2
years in a row (16). In COPD, it is still part of the diagnostic guidelines though it is reported in a range
from 7.4% to 74% of patients (132,133) according to studies, highlighting its subjective nature.
Nevertheless, it has been related to exacerbations and mortality(134). Validated questionnaires have
been developed to obtain semi-quantitative scales that could be used in clinical trials and daily medical
practice. The Cough and Sputum Questionnaire (CASA-Q), mostly used in COPD and asthma, is very
specific to chronic bronchitis and has the advantage of assessing both the intensity of symptoms and
their impact(135-137). Strikingly, Alagha et al. have shown that chronic bronchitis as assessed by
CASA-Q was not correlated to goblet cell hyperplasia in asthma. This calls into question the reliability

of our clinical assessments.
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Imaging: High-Resolution (HR) and Micro Computed Tomography (CT) scanning

With the exception of bronchiectasis which is an imaging diagnosis, chest HRCT scan cannot confirm a
diagnosis of obstructive lung disease on its own, but it can reveal some of their manifestations: air
trapping (138), mucus plugs (32,139), atelectasis, bronchiolitis (tree-in-bud), airway wall thickness
(140,141). Spirometer-triggered HRCT exist allowing structure-function analysis of small airway,
especially when performed after methacholine challenge (142—144). Dunican et al. developed a
bronchopulmonary segment-based scoring system to quantify mucus plugs on HRCT scans.
Interestingly, a high mucus score was associated with lower FEV1 and with marked increases in sputum
eosinophils in patients with asthma, and with lung function outcomes in smokers with limited
emphysema (32,145). However, one may object that this technique remains imprecise to know the
real nature of bronchial occlusion: distinguishing differences in density between mucus, increased wall
thickness or smooth muscle hyperplasia is quite impossible. Micro-CT is particularly interesting to
understand the development of small airway diseases directly from human lung samples (18,146,147).
Unfortunately, this very anatomical approach has not yet been applied to the study of mucus in

humans, but some early work has been initiated in big animals to assess mucociliary transport (148).

Conclusion

In some ways, mucus dysregulation could be considered as the alpha and omega of obstructive lung
diseases such as asthma, COPD or non-CF bronchiectasis. Despite the wide range of available
techniques to assess production, secretion, biophysical and biochemical properties, daily medical
practice relies for years now on clinical evaluation, chest HRCT, cytology and microbiology. These
examinations have an extremely variable added value when considering “endotyping” and provide a
random service to the patient. However, our growing knowledge of the pathophysiological
mechanisms at work in these diseases is opening up new challenges. Improving current techniques
and developing new models to collect and analyze human mucus samples and study in vivo

pathophysiological mechanisms are perquisites for understanding intra-individual dynamics of mucus
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and its interactions with the (micro)environment. Not every technique described in this review may
benefit from a widespread use because of the expertise and time-processing required. With the
miniaturization of device, mucus macro rheology assessment seems to be one of the most easily
accessible biomarkers for nowadays medicine, with tangible connections between past, current and
future therapeutics and clinical outcomes. Indeed, mucolytics such as hypertonic saline and rhDNAse
are able to influence the hydration state of mucus(68,122), whereas macrolides (azithromycin,
erythromycin) inhibits mucus secretion and have proved to reduce exacerbations in obstructive lung
diseases(149-151). In the age of monoclonal antibodies from the world of asthma (Anti-IL5/5R, Anti-
IL-4/13R, Anti-TSLP)(152-155), some of which directly impact airway remodeling or even inhibit mucus
secretion, the implementation of such a method as a point-of-care or simply to guide therapy would
be of great interest (COPD CaRhe - clinicaltrial.gov NCT04339270). Finally, in order to better
understand the complexity of mucus regulation, it is likely that a multimodal approach will come

closest to what we call tailored medicine and may even allow early detection of these diseases.
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Table 1

Total cell
(sputum/BALF)

Microbiology

ELISA (mucins)

Western Blot {(mucins)

Immunohistochemistry
and Immunofluorescence

(secretory cells, mucus)

Mass Spectrometry

Quantitative RT-PCR

(mucins mRNA)

Single-cell RNA seq

Rheology

Ex vivo models

Production Secretion Biophysicial Strengths Limits
Behaviour
- - + Simple, unexpansive, Information provided
(indirect link) performed routinely in health |about mucus are limited
facilities
+/- +/- +/- Simple, unexpansive, No clear direct correlation
(indirect link) (indirect link) (indirect link) performed routinely in health |in vivo between bacterial
facilities load and mucus
production/secretion
++ ++ - Quantitative assay, can be Caution needed with
(cell lysates) used in vivo samples processing and
Rapid and simple epitopes intactnfess, or
measurement of intra- or homologous regions
extra-cellular mucins
++ ++ - Rapid and simple Semi-quantitative
(cell lysates) fERsHEEmEnt Ofif‘tra' o Caution needed with
extra-cellular mucins samples processing and
verification of specificity
Requires denaturation of
mucins for running on
agarose gels
+ + - Spatial localization of mucins | Qualitative or semi-
(intracellular in airway and/or in secretory | quantitative assessment.
mucins) cells, co-localization with Time-consuming
other components
Scoring system needs
blinded individuals
++ ++ - Accurate quantitative assay Not routinely performed
Very high specificity Expansive, Time-consuming
+++ - - Simple, unexpansive No detection of post-
Specific quantitative translc-ript.ional
information on mucin modifications
expression at the mRNA level
o + - Dynamic picture of the intra- | No quantitative assessment
(intracellular (intra cellular cellular mucus- of mucins production and
mechanisms) mechanism) secrefing/producing secretion
machinery Expansive and time-
consuming
- +/- +++ May be easily performed with | The yield of sputum
(indirect link) (viscoelastic in vivo samples collection is variable
properties) Relationship with clinical Caution needed with
phenotyping samples processing and
quality check (salivary
contamination)
++ ++ + Chronic airway disease Lab expertise needed for
phenotype is maintened cell culture, mucus
Measurement of exposure to sampling might be difficult
drugs or toxics is feasible (PBS washes)
Time consuming
- + - Routinely performed, No specific informations on
{indirect unexpansive mucus production or
scoring) In vivo endotyping of chronic secretion
airway disease
- + - High-quality ex vivo imaging | Expansive
(indirect ot At ainmayclccaces Invasive method (surgical
observation) lung biopsy or lung explant)

Figure 3. Strengths and limits of main current direct and indirect techniques to assess airway mucus and mucins
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IV.  Propriétés mucomodificatrices des thérapies « conventionnelles »
actuellement disponibles chez I'homme dans les pathologies obstructives
bronchiques

Bien que le mucus soit un mécanisme de défense tout a fait physiologique, nous avons vu que des
dysfonctionnements de sa régulation contribuent grandement a la survenue d’événements cliniques
défavorables. Maintenant que nous avons détaillé les outils permettant d’évaluer le mucus sous
différents aspects nous allons nous intéresser aux principales thérapeutiques « mucomodificatrices »
passées, actuelles et a venir dans I'asthme la BPCO, et les bronchectasies non-CF, a savoir celles
pouvant impacter 1) la production (synthése et remodelage des voies aériennes) et/ou 2) la sécrétion

et/ou 3) sa composition et par conséquent ses propriétés rhéologiques.

1. Principaux mucolytiques

Il existe de multiples facons de réduire la viscoélasticité du mucus et |'adhésivité du mucus, par
exemple en augmentant I'hydratation, en modifiant les charges ioniques, par protéolyse du squelette
glycoprotéique de mucines ou en réduisant les ponts disulfures des mucines a I'aide de composés
thiols. Cette derniere technique est d’ailleurs largement utilisée in vitro dans tous les laboratoires pour
liquéfier le mucus (dithiothréitol DTT). Les composés réducteurs ayant cet effet sont appelés
« mucolytiques » et ont particulierement été essayés dans la mucoviscidose et les bronchectasies non-
CF. Parmi les plus connus la N-Acétylcystéine nébulisée a été utilisée chez I’humain a ces fins et a méme
une autorisation sur le marché dans cette indication. Au-dela du role mucolytique, elle aurait surtout
un role anti-oxydant et anti-inflammatoire (sur la chimio-attraction des neutrophiles) qui a un temps
été évoqué comme intéressant dans la BPCO(144,145). Cette molécule n’a pourtant jamais la preuve

de son efficacité clinique contre placebo(146,147).

Le sérum salé hypertonique (minimum 3% de NaCl) est lui largement utilisé en pratique clinique
dans les bronchectasies. Son action mucolytique favorise le transport mucociliaire et passerait par une
augmentation de I’hydratation du mucus via un transfert d’eau par effet osmotique depuis I’épithélium
vers la lumiere des voies aériennes, par action sur les canaux sodium amiloride-sensible (ENAC) (148—
150). Ce traitement a aussi démontré un impact positif sur la rhéologie du mucus en diminuant sa
viscoélasticité (151,152). Toutefois, son impact clinique reste relativement modeste ; son action est
aidante en complément de la physiothérapie pour le drainage bronchique notamment pendant une

exacerbation, mais il nexiste pas de preuves robustes de son efficacité sur la prévention de ces
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épisodes ou I'amélioration pérenne de la fonction respiratoire (153). Par ailleurs, cette molécule peut
s'avérer délétere dans l'asthme et ou dans d’autres pathologies obstructives faisant preuve
d’hyperréactivité bronchique puisque le sérum salé hypertonique est source de bronchoconstriction

(154-156).

La DNAse (rhDNAse dornase alfa) a elle aussi était surtout étudiée dans la mucoviscidose et dans
les bronchectasies non-CF, puisque les plus fortes concentrations d’ADN issus de débris cellulaires ont
été retrouvées dans ces pathologies(132). Son action passe par le clivage enzymatique de ces débris
d’ADN extracelullaires, ce qui favoriserait la clairance muco-ciliaire par modification de la rhéologie du
mucus, et donc le drainage bronchique(157,158). Il est surprenant de constater qu’aucun bénéfice
clinique n’a été démontré dans les bronchectasies dites idiopathiques(159,160), tandis qu’il semble
persister un bénéfice en terme de réduction des exacerbations dans la mucoviscidose(161). De plus,
un essai chez les enfants comparant face a face sérum salé hypertonique et rhDNAse en traitement
court ne montraient aucune différence clinique en terme de gain de fonction respiratoire, la différence

de co(t entre les deux molécules étant elle réelle (162).

A noter |'utilisation dans des études pré-cliniques d’agents mucolytiques dits « non-destructifs »,
c’est-a-dire ne dissociant pas les liaisons chimiques mais désorganisant le réseau polyionique
oligosaccharidique. C’'est le cas notamment de I’'héparine non-fractionnée(163). Aucun essai clinique

de phase 2 ou 3 n’est en cours.

Plus récemment, Ehre et al. de I'équipe de Richard Boucher ont expérimenté un nouvel agent
pharmacologique inhalé «réducteur» de mucines, P3001. Mis a part son efficacité sur
I’'hypersécrétion de mucines chez la souris, un autre résultat particulierement intéressant était la
réduction drastique du module élastique du mucus issu de patients BPCO, mais aussi de sa proportion
en mucines MUC5B, ce qui n’était obtenu in vitro, de facon équivalente, qu’avec le DTT(164). Ces
résultats restent a confirmer in vivo chez I'humain. Nous pouvons aussi nous interroger sur la
pertinence de la perte de MUC5B, puisque nous avons vu le role majeur qu’elle jouait dans la défense

des voies aériennes(108).

Il est vraisemblable que I'impact limité de ces thérapies mucolytiques provient de leur tres court
délai d’action, de leur élimination rapide une fois dans les bronches et de leur absence d’emprise sur

les causes méme de I'hyperproduction/hypersécrétion de mucus.

2. Béta-agonistes et Anticholinergiques inhalés
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Les récepteurs muscariniques et adrénergiques, présents dans tout le poumon(165), sont des
récepteurs couplés aux protéines G qui peuvent activer ou moduler des voies de transduction
similaires. Comme ces récepteurs sont exprimés dans les mémes cellules, ils ont la capacité de moduler
leur activité I'un I’autre(166). Nous avons vu précédemment (cf. paragraphe 1.4.b.) que la sécrétion
de mucus était aussi contrélée par les récepteurs muscariniques et béta2-adrénergiques,
principalement au niveau des glandes sous-muqueuses (167). Les Béta2-agonistes (salbutamol,
formotérol, etc...) semblent avoir un effet mineur sur la sécrétion de mucus chez I’humain, mais ils sont
capables d’augmenter la fréquence des battements ciliaires, médiée par la production d'adénosine
monophosphate cyclique (AMPc), la stimulation de la protéine kinase A (PKA) et la phosphorylation
d'une chaine légere du bras externe de la dynéine(29). La classe des anticholinergiques inhalés, et en
particulier les dernieres générations (Aclinidinium bromure, Uméclidinium, Glycopyrronium) qui sont
de plus en plus sélectives pour les récepteurs M3, ont montré leur capacité a inhiber la sécrétion de
mucines, notamment MUCS5AC, mais aussi a contrer la métaplasie et I’hyperplasie des cellules

caliciformes(168).

3. Stéroides inhalés

Les stéroides inhalés (budésonide, béclométasone, fluticasone, etc...) représentent la clé de volte
du traitement de I'asthme(68), et sont indiqués en complément d’un béta2-agoniste de long délai
d’action inhalé dans la BPCO notamment lorsqu’il existe un profil éosinophilique (37) et plutot
exacerbateur. Concernant son lien avec la régulation du mucus, la fluticasone ala capacité de diminuer
la métaplasie des cellules caliciformes induite par I'lL-13(89), probablement par une modulation de
I’expression des genes des mucines a travers la voie SPDEF-FOXa2. Dans un modele d’épithélium
bronchique reconstitué ex vivo infecté par le rhinovirus, la fluticasone permet d’inhiber I'augmentation
de I'expression des génes des mucines ainsi que leur sécrétion (169), et ce sans affecter la réplication
du virus. Ce résultat est a contrebalancer avec d’autres résultats contradictoires dans des modeéles
murins(62). Enfin, il y’a aussi un effet dose a ne pas négliger ; un passage et donc des effets systémiques

des corticostéroides inhalés ne doivent pas étre méconnus (170-172).

4. Stéroides oraux

Les glucocorticoides ont la caractéristique de réprimer I'expression du gene MUCS5AC via leur récepteur

(Glucocorticoid Receptor GR) et I'Histone Deacetylase-2 (HDaC2)(173,174). Toutefois il semble que
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cette up-régulation de I'expression ne s’accompagne pas nécessairement d’une hypersécrétion de la
protéine(175). Les données in vivo concernant I'effet des stéroides systémiques directement sur la
sécrétion de mucus sont rares. Toutefois, en prenant 'exemple de I'asthme, nous pouvons supposer
que la composante éosinophilique peut impacter certaines propriétés du mucus comme sa rhéologie,

ce qui pourrait étre une cible des corticoides systémiques.

5. Anticorps monoclonaux

Nous avons maintenant un recul de plus de dix ans sur les premiers anticorps monoclonaux utilisés
dans I'asthme (176,177), et testés avec plus ou moins de succés dans la BPCO. Nous nous attacherons

a décrire ici les liens potentiels entre ces thérapies et la régulation du mucus.

a) Anti-Interleukine 5 et Anti-Interleukine 5R (Anti-IL-5/5R)

Ces anticorps monoclonaux ciblent spécifiquement la voie de I'interleukine-5 (IL-5), cytokine a
I'origine du recrutement des éosinophiles dans les voies aériennes, et ont montré une efficacité
remarquable dans la réduction des exacerbations et 'amélioration du contrdle dans I'asthme sévere
(177,178). Deux molécules existent, I'une ciblant le récepteur alpha a I'interleukine-5, le Benralizumab,
(exprimé essentiellement par les éosinophiles), I'autre neutralisant l'interleukine 5 circulante

(Mepolizumab).

Le lien avec le mucus pourrait étre ici les cristaux de Charcot-Leyden (CCL) (Eosinophilic Galectin-
10) (Figure 30). Ceux-ci sont formés de Galectin-10, une protéine abondamment présente dans le
plasma des éosinophiles (7 a 10% du cytoplasme)(179). Ces cristaux, décrits au début du XIXe siecle,
sont des marqueurs de I'inflammation Th2-High et sont fréquemment retrouvés au sein de bouchons
mugqueux, notamment dans un type tres particulier d’asthme, I'’Aspergillose BronchoPulmonaire
Allergique (ABPA)(180). Outre leur capacité a induire Muc5ac et la production de mucus dans les
poumons de souris(181), les CCL peuvent aussi interagir avec le mucus par l'intermédiaire d'un
domaine de reconnaissance des glucides (Carbohydrate Recognition Domain / CRD), complexifiant le
réseau de mucines et augmentant sa cohésivité et son adhésivité. Il a également été démontré que les
CCL induisaient la production « d’extracellular traps » (débris extracellulaires d’ADN) par les
éosinophiles (EETs) et les neutrophiles (NETs), contribuant ainsi a I'augmentation de I'élasticité et de

la viscosité du mucus(182). Une étude portant sur un petit nombre de patients asthmatiques séveres
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traités par anti-IL-5 a montré une diminution de la galectin-10 sérique, mais sans observations sur la
proportion de CCL dans les expectorations ou le LBA(183). De futures études évaluant I'impact de cette

thérapie sur les CCL et la rhéologie du mucus méritent d’étre menées.

o T R T

W

Figure 30. Cristaux de Charcot-Leyden dans un frottis d'expectoration visualisés en microscopie

optique

b) Anti-Interleukine 4/13Ra (Anti-IL-4/13Ra)

Cet anticorps monoclonal (Dupilumab) cible le récepteur de type Il commun a I'lL-4 (IL-4R alpha)
et a I'lL-13 (IL-13Ralpha). Lui aussi a montré une efficacité indéniable dans I'asthme sévére, en terme
de réduction des exacerbations, d’amélioration du contréle, de la fonction respiratoire, et de la cortico-
dépendance(184). Cette molécule est testée actuellement dans la BPCO dans une étude de phase llI
(NOTUS NCT04456673). Au vu de ce que nous avons vu précédemment dans le chapitre Il., & savoir
I'importance de l'interleukine-13 dans la production mais aussi la sécrétion de mucines, notamment
par la voie SPDEF/STAT6, son impact sur la production/sécrétion de mucines est vraisemblable mais
peu de données étudiant spécifiquement cela chez 'homme sont a notre disposition (biopsies
bronchiques, expectoration ou LBA). Il est toutefois intéressant de noter que des déficits en mucines
MUCS5AC induits par le Dupilumab (DAMD) ont été décrits dans des troubles oculaires

(conjonctivites)(185), suggérant un role systémique anti-sécrétoire.
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c) Anti-Thymic Stromal Lymphopoiétin (Anti-TSLP)

TSLP est une cytokine, une alarmine, dont l'importance dans l'asthme a été documentée a
plusieurs reprises. Elle est considérée comme une stratégie thérapeutique extrémement intéressante
dans I'asthme sévere(186—188). Le Tézépélumab, qui est le premier anticorps monoclonal anti-TSLP de
sa catégorie, est un anticorps monoclonal IgG2A entierement humain qui se lie a TSLP, empéche
I'interaction avec son récepteur et, par conséquent il inhibe de multiples voies d’aval, dont celles
régulant la production d’IL-13 (Figure 31.). Malheureusement ici aussi peu de données évaluent
I'impact de ce médicament directement sur la régulation du mucus. Dans I'étude CASCADE
s’intéressant a I'impact de ce médicament sur I’épithélium bronchique issue de patients asthmatiques,
le taux d’IL-13 circulant était plus bas chez les patients traités, mais il n’y avait pas de données publiées
concernant une éventuelle réversibilité de la métaplasie ou de I'hyperplasie des cellules caliciformes,

ou un remodelage des glandes sous-muqueuses(187).

Pollutants  Physical injuries
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Figure 31. TSLP et son impact sur I'immunité innée et adaptative au niveau de la muqueuse

bronchique (189)
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6. Macrolides

Les macrolides sont des molécules a propriétés antibiotiques bactériostatiques, qui possédent des
macrocycles de lactone souvent associés a des sucres neutres ou aminés. Elles font partie des
inhibiteurs de la synthése protéique et sont actifs sur les germes intracellulaires. De facon intéressante,
certains macrolides (a plus de 14 atomes par cycle), et I'azithromycine en particulier, ont montré leur
intérét clinique dans des études de phase Ill sur la prévention des exacerbations dans la
BPCO(190,191), les bronchectasies non-CF(192,193), et a un moindre degré dans I'asthme (194-197).
Ici, au-dela de I'effet antibiotique(198), ce sont surtout d’autres effets qui sont recherchés : diminution
de la chimioattraction des neutrophiles(199), augmentation de la phagocytose (200) ou effet anti-

inflammatoire par inhibition de I'expression de NF-KappaB (Figure 32.) (201).

Effet sur les virus . Bactéri Effets sur les bactéries
l - Pénétration Virus _f Ctle - Adhérence
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Ll - Transport ionique
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- Génération de ROS
- Chimiokines

Figure 32. Potentiels effets des macrolides sur I'épithélium respiratoire

L'azithromycine semble avoir aussi la propriété de diminuer la production de mucines (202). Dans
le cas de la production de MUC5AC induite par Pseudomonas Aeruginosa, cela pourrait passer par
I'inhibition d’une molécule de signal du « quorum-sensing » [N-(3-oxododecanoyl) homoserine lactone
(30-C12-HSL)](203). Dans un modele de culture en ALl de NHBE, la clarithromycine modulait
négativement a la fois I'hyperplasie des cellules caliciformes, la production d’ARNm de MUC5AC mais
aussi la sécrétion de sa protéine induites par I'lL-13, vraisemblablement par une action sur le

transducteur janus kinase, sur STAT6 mais aussi sur la MAPKinase de 'EGFR(204). L’azithromycine
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semble aussi pouvoir freiner I'exocytose de granules de mucines en interférant avec le métabolisme

calcique intra-cellulaire (205).

7. Thérapies « mucomodificatrices » non médicamenteuses

a) Thermoplastie bronchique (TB)

Cette technique endoscopique, approuvée par les agences du médicaments européenne et
américaine, a été développée a des fins thérapeutiques dans I’asthme sévere non contrélé. Un
cathéter délivre de I'énergie thermique (65°C) dans les bronches proximales (calibre entre 3 et 10mm)
(Figure 33.) (206). Son impact principal serait lié¢ a une réduction de la « masse musculaire lisse »
bronchique et de son innervation, une réduction drastique du nombre de cellules épithéliales
neuroendocrines, et par conséquent a une vraisemblable réduction de l'intensité de I'hyperréactivité
bronchique, mais pas seulement(207). Bien que n’ayant pas montré systématiquement d’effet sur
I'hyperplasie des cellules caliciformes(208), la thermoplastie semble toutefois entrainer une
diminution de I'expression et de la sécrétion de mucines MUCSAC, ainsi que du nombre de cellules IL-

13+ chez certains patients asthmatiques séveres, et ce 1 an apres la procédure(209).

Figure 33. Procédure de thermoplastie bronchique a) La thermoplastie bronchique est réalisée a l'aide
d’un bronchoscope b) Un cathéter est inséré dans une bronche proximale c) Le cathéter est ouvert in

situ d) Le cathéter délivre une énergie thermique contrélée (206)
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b) Dénervation bronchique ciblée

Encore a un stade expérimental (AIRFLOW3 — étude de phase 3 en cours NCT03639051), il s’agit
d’une autre technique endoscopique réservée en I'état aux patients BPCO exacerbateurs fréquents.
L'hypothése sous-tendant cette procédure est que la dénervation ciblée permettrait de perturber
« I'hyperactivité neurale vagale » et ainsi d’aboutir a une bronchorelaxation, une réduction de la
sécrétion de mucus des glandes sous-muqueuses (cf. paragraphe 1.4.b) et une réduction de
I'hyperréactivité bronchique (210). D'autres impacts potentiels de la dénervation ciblée
comprendraient la perturbation d'autres médiateurs de la sécrétion du mucus et de l'inflammation,
tels que les neuropeptides relargués par les cellules neuroendocrines (211). L'efficacité de cette
méthode, tant du point de vue physiopathologique, histologique ou clinique, reste encore a

démontrer.

Electrode

Figure 34. Procédure de dénervation bronchique ciblée : Image de la console Nuvaira avec le cathéter

dNerva dans le bronchoscope et le ballon réfrigérant extensible (210)
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Bien que I’hyperconcentration de mucus puisse étre commune aux pathologies bronchiques
obstructives, I’idée de développer une thérapeutique purement mucomodificatrice est probablement

réductrice quand on appréhende les physiopathologies distinctes de ces maladies.

La nécessité « d’endotyper » nos patients prend alors tout son sens. Inhiber de facon non sélective
la production de mucines lorsque celle-ci ne fait pas défaut pourrait étre délétére, tandis qu’inhiber sa
sécrétion exposerait possiblement a une accumulation intracellulaire de granules de mucines, a une
dysrégulation du transport de fluides, a une déstructuration du réseau de mucines et donc a une perte

de son réle protecteur.
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1. Modele ex vivo d’exposition a la fumée de
cigarette et étude de la sécrétion de mucines
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l.  Article 1: Effet de I'exposition a la fumée de cigarette et de Club Cell
Secretory Protein sur des cultures primaires d’épithélia bronchiques
reconstitués ex vivo en interface air-liquide (ALI) de patients fumeurs et
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« Effect of Whole Cigarette Smoke exposure and Club Cell Secretory Protein
supplementation on MUCSAC release in primary cultures of healthy smoker and

COPD subjects » (soumis a “International Journal of COPD”)
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Abstract

Background: Mucus hypersecretion is the hallmark of small airway occlusion in Chronic
Obstructive Pulmonary Disease (COPD). Mucin (MUC)5AC has been shown to be upregulated
by cigarette smoke in animal models or immortalized cell lines. Serum Club Cell Secretory
Protein (CCSP), a predictive biomarker of accelerated lung function decline in the ECLIPSE
study, was reduced in COPD patients and also correlated to smoking status. Previous studies
have shown that exogenous CCSP supplementation decreased the epithelial release of

Interleukin(IL)8 and MUC5AC.

Objectives: To assess a whole cigarette smoke (WCS) exposure model, its effect upon

MUCS5AC production and secretion and the potential role of CCSP as a therapeutic agent.

Methods: Both primary air-liquid interface (ALI) cultures of Human Bronchial Epithelial Cells
(HBECs) from endobronchial biopsies of COPD/Smokers/Healthy subjects, and NCI-H292 cells
were exposed to WCS with or without exogenous CCSP preventive treatment then 1h ATP
supplementation. MUC5AC and IL8 secretion were assessed by Dot Blot and ELISA
respectively at baseline and at 24h, and their production by RTqPCR. Cell cytotoxicity was

evaluated by Lactate-Dehydrogenase (LDH) activity.

Results: Intensity of WCS exposure as measured by CO rates was reproducible and WCS
exposure significantly increased IL-8 release in NCI-H292 cells (p<0.02). In HBECs, MUC5AC
secretion was increased in COPD ALI cultures at baseline compared to Healthy and Smokers,
regardless of drug or smoke stimulation (p<0.008). WCS significantly increased MUC5AC in
Smokers ALl cultures (p<0.05). 1h ATP exposure significantly induced MUC5AC secretion in

ex vivo COPD epithelia supernatants (p<0.001) and this was attenuated by CCSP



supplementation (p<0.001). There was no significant effect of WCS or CCSP on MUC5AC

MRNA release.

Conclusions: In our reliable WCS exposure model, MUC5AC protein secretion is increased in
primary cultures of HBECs from COPD subjects at baseline. CCSP supplementation
significantly decreased ATP-induced MUCSAC hypersecretion in WCS-exposed COPD ex vivo

epithelia supernatants.

Abstract word count: 300

Keywords: COPD, CCSP, SCGB1A1, smokers, cigarette smoke, Mucus, MUC5AC, epithelium,

air-liquid interface



Introduction

Airway luminal occlusion is associated with mucus hypersecretion and correlates with the
severity of airflow obstruction in Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) patients (1)
and with mortality (2). Mucin(MUC)5ac, one of the most abundant compounds of the mucus
gel layer, is a glycoprotein predominantly produced in proximal human airways by surface
goblet cells. The regulation of its production is tightly balanced between transcription and
secretion; it is also highly modulated by exogenous stimuli (3) such as pathogen agents or

tobacco.

Cigarette smoking, which is the main risk factor for developing COPD, has a complex role in
mucus accumulation in small airways. Histopathological studies on bronchial biopsies
reported airway remodeling in smoker epithelia characterized by goblet cell hypertrophy
and hyperplasia (4). It has also been demonstrated that cigarette smoke damaged
ciliogenesis (5,6) and was involved in decreased function of CFTR (7), thus leading to
mucociliary clearance impairment. Important changes also occur at the cellular level. Mice
exposed to acrolein (an important constituent of cigarette smoke) developed a persistent
mucin production via matrix metalloproteinase (MMP)-9 activation (8). NCI-H292
immortalized cell lines and murine airway cells stimulated with cigarette smoke extract (CSE)
induced MUCS5AC production through a TNF-a-converting enzyme (TACE)-EGF receptor
pathway (9,10). Noteworthy, increased expression of SPDEF in club cells in the conducting
airways of transgenic mice caused goblet cell hyperplasia. Dust mite allergen and IL13
exposure induced SPDEF expression and caused goblet cell hyperplasia in the conducting
airways in vivo, in a process that was dependent upon STAT-6(11).Concerning MUC5AC

secretion, ATP is known to be the predominant goblet cell mucin secretagogue in the



airways acting via purinergic P2Y; receptors (12—14). In a mouse model, ATP neutralization
markedly reduced smoke-induced lung inflammation and emphysema (15). More recently,
Schamberger et al. demonstrated that CSE-exposed commercial human bronchial epithelial
cells (HBECs) cultured at air-liquid interface (ALI) presented altered cellular composition. CSE
seemed to affect basal cell differentiation in a post-transcriptional manner thus leading to an
increased number of goblet cells (16). Nevertheless, the cellular mechanisms underlying
mucins and especially MUC5AC hyper production and secretion in response to cigarette

smoke remain unclear.

Club Cell Secretory Protein (CCSP, also known as CC10, CC16 or SCGB1A1) is a homodimeric
protein secreted by the non-ciliated bronchiolar club cells (17). It is involved in many
respiratory diseases such as COPD, asthma or post-transplantation bronchiolitis (18-21).
Serum CCSP level is a predictive biomarker of accelerated lung function decline in the
ECLIPSE study (22), and a predictor of lung function and development of COPD across the
lifespan(23). Moreover, CCSP 7~ mice exposed to cigarette smoke developed a COPD-like
phenotype with emphysema lesions, goblet cell metaplasia and increased MUC5AC
expression, reversible by CCSP supplementation (24). In All-cultured Normal Human
Bronchial Epithelial (NHBE) cells, MUC5AC secretion stimulated either by lipopolysaccharide
(LPS) or Interleukin (IL)L13 was attenuated by CCSP (25). More interestingly, our team
recently found that CCSP exogenous supplementation can reverse CSE-induced IL8-release in
ex vivo epithelia from COPD patients cultured at ALl (26). Many experiments are now

favoring the therapeutic potential of this protein.

In all these experimental studies, smoke exposure was performed using CSE, thus

overcoming the effect of the vapor phase. It has already been reported that CSE had



differential in vivo effects on the lungs and tracheal epithelium compared to whole cigarette

smoke (WCS) exposure (27).

We aimed here to validate a more “realistic” exposure model with WCS. We hypothesized
that WCS exposure could increase MUC5AC production of ex vivo epithelia cultured at ALI
from Healthy subjects, Smokers and COPD patients. Finally, we considered that CCSP

supplementation could reverse this overproduction.

Materials and Methods

Subjects

11 subjects (4 patients with COPD, 3 Smokers, and 4 Healthy subjects who had never
smoked) were recruited at the Arnaud de Villeneuve Hospital, Montpellier, France, in 2013.
COPD diagnosis was based upon evidence of nonreversible obstructive airflow
FEV1/FVC<0.7, FEV1 improvement after inhaling 200 to 400 mg of albuterol < 12% and 200
mL, and a smoking history of 10 pack-years; and without any evidence for alternative
diagnosis according to the best standard of care (ie, no history of any other respiratory
disease based on clinical examination or CT scan findings). Smoking status was recorded
(active vs weaned). Smokers and healthy subjects had no airflow limitation. At the time of

endobronchial biopsies collection, patients were at steady state and free of any exacerbation



for at least 3 months. Bronchoscopy was performed when indicated by a chest physician,
usually for peripheral-nodule exploration or other CT scan abnormalities. Bronchoscopy
indication in control subjects was checked by the operator before enrollment and confirmed
as follows: peripheral nodule (n=3), and CT scan abnormality (n=1; <3cm opacity in the right
lower lobe further diagnosed as a benign myofibroblastic tumor). The study protocol was
approved by the ethics committee of our institution (2013-A00553-42), and all patients
agreed to participate by reading and signing written informed consent forms. All

measurements and experiments were performed in a blinded fashion.

Endobronchial Biopsy Specimens

All subjects underwent flexible bronchoscopy, two to three biopsy specimens were collected
from each patient by using alligator forceps (Olympus Corp) on a sub segmental bronchus of
the left lower lobe, as previously described (28). Briefly, local anesthesia (lidocaine, 1%-5%;
maximum dose, 300 mg; AstraZeneca plc) was administered to the nasal and buccal cavity,
followed by insertion of a fiber-optic bronchoscope (Olympus BF20; Olympus Corp) into the

trachea through the nose.

Human Bronchial Epithelial Cells (HBECs) cultured at air-liquid interface (ALl)

Primary HBECs were obtained from endobronchial biopsies and cultured under ALI
conditions, as previously described by Gras et al and Gamez et al(26,29). Briefly, HBECs were
mechanically dissociated and suspended in Bronchial Epithelial Growth Medium (BEGM).
After seeding in multiwell plates coated with a solution of fibronectin and collagen, cells
were expanded in a flask and then plated (250,000 cells per well) on uncoated nucleopore
membranes in a 1:1 mixture of BEGM and Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM)

applied at the basal side only to establish the ALI. Cells were maintained in culture for 28
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days to obtain a differentiated cell population with a pseudostratified mucociliary

epithelium. All cell cultures were maintained at 37°C under 5% CO..

NCI-H292 cell monolayer cultures

NCI-H292 cells, a human pulmonary mucoepidermoid carcinoma cell line, were cultured in a
24-well plate with 50x103 cells in 2 ml per well. They were maintained in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 5% antibiotics at 37°C in a humidified, 5%

C02/95% air, water-jacketed incubator.

Generation of whole cigarette smoke (WCS)

Two Commercial cigarettes (Marlboro®) were smoked by repeated suctions with a 60mL
syringe connected to the exposure chamber (Secador F420751002 internal volume 9.91L)
through a 3-direction-control valve; exposure was performed according to ISO 3308 smoking

regimen (ie, 2 puffs of 35 mL every 60s) (30).

Continuous Carbon Monoxide (CO) rate monitoring

CO ambient rate was continuously monitored using a CO detector (Testo 315-2; Testo SARL)

placed inside the exposure chamber to ensure a reproducible intensity of the exposure.

W(CS Exposure conditions of NCI-H292 and HBECs cultures and CCSP/ATP supplementation

First, NCI-H292 cells were exposed once or many times at different time points (6, 12, 24 or
48h) to mainstream smoke to select the most appropriate condition. Recombinant human
(rh)CCSP was purchased from Biovendor (Brno, Czech Republic). Adenyl triphosphate (ATP)
was purchased from Sigma-Aldrich. When the HBECs reached confluence, they were serum-

starved for 24h before experiments. At HO, they were treated with rhCCSP or vehicle for



30min and then after exposed or not to WCS. Treatment with ATP or vehicle was then
performed for 1h. Cells were thereafter incubated at 37.0°C for 24h. At H24, cells were
collected for mRNA. Supernatants were collected for epithelial secretion assays (Figure S1

supplementary data).

Measurement of IL8, MUC5AC and LDH Concentrations

Determinations of the relative values of MUC5AC in supernatants were assessed by Dot Blot
assay. 10ul of cell supernatants were spotted onto nitrocellulose membranes. The
membranes were blocked with blocking Odyssey buffer for 1h at room temperature. They
were incubated with primary antibodies (1:1000 MUC5AC) for 2h and then with secondary
fluorescent antibodies for 45min. Positive signals were detected using Odyssey imager. The
intensities of the spots were measured with Dot Blot analyzer, an Image J software.

Secreted IL8 and Lactate dehydrogenase (LDH) were quantified in cell supernatants using the
IL8 Eli-pair kit (Diaclone) and the cytotoxicity detection kit (Roche Diagnostic) respectively,

according to manufacturer’s protocol.

Statistical Analysis

Clinical data were expressed as meanstSEM. COPD patients, smokers and control subjects
were compared using a Kruskal-Wallis test for quantitative data and a Fisher test for
gualitative data. Experimental data were expressed as meanstSEM. Paired comparisons
were made using Mann-Whitney tests. A mixed effect model was built in order to test the
repeated measures when applicable. Data were considered statistically significant at p-
value<0.05. All graphical data and statistical analyses were generated with GraphPAD Prism

software (Version 6.0). The study size was based upon our preliminary results.



Results

Subject characteristics

Endobronchial biopsies from 4 COPD, 3 Smokers and 4 Healthy subjects successfully grew in
ALl cultures and were considered for analysis. Clinical characteristics of the subjects are
reported in Table 1. All COPD patients were GOLD stage 2 and most of them were still active
smokers. They also had the most important smoking history. Healthy subjects were

significantly younger than COPD subjects.

W(CS exposure in NCI-H292 and HBEC cultures

Ambiant CO concentrations for NCI-H292 cells and HBECs were 2636+408 ppm and
33474143 ppm respectively (Figure 1). Regarding the cytotoxicity evaluated by LDH assay in
the culture supernatants, no significant difference was observed between exposed and non-
exposed cells (Figure 2). IL8 was significantly increased at 24h in response to WCS exposure

(p <0.02) (Figure 3).

WCS, rhCCSP and ATP effects on MUC5AC secretion in HBECs of Smokers and COPD patients

After 1h ATP treatment, at baseline, regardless of drug stimulation or WCS exposure,
MUCS5AC protein was significantly increased in COPD ALl cultures compared to Healthy
subjects and Smokers (p<0.008 for each comparison). After WCS exposure, MUC5AC
secretion significantly increased only in Smoker ALl cultures (p<0.05) (Figure 4). ATP
increased MUCS5AC secretion in WCS-exposed COPD epithelia in the supernatants collected
at 24h (p<0.001). rhCCSP supplementation decreased MUC5AC secretion in WCS-exposed
Smokers epithelia (p<0.05) and significantly in WCS exposed COPD ALI cultures (p<0.001)

(Figure 5).



WCS, rhCCSP and ATP effects on MUC5AC transcription in HBECs of Smokers and COPD

patients

ATP stimulation tended to increase MUCSAC transcription in WCS-exposed Healthy and
Smoker epithelia whereas no trend was observed in COPD ALl cultures. MUC5AC mRNA
levels in COPD epithelia were similar between baseline, WCS exposure and drug stimulation.
rhCCSP supplementation failed to decrease WCS-induced MUCS5AC overexpression in
Healthy subjects and Smokers (mixed-effect model p=0.85 for interaction between drug and

groups) (Figure 6).

Discussion

In this study, we succeeded to obtain a reliable model of whole cigarette smoke (WCS)
exposure with reproducible exposure intensity evaluated by stable ambient CO
concentrations. This is the first time that MUC5AC regulation is studied on primary HBECs
exposed to the particular and vapor phase of cigarette smoke in the context of COPD. We
demonstrated that MUC5AC protein release is increased in primary cultures of HBECs from
COPD subjects at baseline. We tested the potential therapeutic role of CCSP by treating
WCS-exposed airway epithelium of Healthy subjects, Smokers and COPD patients with
exogenous CCSP. CCSP supplementation significantly decreased WCS-induced MUCS5AC

hypersecretion in ex-vivo COPD epithelia supernatants.

The use of NCI-H292 cells permitted us to develop WCS exposure protocol as working with

this cell line is easy and not very expensive. We demonstrated that NCI-H292 cells exposed
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to WCS exhibited a low cytotoxicity profile. This allowed us to perform different cytokine and
protein measurements. This WCS exposure model was closer to the reality of tobacco
smoking aggression because it replicated the chemical and mechanical toxicity of the vapor
phase described in the literature (27,31,32). Although the human physiological dimension of

Ill

airways could not have been reproduced, our experimental “smoking box” still has the

interest to consider the potential shear stress induced by turbulences of the gas phase.

With our ex vivo ALl culture model of bronchial epithelium, we observed an increased
MUCSAC secretion in COPD patients at steady state, which is one of the main feature leading
to small airway occlusion in in vivo conditions (33). Two months separated sampling from
these findings obtained in fully differentiated airway epithelium at the air liquid interface.
Thus, this model seems to adequately model the disease as biological changes are
maintained and reproduced. WCS exposure led to increased MUC5AC secretion in Smoker
epithelia. This tobacco-smoking-induced MUC5AC secretion has already been shown in
animal models exposed to WCS (24) or in commercial normal human bronchial epithelial
(NHBE) cells with smoke extract (10,34) but never in primary HBECs cultures. Moreover,
some of these studies grouped MUC5AC production (cell lysate measurements) and
secretion (supernatant measurements) together, whereas they probably represent two

distinct mechanisms with their own respective triggers.

In our data, the apparent lack of WCS-induced MUC5AC secretion in COPD epithelia must be
carefully interpreted. Indeed, at baseline, the mucin concentration in COPD epithelia was
five times more important than in Smokers. This might suggest that the COPD epithelium has

already reached its maximum secretory capacity.
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Our study design cannot propose a cellular or a molecular pathway for the WCS-triggered
MUCS5AC secretion. Nonetheless we could hypothesize that chemical or mechanical stress
lead to increased concentrations of ATP in the periciliary layer and then to MUC5AC release
(12,15,35). Further experiments assessing ATP concentrations in the epithelial supernatants

would be relevant.

Preventive treatment with rhCCSP in the WCS-exposed COPD epithelia significantly
decreased ATP-induced MUC5AC hypersecretion. Here, we confirm in a model as close to
reality as possible the potential role of CCSP in the mucus hypersecretion mechanisms
leading to small airway obstruction. This observation is consistent with previous experiments
from Tokita et al showing decreased MUC5AC secretion and expression in LPS-exposed NHBE
cells cultured at ALI treated with rhCCSP. Unfortunately, our results were not reproducible
with MUC5AC mRNA measurement in cell lysates but this might be partly due to a lack of
power. The mechanisms underlying the regulation of MUCSAC secretion through a
hypothetic CCSP-pathway are unknown. Does CCSP possess its own cell receptor? Does it
directly bind to an extracellular compound triggering cigarette smoke-induced inflammation,

or even to pro-inflammatory cytokines? These issues are still unsolved.

Several limits of our study support discussion. First, the ALl culture model is a complex
technigue and need specific expertise. That explains a certain lack of power. It would be of
interest to determine predictive factors involved in the success of the ALl culture to improve
our technique. Moreover, the collection of the epithelium supernatants and their whole
mucus secretion products is challenging because of its adherence to the apical side of the
epithelium. The state of the mucus hydration, which can be highly variable, may represent a

potential confounding factor and the study of mucus rheology would be relevant. Then, the
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usual washes with PBS could by itself constitute a stimulus that may lead to changes in the
epithelium secretome. Next, the method firstly used to measure MUC5AC protein had been
problematic as our first tests with ELLA-Kit were not contributing, motivating us to use Dot
Blot assessment. In addition, we chose to perform a single WCS exposure which may not be
representative of the “real life” cigarette smoke chronic exposure, thus overcoming the
potential long-term transcriptional modifications that may take part into the development
and/or the maintenance of the COPD phenotype. Finally, we did not perform MUC5B
measurement but growing bodies of evidence tend to show that this mucin could play a

major role in airway defense (36,37).

To conclude, we established a reliable WCS exposure model to assess MUC5AC regulation in
COPD ex vivo epithelia. We suggest that CCSP has a potential role in mucus hypersecretion

leading to small airway occlusion in COPD.
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Figure Legends

Figure 1. Carbon Monoxide rates in response to whole cigarette smoke exposure, in ppm.

Scatter plots are displaying median, plots represent each measure.

Figure 2. NCI-H292 cells viability at baseline, h6, h12, h24, h36 and h48. LDH assay. Values

are expressed as mean with SEM, and compared to Triton 1%.

Figure 3. NCI-H292 cells IL8 secretion by ELISA, mean with SD.

Figure 4. MUC5AC Protein Intensity in ALl cultures supernatants at Baseline (1h after WCS or

sham exposure) assessed by Dot Blot and expressed as mean with SEM.

Figure 5. MUCS5AC Protein Intensity in ALl cultures supernatant at 24h assessed by Dot Blot
and expressed as Fold Increase Exposed/NonExposed, mean with SEM. The different drug
conditions are represented in the X-Axis (PBS, ATP 1h post-exposure, CCSP 30min pre-

exposure then ATP 1h post-exposure).

Figure 6. MUC5AC mRNA level of expression in ALl cultures cell lysats at 24h, assessed by RT-
gPCR and expressed as Fold Increase Exposed/NonExposed, mean with SEM. The different
drug conditions are represented in the X-Axis (PBS, ATP 1h post-exposure, CCSP 30min pre-

exposure then ATP 1h post-exposure).
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Table 1. Subject baseline characteristics.

Healthy Smokers COPD p-value

n 4 3 4 NA

Age, years 40+8.0 60+1.9 67+2.6 0.0009
Gender [n (%smale)] 2(50) 2(66.7) 4(100) 0.2729
Smoking history, pack years 1.5+0.9 22+4.4 41+8.3 0.0016°
Smoking status [n (%weaned>1lyear)] 4(100) 1(33) 1(25) 0.0711
FEV1, %th 98+3.5 85+8.2 71+3.0 0.0173°
FEV1/FVC 8415 91+14.7 65+1.6 0.0147°

@Data are expressed as means +SEM

b COPD patients, Smokers and Healthy subjects were compared using a Kruskal-Wallis test
for quantitative data and a Fisher test for qualitative data. with p < 0.05 being significant

Definition of abbreviations: FEV1, forced expiratory volume in 1 s; FVC, forced vital capacity
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Supplementary Data
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Discussion

1. Modele d’exposition a la fumée de cigarette phase gazeuse et particulaire

Dans cette étude, nous avons réussi a obtenir un modele fiable d'exposition a la fumée de
cigarette « entiere » (Whole Cigarette Smoke = WCS) avec une intensité d'exposition reproductible
évaluée par des concentrations ambiantes stables de CO. Nous avons démontré que la libération
de la protéine MUC5AC est augmentée dans les cultures primaires de cellules bronchiques
humaines (HBECs) provenant de sujets BPCO. Nous avons ensuite testé le réle thérapeutique
potentiel de la protéine CCSP en traitant les épithélia exposés a la WCS de sujets sains, de fumeurs
et de patients BPCO avec de la protéine CCSP exogene. La supplémentation en CCSP a diminué de
maniére significative I'hypersécrétion de MUCS5AC induite par la WCS dans les surnageants

d'épithéliums de BPCO ex-vivo.

Ce modele d'exposition a la fumée de cigarette dans son ensemble, et non pas seulement a
une solution de fumée de cigarette, était plus proche de la réalité de |'agression tabagique car il
reproduisait la toxicité chimique et mécanique de la phase vapeur décrite dans la littérature. Bien
gue la dimension physiologique humaine des voies respiratoires n'ait pu étre reproduite, notre "
boite a fumer " expérimentale présente aussi l'intérét de prendre en compte le potentiel stress de

cisaillement induit par les turbulences de la phase gazeuse.

2. Hypersécrétion de mucines MUC5AC a baseline par les épithélia de BPCO

Avec notre modele de culture ex vivo d’épithélium bronchique, nous avons observé une
augmentation de la sécrétion de MUC5AC chez les patients atteints de BPCO a I'état stable, ce qui
est I'une des principales caractéristiques conduisant a l'occlusion des petites voies aériennes dans
des conditions in vivo. Ainsi, ce modele semble modéliser adéquatement la maladie puisque les
changements biologiques sont maintenus et reproduits. L'exposition a la WCS a entrainé une
augmentation de la sécrétion de MUCSAC par les épithélia des fumeurs. Cette sécrétion de
MUCS5AC induite par la fumée de cigarette a déja été montrée dans des modeles animaux exposés
a la WCS ou dans des cultures de cellules bronchiques humaines normales (NHBE) commerciales
avec un extrait de fumée, mais jamais dans des cultures primaires de HBECs. De plus, certaines de
ces études ont regroupé la production (mesures du lysat cellulaire) et la sécrétion (mesures du
surnageant) de MUCS5AC, alors qu'elles représentent deux mécanismes distincts et deux voies

distinctes (212,213).
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Dans nos données, I'absence apparente de sécrétion de MUC5AC induite par le WCS dans les
épithéliums de la BPCO doit étre interprétée avec précaution. En effet, a I'état de base, la
concentration de mucines dans les épithélia de BPCO était cinq fois plus importante que chez les
Fumeurs. Ceci pourrait suggérer que |'épithélium de la BPCO a déja atteint sa capacité sécrétoire
maximale, ou bien sa capacité de production maximale, ou qu’une exposition de courte durée ne
permet pas de reconstituer les stocks intra-cellulaires de mucines MUCSAC suffisamment

rapidement.

3. CCSP diminue I'hypersécrétion de MUSAC induite par I'ATP

Le traitement préventif par rhCCSP dans les épithéliums de BPCO exposés a la WCS a
significativement diminué I'hypersécrétion de MUCSAC induite par I'ATP. Nous confirmons ici,
dans un modele aussi proche de la réalité que possible, le réle potentiel de la CCSP dans les
mécanismes d'hypersécrétion de mucus conduisant a l'obstruction des petites voies aériennes.
Cette observation est cohérente avec les expériences précédentes de Tokita et al montrant une
diminution de la sécrétion et de I'expression de MUC5AC dans les cellules NHBE exposées au LPS
et cultivées lors d'un ALl traité avec la rhCCSP(214). Malheureusement, nos résultats n'étaient pas
reproductibles avec la mesure de 'ARNm de MUCS5AC dans les lysats cellulaires mais cela pourrait
étre da en partie a un manque de puissance. De plus, la courte durée de |’exposition n’a encore
une fois peut-étre pas laisser le temps a la machinerie cellulaire de produire de I’ARNm de

MUCS5AC.

4. Limites

La conception de notre étude ne permet pas non plus de proposer une voie de signalisation
complémentaire a celle que nous avons détaillé précédemment (Partie A - paragraphe Il.1.b.i.)
pour la sécrétion de MUC5AC déclenchée par la WCS. Néanmoins, nous pourrions émettre
I'hypothése que le stress chimique ou mécanique induit par la phase gazeuse entraine une
augmentation des concentrations d'ATP dans la couche périciliaire, puis la libération de MUC5AC.
D'autres expériences évaluant les concentrations d'ATP dans les surnageants épithéliaux seraient

pertinentes.

Plusieurs autres limites de notre étude méritent d'étre discutées. Tout d'abord, le modéle de
culture ALI est une technique complexe qui nécessite une expertise spécifique. Cela explique un

manque de puissance certain. De plus, la collecte des surnageants d'épithélium et de I'ensemble
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des produits de sécrétion du mucus est difficile en raison de son adhérence a la face apicale de
I'épithélium. L'état d'hydratation du mucus, qui peut étre trés variable, peut représenter un
facteur de confusion potentiel et I'étude de la rhéologie du mucus dans le surnageant serait

pertinente.

Ensuite, la méthode utilisée dans un premier temps pour mesurer la protéine MUC5AC s'est
avérée problématique, nos premiers tests avec ELLA-Kit n'ayant pas été contributifs, ce qui nous a
motivé a utiliser I'évaluation par Dot Blot. De plus, nous avons choisi de réaliser une seule

exposition a la WCS, qui n'est pas forcément représentative de |'exposition chronique a la fumée

de cigarette dans la " vraie vie ", ce qui permet d'éviter les modifications transcriptionnelles
potentielles a long terme qui peuvent participer au développement et/ou au maintien du
phénotype de la BPCO. Enfin, nous n'avons pas effectué de mesure de la MUC5B bien que nous
ayons vu qu’elle joue un réle majeur car son taux était indétectable en ELISA, point que nous avons

détaillé dans la Partie A - Chapitre .

En conclusion, nous avons établi un modeéle fiable d'exposition a la WCS pour évaluer la
régulation de MUCS5AC dans les épithéliums ex vivo de patients BPCO. Nous suggérons que la WCS
aun réle potentiel dans I'hypersécrétion de mucus menant a I'occlusion des petites voies aériennes

dans la BPCO et qu’une supplémentation en CCSP pourrait atténuer ce trait pathologique.



lll.  Article 2 : Léosinophilie est prédite par la rhéologie des expectorations
dans les pathologies obstructives bronchiques.

Rheology predicts sputum eosinophilia in muco-obstructive lung diseases (soumis

a “Chest”)

Objectifs de These

1. DETERMINER LES VARIABLES INFLUENCANT LA RHEOLOGIE DES EXPECTORATIONS
ET DU MUCUS DANS LES PATHOLOGIES « MUCO-OBSTRUCTIVES »: ASTHME, BPCO,
BRONCHECTASIES NON-CF.

2. A PARTIR DES PARAMETRES RHEOLOGIQUES EVALUES DANS CES PATHOLOGIES,
DETERMINER UN SEUIL A PARTIR DUQUEL CE MUCUS PEUT ETRE CONSIDERE
COMME INTRINSEQUEMENT PATHOLOGIQUE

Hypotheses testées

1. LARHEOLOGIE DES EXPECTORATIONS EST UN OUTILS PERMETTANT D’ENDOTYPER
LES PATHOLOGIES OBSTRUCTIVES BRONCHIQUES EN ROUTINE CLINIQUE

2. LES MUCINES SECRETEES SONT LES PRINCIPAUX DETERMINANTS DE LA
VISCOELASTICITE DU MUCUS DANS LES VOIES AERIENNES, QUELQUE SOIT LA
PATHOLOGIE SOUS-JACENTE

3. ILEXISTE UNE RELATION ENTRE LA RHEOLOGIE DU MUCUS ET LE TYPE
D’'INFLAMMATION DETERMINE DANS L'EXPECTORATION (EOSINOPHILIQUE,
NEUTROPHILIQUE, ETC...)
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<280 character social media quote
In asthma, COPD and non-cystic fibrosis bronchiectasis, sputum rheology parameters are

positively correlated with Mucin 5a content. Additionally, the critical stress threshold from
sputum rheology predicts sputum eosinophilia >1.25%.

Take home points

Study question

To determine biological variables influencing sputum rheology in patients with muco-
obstructive lung diseases.

Results

Sputum rheology parameters are correlated with mucin content and the critical stress
threshold predicts sputum eosinophilia >1.25%.

Interpretation

In muco-obstructive lung diseases, rheology predicts sputum eosinophilia and is correlated
with mucin concentrations, regardless of the underlying disease.
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Abstract:
Background
Mucus is known to play a pathogenic role in muco-obstructive lung diseases, but little is known
about the determinants of mucus rheology. The purpose of this study is to determine which
sputum components influence sputum rheology in patients with muco-obstructive lung

diseases.

Methods

We performed a cross sectional prospective cohort study. Spontaneous sputum was collected
from consecutive patients with muco-obstructive lung diseases. Sputum rheology was assessed
using the Rheomuco® rheometer (Rheonova, Grenoble); the elastic modulus G’, viscous
modulus G”’, and the critical stress threshold oc were recorded. Key quantitative and qualitative
biological sputum components were determined by cytology, nucleic acid amplification tests

and mass spectrometry.

Results

48 patients were included from January to August 2019. Among them, 10 had asthma, 14 COPD
and 24 non-CF bronchiectasis (NCFB). The critical stress threshold oc predicted a sputum
eosinophilia superior to 1.25% with 89.19% accuracy (AUC=0.8762). G’ and G’’ are positively
correlated with MUCSAC protein concentration ((rho = .361; P = .013) and (tho = .335; P =
.021), respectively). oc was positively correlated with sputum eosinophilia (tho = .394; P =
.012), MUCS5B (rho = 0.552; P <.001) and total protein (rho = 0.490; P <.001) concentrations.
G’ and G’ were significantly higher in asthma patients (G’=14.49[7.18-25.26]Pa,
G*’=3.0[2.16-5.38]Pa) compared to COPD (G’=5.01[2.94-6.48]Pa, P=.010; G’’=1.45[1.16-
1.941Pa, P=.006) and to NCFB (G’=4.99[1.49-10.49]Pa, P=.003; G’’=1.46[0.71-2.47]Pa,

P=.002).
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Conclusion
In muco-obstructive lung diseases, rheology predicts sputum eosinophilia and is correlated with

mucin concentrations, regardless of the underlying disease.

Clinical Trial Registration (registrar, website, and registration number), where
applicable

NCT04081740

Keywords

asthma, COPD, eosinophil, mucins, non-CF bronchiectasis
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Introduction

Mucus plugging is known to play a critical, pathogenic role in fatal asthma episodes,' in the
progression of COPD,** and in outcomes in non-cystic fibrosis bronchiectasis (NCFB).’ In the
clinical setting, chronic bronchitis is a frequent cause for concern for patients and responsible
for considerable handicap.®!! The pathophysiology of this symptom is probably more complex
than the mere consequence of goblet cell hyperplasia alone, though mucus hyperproduction is

a key feature reported in most muco-obstructive diseases.'>"!”

Mucus covers the apical surface of the airway epithelium and represents the first barrier with
the environment. Produced by both epithelial goblet cells and submucosal glands, mucus is
composed of 98% water and 2% protein. The latter components are mostly composed of mucins

(primarily MUCS5AC and MUC5B!®), which confer a viscoelastic gel behavior.!

Certain rheological properties of mucus, such as viscosity and elasticity, may actively
contribute towards airway plugging. The amount of force required to initiate flow in a
viscoelastic gel, i.e. the critical stress threshold, is also a key rheology parameter. Surprisingly,
the biological components determining these properties remain largely unclear and debated.
Recently, Rubin et al. demonstrated that mucus rheology was a better predictor of antibiotic
treatment success in cystic fibrosis exacerbations of bronchiectasis when compared to classic
bacteriology and antibiograms from respiratory samples.?’ In addition, Patarin et a. showed that
sputum rheology might be a useful marker for discriminating between different types of chronic
airway diseases,”! but no relationship with sputum content has been established to explain these
observations. The ratio of mucins MUC5AC/MUCSB in mucus seems to be one important
factor,” as well as eosinophils whose survival has been shown to be favored in MUC5B-
deficient sputum through lesser interactions with Siglec-F (Sialic acid-binding,

immunoglobulin-like lectin) that normally induces eosinophils apoptosis.?
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In the present study, we aimed to assess the contribution of eosinophil and mucin content to

mucus rheology from patients with asthma, COPD and NCFB.

Methods

Patients

All consecutive patients attending the outpatient clinic in the Respiratory Diseases Department
of the Montpellier University Hospitals (Montpellier, France) who met eligibility criteria were
prospectively enrolled between September and December 2019. Adults aged 18 or more with a

24-26

confirmed diagnosis of asthma, COPD or NCFB according to international guidelines, were

eligible if they were able to spontaneously produce sputum.

Sputum analysis

A spontaneous sputum sample was collected for each individual patient. All samples were
rigorously processed following the same procedure as previously described?'. Within 2 hours
of collection, rheology parameters were measured, and then cytology assessments were
performed (see following paragraphs). The sputum supernatant was subsequently frozen and
stored at -80°C. In parallel, a part of the sample was sent to routine bacterial direct examination

and culture. The sputum flow chart is described in the supplementary appendix (e-Figure 1).

Rheology

Rheology was assessed on 720ul of one fresh sputum sample, as previously published by
Patarin et al.?! Briefly, after gentle vortexing at low velocity for one minute, rheometric analysis
was performed using the Rheomuco® rheometer (Rheonova, Grenoble, France) at 37°C with
an oscillatory frequency of 1Hz and an increasing strain. Measurements of the elastic modulus
(G’; Pa), the viscous modulus (G’’; Pa) in the visco-elastic linear domain and the critical stress

threshold (oc) were obtained.
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Cytology

Preliminary data suggested that total cellular counts or cytological classification were not
affected by prior rheological analysis (e-Table 1). Subsequently, the sputum was treated with
dithiothreitol (DTT) according to standard procedures.?’” The sample quality was then assessed
(as squamous cells are an indicator of saliva content/contamination, a squamous cell count
<20% of total cell count was required). Sputum samples were classified according to
conventionally recognized categories.?® Briefly, sputum samples with normal neutrophil
(<61%) and eosinophil (<1.9%) counts were considered as paucigranulocytic. Sputum samples
with normal neutrophil counts and raised eosinophil counts (>2%) were considered as
eosinophilic, and sputum samples with raised neutrophil counts (>61%) and normal eosinophil
counts were considered as neutrophilic. Finally, those samples with both raised neutrophil and
eosinophil counts were considered as mixed granulocytic. Supernatants were then stored at -
80°C for further assessment.

Total DNA, protein and mucin concentrations, protein identification and a-amylase
activity

Frozen supernatants from sputum samples were thawed at room temperature. DNA was
extracted (QIAamp DNA Micro Kit) and then quantified with spectrophotometry
(NanoDroponeC). Total protein concentration was assessed using colorimetry (RC DC kit
(BIO-RAD®)) at 690 nm. Tandem mass spectrometry (Multiple Reaction Monitoring) was
performed to quantify both MUCSAC and MUCS5B protein concentrations according to
previously described techniques, using the LC-MRM method.? Peptide sequences were
selected according to previous reports.>” Because Pseudomonas sp. can cleave mucins and thus
impair their detection,*® we screened and identified peptide sequences at both the N- and C-
terminal parts of MUCS5B and MUCSAC. Protein identification was performed by high

resolution mass spectrometry (HRMS) on Data-Dependent Acquisition. The entire detailed
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protocol is described in the supplementary material. a-amylase activity was measured using a
colorimetric assay (Abcam® ab102523) at 405 nm every other minute during one hour

(TECAN Infinite® 200 PRO) as a second quality check to assess salivary contamination.

Ethics

This study was approved by the local Institutional Review Board (CHU de Montpellier
RECHMPL19 0430, #2019 IRB-MTP 09-10) and registered on Clinicaltrials.gov
(NCTO04081740). In accordance with French regulations for observational studies, verbal
consent was required and patients could participate as long as they were correctly informed and

did not oppose the data analysis.

Statistics

Descriptive statistics are provided as medians followed by their interquartile ranges for
quantitative variables, and as numbers (%) for qualitative variables. Pairwise comparisons
between groups were performed using false discovery rate (FDR)-corrected Conover’s tests or
Fisher’s exact tests. Multivariable, stepwise regression was then performed to explain sputum
rheology parameters (separate models for G’, G” and oc¢) as a function of sputum components.
Data were scaled prior to modeling and the models with the smallest Akaike Information
Criterion from among forward and backward stepwise procedures were retained. To determine
the predictive capacity of rheology to predict sputum eosinophilia, we constructed a Receiver
Operating Characteristic curve to discriminate between high (>1.25%) and low (<1.25%)
sputum eosinophilia. The latter threshold (1.25%) was previously published by Hastie et al .
and based on 827 patients from the SPIROMICS cohort®!. The receiver operating curve and
associated statistics (Youden’s threshold, area under the curve, accuracy, sensitivity and

specificity) were computed for oc as a predictor of sputum eosinophil percentage >1.25% via
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logistic regression. All computations were performed using the R statistical programming

environment.>?

Results

Study population

Fifty-eight patients were eligible for the study. Among them, forty-eight patients were able to
produce sputum and were included from September to December, 2019 (Figure 1). Ten patients
were included in the asthma group, fourteen in the COPD group and twenty-four in the NCFB
group, and the associated descriptive statistics are provided in Table 1. The median annual
number of exacerbations in the previous year was 2 [interquartile range: 1-4] without significant
differences between groups. Median FEV1 (%predicted) was significantly lower in the COPD
group (FEV1 = 28% [22.75-33.25]) compared to the asthma group (FEV1 = 75% [57-78](P <
.001)) and the NCFB group (FEV1=55.5% [40-79](P < .001)). Among patients with data for
complete blood counts sampled in the past week (n=35), median blood eosinophilia was 210
cells/mm?® [140-260] and 43.9% of them had >300 eosinophils/mm® within the past year.
Smoking history was significantly more reported in the COPD (93%) than in the asthma (40%)
and the NCFB (30%) groups. All patients with asthma and NCFB reported chronic bronchitis,
whereas only 64% of patients with COPD did. Twenty-five patients (52%) were hospitalized
for a severe acute exacerbation at inclusion, with no significant differences between groups

(Table 1).

Rheology

The elastic and the viscous moduli were significantly higher in the asthma group (G’=14.49
[7.18-25.26] Pa, G*’=3 [2.16-5.38] Pa) versus the COPD group (G’=5.01 [2.94-6.48]; G’’=1.45
[1.16-1.94] Pa) and versus the NCFB group (G’=4.99 [1.49-10.49] and G*’=1.46 [0.71-2.47]

Pa) (Figures 2a et 2b). No significant between-group differences were observed for critical yield
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stress oc (Figure 2¢). Descriptive statistics are also listed in the supplementary material (e-
Table 2). No significant differences were found between sputum samples collected at steady

state in comparison with sputum collected during an exacerbation (e-Figure 2).

Sputum components

Descriptive statistics for sputum components are presented in Table 2. Total cellular count was
higher in the NCFB group than in the asthma and COPD groups (respectively 3.66 [1.95-6.92]
versus 1.25 [0.82-2.17] (P = .025) and 0.42 [0.1-1.05](P < .001)), with a predominance of
neutrophils in all three groups (median percentage of sputum neutrophils = 89.62% [82.75-
93.75]). Sputum eosinophil percentages were higher in the asthma group (1.02 [0-2.62]%)
compared to the COPD (0.25 [0-3.12]%) and the NCFB (0 [0-0.25]%) groups, although

differences were not significant (Table 2).

Greater concentrations of DNA were found in the NCFB group (916.4 [386.28-1293] ng/ul),
with significant differences in comparison to the asthma (104.75 [21.85 — 419.22]; P < .001)
and COPD group (30.1 [17.1-161.48] ng/ul; P < .001). MUCS5B concentrations were
significantly higher in both the COPD and asthma groups (respectively 90.55 [57.85-132.82]
fmol/ul) and 79.75 [53.28-98.4] fmol/ul) than in the NCFB group (44.6 [26.8-66.7] tmol/ul, P
=.006 and P =.027). Asthma and COPD patients exhibited higher MUCS5AC concentrations
(respectively 62.25 [22.95 to 171.7] fmol/ul and 41.3 [40.4 to 91.8] fmol/ul) than patients in
the non-CF bronchiectasis group (35.7 [26.85 to 55.45] fmol/ul) (Table 2). Proteomic analysis
showed differential patterns among groups: in COPD and asthma samples, MUCS5B and
MUCSAC proteins were identified in the top 10 of the protein list, whereas in the NCFB

samples, MUCS5AB and MUCS5AC proteins were identified, but in lower amounts (e-Table 3).
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Relating sputum components to rheology

Spearman’s correlation tests confirm that G* and G’ are positively correlated with MUCSAC
protein concentration ((rtho = .361; P = .013) and (rtho = .335; P =.021), respectively). oc was
positively correlated with sputum eosinophilia (rtho = .394; P =.012), MUCS5B (rho = 0.552; P

<.001) and Protein (rho = 0.490; P <.001) concentrations.

Multiple regression analyses demonstrate that protein content is a highly significant positive
determinant of all three rheological parameters, along with MUCS5AC (Table 3). MUCS5B and
the percentage eosinophils also have significant, positive contributions to oc. The percentage
neutrophils, on the other hand, is significantly associated with decreasing G’ and G’ (and near-
significantly so for oc). Similarly, the percentage squamous cells is also negatively correlated
with all three rheological parameters, but reaches significance only for cc. Finally, there is a

tendency for DNA to be negatively associated with G’” (Table 3).

According to logistic regression, oc¢ predicted sputum eosinophilia superior to 1.25% (B =.0218
+.0090, P = .015; intercept = -2.6013 £ 0.7296, P < .001); the associated receiver operating

curve is presented in Figure 3 and determined 89.19% accuracy (85.71% sensitivity, 93.33%

specificity). The area under the curve (AUC) was .8762.

Discussion

In this study, we provide evidence for the first time that: 1) simple sputum rheology at the
bedside can be confidently related to sputum cytological and mucin content; ii) the viscoelastic
properties of sputum are mostly driven by protein and mucin (MUCSAC in particular) content
as compared to other tested components; (iii) the critical stress threshold (cc) at which sputum
is forced to flow like a fluid (rather than aggregating more like a solid) is further determined by
MUCS5B and sputum eosinophilia; (iv) oc is predictive of a sputum eosinophilia superior to

1.25% (the latter being a cut-off associated with a more severe COPD phenotype).?!
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In this study, multivariate models evidenced for the first time what was intuitively known but
never previously demonstrated at the bedside: the main determinant of the viscoelastic
properties of sputum are the mucins, and in particular, MUC5AC, whose concentrations have
been rigorously assessed with mass spectrometry. This may have therapeutic implications in
itself, but we feel that future research should also delve deeper into the specificities of each
underlying condition. In particular, we demonstrated that the relative “rheological weight” of
mucins in NCFB seems less important than in other conditions, likely due to the involvement
of inflammatory cells and in particular eosinophils. In contrast to what has been previously
published,?! patients with asthma have the highest elastic and viscous moduli here, compared
to patients with COPD. This can be explained by the higher severity of asthmatic subjects in

our study.

As concerns rheology-targeting treatments, one should keep in mind that MUCS5SAC and
MUCSB are highly complex glycoproteins and the promoter of their related encoding genes is
a carrier of a very high number and variety of regulation sites.®> Targeting MUCS5AC for
treatment is complex and most previous attempts have failed to achieve this aim3*. Perhaps the
EXPEDITION trial assessing the effect of Dupilumab on airway inflammation in patients with
asthma could give us some answers (NCT02573233). In vivo and in vitro, very few molecules
are able to reduce the viscoelastic behavior of sputum.®>*® However, other sputum components
may be targeted. For example, DNase was successfully marketed in cystic fibrosis.?” Similarly
targeting eosinophils in sputum should be achievable via monoclonal antibodies (mAbs) such
as anti-Interleukine 5/5R or Anti-Interleukine 4R/13R, though the impacts of the latter on
sputum content are currently under-reported. From our observations, we may also reasonably
hypothesize that the presence of eosinophil-derived elements such as Charcot-Leyden crystals

)38,39

or Eosinophil Extra-cellular Traps (EETs could be involved. As a consequence, targeting

Charcot-Leyden Crystals with Galectinl0 antibodies could be an option.** Another option
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would be to change cell fate during epithelial differentiation in order to prevent goblet cell
hyperplasia; this could be successfully achieved by Notch pathway interference via anti-Jagged

antibodies.*' ™

Upcoming trials include the “COPD CARhIE” study (Chronic Airway Disease, Mucus
Rheology and Exacerbations: a Randomized Controlled Trial of COPD Patients,
NCT04339270), which will juxtapose symptom-based versus rheology-based azithromycin
strategies. Indeed, azithromycin has been shown to reduce exacerbations in asthma, COPD, and
NCFB.*® Our hypothesis is that this treatment success could be due to the mucus modifying
properties of this macrolide.**® Rheology, which is correlated to the mucin content of mucus,

could thus objectively guide the prescription of this antibiotic.

One of our main findings is the accuracy of the critical stress oc for predicting sputum
eosinophilia superior to 1.25%. This biomarker might be a promising non-invasive decision-
making tool in the care pathway. Indeed, sputum eosinophilia has been shown to be closely
related to COPD severity in terms of future exacerbations,’! to be a reliable biomarker of
reduction of exacerbations in patients with moderate to severe asthma*’ and may identify a
subgroup of patients in NCFB who could benefit from a biologic “anti-T2” therapy.’® As a
reflection of airway eosinophilia, rheology could thus help the physician to rapidly phenotype
their patients, appreciate their adherence to anti-inflammatory therapies or identify patients

refractory to their latest biologic treatment.

Due to its pragmatic design, the main limitation of this study is that a significant proportion of
patients (10 over 58) were not able to produce spontaneous sputum and were excluded.
Although this might represent a lack of power for pairwise group comparisons, the good
predictive value of sputum eosinophilia by rheology would not have been affected by this issue.
The quality criteria for sputum samples could be another limitation and an obstacle to routine

use. In our study, we used a classic quality standard for sputum (a squamous cell count <20%
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of total cell count) and added a measure of a-amylase activity to exclude salivary contamination
as previously published.”’ Contamination was observed, was modest, and importantly, was
equally distributed amongst the strata, indicating it did not bias our results, which is consistent

with previous reports.*!

At last, one could object to the absence of a control group. Patarin et al. have previously reported
data about the performance of rtheology to discriminate between patients with muco-obstructive
lung diseases and healthy subjects.?! As a consequence, it would not have been ethical to
perform further procedures in this category of patients. Moreover, the aim of our study was to

assess the performance of rheology to predict sputum content.

Interpretation

Sputum rheology is driven primarily by mucins and eosinophils in asthma, COPD and NCFB,
and accurately predicts sputum eosinophilia. Given the recent technological advances rendering
on-site rheology quite feasible in the clinic, rheology-based diagnosis and therapeutic strategies

can now be tested.
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513 Tables

514  Table 1. Population characteristics for the total population and each disease group (asthma, chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and non-cystic fibrosis bronchiectasis
515  (NCFB). Sample sizes (N) and descriptive statistics (median (inter-quartile) for quantitative variables and number (%) for qualitative variables) are provided. P values indicate
516  false discovery rate (FDR) corrected, non-parametric Conover test results for pairwise comparisons (for quantitative variables), or FDR-corrected pairwise Fischer’s tests (for
517  qualitative variables). P-values <0.05 are indicated in bold.

P-values
Total Asthma COPD NCFB Asthma vs | Asthma vs | COPD vs
N (N=48) (N=10) (N=14) (N=24) COPD NCFB NCFB
Age (yr) 48 64 (51.25-71) 61 (50.25-64) 67.5 (58.75-69) 64 (34-71) 440 750 440
Sex (% female) 48 25 (52.08%) 8 (80%) 4 (28.57%) 13 (54.17%) .108 251 251
BMI (kg/m?) 48 | 22.22(20.02-25.62) | 24.73 (21.56-28.07) | 21.38 (17.89-23.93) | 22.22 (20.02-25.05) .200 .320 .380
Smoking status (% ever smoker) 47 24 (51.06%) 4 (40%) 13 (92.86%) 7 (30.43%) 013 .692 <.001
Active (%) 24 6 (25%) 2 (50%) 4 (31%) 0 (0%) 999 120 .041
Mean pack-years 17 37 (20-50) 20 (9.5-35) 40 (38.5-52.5) 20 (8.75-35) 120 .860 .100
Steady state vs exacerbation (% exacerbation) | 48 25 (52.08%) 5 (50%) 5 (35.71%) 15 (62.5%) .704 704 .536
Blood eosinophilia
cells/mm? in the prior week 35 210 (140-260) 230 (100-250) 210 (170-230) 190 (160 -310) .88 .88 .88
>300 cells/mm? in the prior year (%) 41 18 (43.9%) 5 (55.56%) 5(35.71%) 8 (44.44%) 532 532 .999
Lung function
FEVI (% predicted) 44 46.5 (33-73.5) 75 (57-78) 28 (22.75-33.25) 55.5 (40-79) <.001 .140 <.001
FVC (% predicted) 42 75 (57.75-89.75) 89 (79-100) 72 (47-76) 72 (57-95) .042 .085 .320
FEVI1/FVC ratio 42 0.59 (0.4-0.69) 0.58 (0.52-0.75) 0.33 (0.29-0.42) 0.67 (0.59-0.7) .001 .694 <.001
RV (% predicted) 28 | 168.5(131.5-214.47) -- 218.9 (188-301) 138.5 (103.75-153.75) - -- <.001
Comorbidities
Chronic rhinosinusitis (%) 45 25 (55.56%) 9 (90%) 1 (9.09%) 15 (62.5%) .001 215 .006
with nasal polyps (%) 45 4 (8.7%) 4 (44.44%) 0 (0%) 0 (0%) 021 011 .999
Atopy* (%) 47 11 (23.4%) 6 (66.67%) 1 (7.14%) 4 (16.67%) 015 .016 .633
GERD (treated for) (%) 48 18 (37.5%) 5 (50%) 5(35.71%) 8 (33.33%) .999 .999 .999
Exacerbations
Number in past 12 months 46 2(1to4) 2 (1to3) 3(1to4) 2.0 (1.5t03.5) .900 .900 .900
>2 in past 12 months (%) 46 32 (69.57%) 6 (66.67%) 9 (64.29%) 17 (73.91%) .999 .999 .999
Prior hospitalization (%) 46 31 (67.39%) 6 (60%) 10 (76.92%) 15 (65.22%) 999 .999 .999
Prior ICU (%) 48 14 (29.17%) 3 (30%) 5 (35.71%) 6 (25%) 999 999 .999

518  *Atopy is defined as positive skin prick tests or specific IgE to one or more inhaled allergens
519  BMI = body mass index; CASA-Q = cough and sputum assessment questionnaire; FEV1 = forced expiratory volume in 1 second; FVC = forced vital capacity;
520 GERD = gastroesophageal reflux disease; ICU = intensive care unit; RV = residual volume.
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521  Table 2. Sputum components for the total population and each disease group (asthma, chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and non-cystic fibrosis
522  bronchiectasis (NCFB). Sample sizes (N) and descriptive statistics (median (inter-quartile) for quantitative variables and number (%) for qualitative variables)
523 are provided. P values indicate false discovery rate (FDR) corrected, non-parametric Conover test results for pairwise comparisons (for quantitative variables),
524  or FDR-corrected pairwise Fischer’s tests (for qualitative variables). P-values <0.05 are indicated in bold.

P-values
Asthma | Asthma | COPD
Total Asthma COPD NCFB Vs Vs Vs
(n=48) (n=10) (n=14) (n=24) COPD | NCFB | NCFB
Cell counts
Total cellular count (x 10%/g) 1.56 (0.71 to0 4.01) 1.25 (0.82 t0 2.17) 0.42 (0.1 to 1.05) 3.66 (1.95 t0 6.92) 034 025 | <.001
Neutrophil count (x 10%g) 193.83 (85.96 t0 405.15) | 114.78 (54.58 to 186.11) 84.44 (59 t0 97.92) 320.99 (177.13 t0 675.81) | .522 016 | .004
Eosinophil count (x 10%/g) 0.06 (0 t0 2.61) 0.99 (0 to0 2.21) 0.32 (0 t0 3.26) 0 (0 to 1.78) 920 790 | .790
Cell percentages
Sputum neutrophilia (%) 89.62 (82.75 to 93.75) 85 (77.94 to 88.74) 81.5 (73.12 to 92.38) 92 (89.06 to 96.1) 945 043 | .043
Sputum eosinophilia (%) 0.12 (0 t0 0.56) 1.02 (0 t0 2.62) 0.25 (0 0 3.12) 0 (0 to 0.25) 750 400 | .400
Squamous cells (%) 1.25 (0.25 to 7.88) 1.25 (0.75 t0 2.75) 50.38 (2.25 to 90) 0.38 (0 t0 2.12) .100 174 | <.001
Classifications
Neutrophilic (%) 29 (63.04%) 4 (44.44%) 4 (30.77%) 21 (87.5%) 662 030 | .002
Eosinophilic (%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)
Mixed granulocytic (%) 6 (13.04%) 2(22.22%) 3(23.08) 1 (4.17%) 999 261 | 261
Paucigranulocytic (%) 2 (4.35%) 1(11.11%) 0(0%) 1 (4.17%) 716 716 | .999
Squamous (%) 9 (19.57%) 2(22.22%) 6 (46.15) 1 (4.17%) 380 261 | .013
DNA and proteins
DNA (ng/uL) 317.95 (31.62 to 836.8) 104.75 (21.85 t0 419.22) 30.1 (17.1 to 161.48) 916.4 (386.28 to 1293) 249 | <.001 | <.001
Proteins (mg/mL) 20.36 (11.96 to 30.71) 18.04 (14.6 t0 30.22) 20.71 (10.62 to 23.75) 23.57 (11.96 t0 35.72) .660 660 | .660
MUCSAC (fmol/uL) 40.75 (26.3 to 82.1) 62.25 (22.95 to 171.7) 41.3 (40.4 t0 91.8) 35.7 (26.85 to 55.45) 958 | <.001 | <.001
MUCS5B (fmol/uL) 64(32.75 to 89.05) 79.75 (53.28 to 98.4) 90.55 (57.85 to 132.82) 44.6 (26.8 t0 66.7) 677 027 | .006
a-amylase activity (mU/mL) | 842.96 (462.8 to 2601.27) | 1904.76 (685.12 to 2639.77) | 804.59 (290.96 to 3794.99) | 810.46 (524.12 to 1845.5) | .770 770 | 770

525
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Table 3. Multivariable regression results for explaining sputum rheology parameters (G’, G’
and oc) as a function of sputum components. Only the best models minimizing the Akaike
Information Criterion are presented (from among forward and backward stepwise procedures).
Standardized coefficients and associated standard errors are presented so as to facilitate
coefficient comparisons. P-values in bold indicate variables with significant contributions to a
model.

Standardized

Variable Coefficient Standard error P-value

Model 1: Variables predicting the elastic modulus (G’ in Pa) of sputum samples
Adjusted r* = .8791; P <.001

Proteins (mg/mL) 3829 .0587 <.001
MUCSAC (fmol/uL) .6439 .0886 <.001
Sputum neutrophilia (%) -.2504 .0958 014
Sputum eosinophilia (%) .0939 .0604 130
Squamous cells (%) -.1450 0715 .051

Model 2: Variables predicting the viscous modulus (G’’ in Pa) of sputum samples
Adjusted r* = .7513; P <.001

Proteins (mg/mL) .6561 1108 <.001
DNA (ng/uL) -.2375 1197 .056
MUCS5AC (fmol/uL) 3768 1279 .006
Sputum neutrophilia (%) -.3242 1372 024
Squamous cells (%) -.2047 .1047 .059

Model 3: Variables predicting the critical stress threshold (oc in Pa) of sputum samples
Adjusted 2 = .8058; P < .001

Proteins (mg/mL) 3611 0754 <.001
MUCSAC (fmol/uL) 2555 1125 .030
MUCSB (fmol/pL) 2517 .0937 011
Sputum neutrophilia (%) -.2281 1251 .078
Sputum eosinophilia (%) 3484 .0862 .000
Squamous cells (%) -.2339 .0907 015
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Figure 1. The study flowchart.

Patients attending a consultationin the
respiratory diseases department from
2 September 2019 to 30 December 2019:

n=528

Assessed for eligibility:
n=58

480 patients were excluded:

317 had no diagnosis of asthma, COPD or
non-CF bronchiectasis

121 did not consent

32 were already enrolled in interventional
studies

Patientsincluded:

n=48

Patients excluded from analysis because of
inability to produce sputum:

n=10
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Figure 2. Boxplots demonstrating the distributions of (A) the elastic modulus (G’; Pa), (B) the
viscous modulus (G’’; Pa) and (C) the critical stress threshold (oc; Pa) for three disease groups
(asthma in red, chronic obstructive pulmonary disease (COPD) in green and non-cystic fibrosis
bronchiectasis (NCFB) in blue). Medians, interquartile intervals, and ranges are indicated by
horizontal lines, boxes and whiskers, respectively. P values indicate non-parametric Conover

tests for pairwise comparisons that remain significant after a false discovery rate correction.
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Figure 3. The receiver operation characteristic (ROC) curve for the prediction of high versus
low sputum eosinophilia using the critical stress threshold (oc in Pa) as a predictor in logistic
regression. The grey circle indicates Youden’s best threshold.
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e-Figure 1] The sputum flow chart.
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e-Table 1] Impact of rtheological assay on sputum total cellular count and ¢

tology classification

Total cell squamous cells- classification | neutrophil macrophage eosinophil lymphocyte epithelial cells
count/g(.106) percent percent percent percent percent percent

S1 | 3.03 0.5 neutrophilic | 92 8 0 0 0

S1' | 2.26 3 neutrophilic | 92 7 1 0 0

S2 | 0.36 6 neutrophilic | 94 4 0 2 0

S2' | 0.36 6 neutrophilic 82 8 0 9 0

S3 | 0.38 38 neutrophilic | 68 28 0 4 0

S3' | 1.05 21.5 neutrophilic | 83 16 0 1 0

S4 | 3.59 0 neutrophilic 96 4 0 0 0

S4' | 2.97 0 neutrophilic 97.5 2 0.5 0 0

S5 | 4.51 0 mixed 92.75 2 5.25 0 0

S5' | 3.04 0 mixed 93.5 2.5 3.5 0.5 0

S1, S2, 83, S4, S5 cytological examinations have been performed directly after sputum collection.

S1’, S2°, S3’, S4’, S5’ cytological examinations have been performed after rheological measures.
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Supplementary methods : Mass spectrometry analysis

Mass Spectrometry analysis

Sample composition

Pool 1 and 2(DDB)

4 Non-CF Bronchiectasis, 3 COPD, and 2 Asthma samples were analyzed in HRMS analysis
Sample Preparation

60 ug of proteins from sputum to each sample were denatured with 75uL of Trifluoroethanol.
Samples were reduced by adding DTT (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) to a final
concentration of 14 mM for 45 minutes at 60 degree Celsius. After reduction, samples were
alkylated with iodoacetamide (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) at a final concentration of 40
mM for 30 minutes at 37°C in the dark. Samples were diluted with 750 L of 25 mM ammonium
bicarbonate (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) and 1 ug modified trypsin (proteomics grade,
Promega, Madison, USA) was added to samples, and then incubated 22 h at 37°C. Digestion
was stopped by adding 10uL of pure formic acid (FA). Samples were vacuum concentrated
before peptide clean-up on AssayMap BRAVO (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) with
C18 tips. Tips were primed with 70% acetonitrile (ACN)/0.1% FA, equilibrated with 0.1% FA
and sample was loaded. Clean-up was performed with washes with 0.1% FA before an elution
by 70% ACN/0.1% FA. Peptide elution were vacuum dried (Labconco , Kansas, USA).
Acetonitrile, formic acid and waters are from Biosolve (Dieuze, France)

Quantitation of MUC5B and MUCS5AC by LC-MRM method

Digested peptides were resolubilized in 35 uL 0.1 % formic acid water containing heavy
peptides.

Four heavy labelled peptide internal standards corresponding to different regions of MUC5B
and MUCS5AC protein sequence were purchased at 5 pmol/uL + 5% with purity >97%
(HeavyPeptides AQUA Ultimate; Thermo Fisher, Ulm, Germany): MUCS5B Nter
(LTPLQFGNLQK); MUCS5B Cter (TWLVPDSR); MUC5AC Nter (AEDAPGVPLR); MUC5AC
Cter (SLIIQQQGCSSSEPVR).

The four peptides were mixed and spiked into the sample’s digests at a final concentration of
100 fmol/uL for SLIQQQGCSSSEPVR; 50 fmol/uL for AEDAPGVPLR; 250 fmol/uL for
LTPLQFGNLQK and TWLVPDSR. For the Non-CF Bronchiectasis samples, AEDAPGVPLR
and LTPLQFGNLQK were spiked at a concentration 100 times lower than the previous
solution.

15uL were injected in duplicate on LC-MS system (LC-40 Nexera — MS TQ 8060, Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan). For liquid chromatography, samples were loaded on AdvanceBio
Peptide Plus column (2.1 x 150 mm, 2.7 um) (Agilent Technologies, Les Ulis, France)
maintained at 50 °C. The separation was performed by a gradient of two mobile phase
composed of 0.1% FA (Phase A) and ACN (Phase B) on 35 min run with a non-linear gradient
of 2 to 13% of phase B in 27.5min at a flow rate of 400 uL/min. The column was then washed
for 2 min with 90% solvent B and re-equilibrated for 5 min with 2% solvent B. Liquid
chromatography was coupled to the MS analyser through an ESI interface. The ESI source
was set as follows: DL: 150°C, heat block: 250°C, interface: 400°C, nebulizer gas: 2 I/min,
drying gas: 5 I/min, heating gas: 15 I/min. The MS analysis operated in scheluded MRM mode
with a range of Dwell Time of 34 to 197 ms. Quadrupole resolution was Unit to Q1 and Q3.
Collision energies (CE) were optimized for all the peptide transitions of interest.
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Peptide
AEDAPGVPLR
AEDAPGVPLR
AEDAPGVPLR
AEDAPGVPLR
AEDAPGVPLR
AEDAPGVPLR
AEDAPGVPLR
AEDAPGVPLR
AEDAPGVPLR
AEDAPGVPLR
AEDAPGVPLR
SLIIQQQGCSSSEPVR
SLIIQQQGCSSSEPVR
SLIIQQQGCSSSEPVR
SLIIQQQGCSSSEPVR
SLIIQQQGCSSSEPVR
SLIIQQQGCSSSEPVR
SLIIQQQGCSSSEPVR
SLIIQQQGCSSSEPVR
SLIIQQQGCSSSEPVR
SLIIQQQGCSSSEPVR
SLIIQQQGCSSSEPVR
SLIIQQQGCSSSEPVR
TWLVPDSR
TWLVPDSR
TWLVPDSR
TWLVPDSR
TWLVPDSR
TWLVPDSR
TWLVPDSR
TWLVPDSR
LTPLQFGNLQK
LTPLQFGNLQK
LTPLQFGNLQK
LTPLQFGNLQK

Transition
512.8000>824.4500
512.8000>709.4500
512.8000>638.4000
512.8000>541.3500
512.8000>385.2500
512.8000>319.7000
517.8000>834.5000
517.8000>719.4500
517.8000>648.4000
517.8000>551.3500
517.8000>395.2500
597.0000>978.4500
597.0000>761.4000
597.0000>674.3500
597.0000>587.3500
597.0000>500.3000
597.0000>555.3500
600.3500>988.4500
600.3500>771.4000
600.3500>684.4000
600.3500>597.3500
600.3500>510.3000
600.3500>555.3500
487.3000>686.4000
487.3000>573.3000
487.3000>474.2500
487.3000>377.2000
492.3000>696.4000
492.3000>583.3000
492.3000>484.2500
492.3000>387.2000
633.9000>1052.6000
633.9000>955.5500
633.9000>842.4500
633.9000>714.4000

Collision Energy
-22.0
-23.0
-19.0
-27.0
-19.0
-20.0
-22.0
-23.0
-19.0
-27.0
-19.0
-25.0
-24.0
-22.0
-22.0
-22.0
-17.0
-25.0
-24.0
-22.0
-22.0
-22.0
-17.0
-18.0
-20.0
-18.0
-28.0
-18.0
-20.0
-18.0
-28.0
-23.0
-27.0
-25.0
-24.0
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LTPLQFGNLQK
LTPLQFGNLQK
LTPLQFGNLQK
LTPLQFGNLQK
LTPLQFGNLQK
LTPLQFGNLQK
LTPLQFGNLQK
LTPLQFGNLQK

633.9000>567.3500
633.9000>526.8000
629.8613>1044.6000
629.9000>947.5500
629.9000>834.4500
629.9000>706.4000
629.9000>559.3000
629.9000>522.8000

-28.0
-17.0
-23.0
-27.0
-25.0
-24.0
-28.0
-17.0

Raw data obtained were processed using Skyline software (version v20.1).

For each peptide, the transition ratio between the corresponding endogenous and internal
standard peak areas of each precursor (MS) and each product ions (MS/MS) was calculated.
Transitions in bold were used to quantification. A 9-point calibration curves were performed in
triplicate with variable quantity of light standards peptide and a fixed quantity of heavy
standards peptides. The same fixed quantity of heavy standards was spiked in patient’s

samples.
. . .. . . Heavy peptide  spiked
Peptide Protein  Position Calibration range (fmol/pL) (fmol/uL)
AEDAPGVPLR MUC5AC Nter (1431-1440) 50-0.195 50
SLIIQQQGCSSSEPVR MUCSAC  Cter (5538-5553) 160 - 0.625 160
LTPLQFGNLQK MUC5B  Nter (226-236) 100-0.391 100
TWLVPDSR MUC5B  Cter (5586-5593) 100-0.391 100
Calibration range to Heavy peptide
Peptide Protein Position Non-CF Bronchiectasis spiked
samples (fmol/uL) (fmol/uL)
AEDAPGVPLR MUCS5AC Nter (1431-1440) 0.5-0.00195 0.5
SLIIQQQGCSSSEPVR  MUCS5AC Cter (5538-5553) 160 - 0.625 160
LTPLQFGNLQK MUC5B Nter (226-236) 1-0.00391 1
TWLVPDSR MUC5B Cter (5586-5593) 100-0.391 100

Protein identification by HRMS

To perform protein identification analysis, digest samples were resuspended in 10uL of 2%
acetonitrile and 0.1% formic acid, and 7uL of samples were injected on nanoElute (Bruker).
NanoFlow LC was coupled to QTOF MS instrument (Impact Il, Bruker Daltonics) through
captive spray ion source (1200V, dry gas: 3 I/min at 150°C) operating with nanobooster (0.2
Bar of Nitrogen boiling in acetonitrile). In the LC part, samples were desalted and pre-
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concentrated on-line on a PepMap u-precolumn (300 ym x 5 mm, C18 PepMap 100, 5 ym,
100 Angstrom). To perform separation, peptides were transfered to analytical column (75 ym
x 500 mm; Acclaim Pepmap RSLC, C18, 2um, 100 Angstrém). A gradient consisting of 5-26%
B for 192 min and 90% B for 10 min (A = 0.1% formic acid, 2% acetonitrile in water; B = 0.1%
formic acid in acetonitrile) at 400 nL/min, 50°C, was used to elute peptides from the reverse-
phase column.

To identify peptides, data dependent acquisition (DDA) was performed with a lock-mass as
internal calibrator (m/z 1222, Hexakis (1H, 1H, 4H-hexafluorobutyloxy) phosphazine). Using
Instant Expertise software (Bruker Daltonics), the most intense ions per cycle of 3 seconds
were selected and then active exclusion was used (after 1 spectrum for 2 minutes unless the
precursor ion exhibited intensity higher of 3 times than the previous scan).

Peptide identification

All MS/MS spectra were searched against the Nextprot database (2018-01-17) to identify
proteins from Homo Sapiens by using the Mascot v 2.6.0 algorithm (Matrix Science,
http://www.matrixscience.com/) with the following settings: (1) enzyme: trypsin, (2) variable
modifications: oxidation (M) and deamidated (N,Q), (3) fixed modifications: carbamidomethyl
(C), (4) missed cleavages: 2, (5) instrument type CID: ESI-QUAD-TOF, (6) peptide tolerance:
10.0 ppm, (7) MS/MS tolerance: 0.05 Da, (8) peptide charge: 1+, 2+ and 3+, (9) mass:
monoisotopic, (10) C13: 1, (11) minimum peptide length: 5, (12) peptide decoy: ON, (13) adjust
FDR [%]: 1, (14) percolator: on, (15) ions score cut-off: 12, (16) ions score threshold for
significant peptide IDs: 12.

RESULTS
Analytical performance based on the calibration curve

Two series of calibration curves (Non-CF Bronchiectasis and Asthma/COPD) were used
because the Non-CF Bronchiectasis samples exhibited a lower signal intensity for two peptides
and the quantity of heavy and light peptides had to be adjusted. LOQ was defined as 10 times
the signal-to-noise ratio on LC-MRM data (PMID: 23561579) (Table xx).

Calibration range Calculated LLOQ
Peptide Protein Position (fmol/uL) (fmol/uL) Linear Equation R2
MUCS5A Nter (1431- y = 0.682x + 0.999
AEDAPGVPLR C 1440) 50-0.195 0.2016 0.0028 8
SLIIQQQGCSSSEP  MUCSA  Cter (5538- y = 0.9937x + 0.993
VR C 5553) 100-0.391 2.0325 0.0099 8
y = 1.2177x - 0.999
LTPLQFGNLQK MUC5B Nter (226-236) 250-0.977 0.5152 0.0004 8
Cter (5586- y = 1.7045x - 0.999
TWLVPDSR MUC5B 5593) 250-0.977 0.2032 0.0007 6
Calibration range Calculated LLOQ
Peptide Protein Position (fmol/uL) (fmol/uL) Linear Equation  R?
MUCS5A Nter (1431- y = 0.7432x - 0.979
AEDAPGVPLR C 1440) 0.5-0.00195 0.0068 0.0076 2
SLIIQQQGCSSSEP  MUCS5A  Cter (5538- y = 1511x - 0.998
VR C 5553) 160 - 0.625 2.0785 0.0119 7
y = 1.4651x - 0.973
LTPLQFGNLQK MUC5B Nter (226-236) 1-0.00391 0.0396 0.0213 1
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Cter (5586- y = 1.3662x - 0.999
TWLVPDSR MUC5B 5593) 100-0.391 0.3706 0.0041 8

Linear equation was obtained for each quantified peptide with an R square > 0.97.

Pool samples (Pool 1 and Pool2-DDB) were prepared in duplicate and analyzed in duplicate
at 6 different time point.

Peptide Protein  Position Repetability CV (%) Reproductibility CV (%)
AEDAPGVPLR MUCSAC Nter (1431-1440) 8.0 16.2
SLIIQQQGCSSSEPVR  MUCS5AC  Cter (5538-5553) 4.4 12.4

LTPLQFGNLQK MUC5B  Nter (226-236) 2.8 8.4

TWLVPDSR MUC5B  Cter (5586-5593) 0.6 15.3

Peptide Protein  Position Repetability CV (%) Reproductibility CV (%)
AEDAPGVPLR MUCSAC Nter (1431-1440) 13.9 28.3
SLIIQQQGCSSSEPVR  MUC5AC Cter (5538-5553) 7.8 16.7

LTPLQFGNLQK MUC5B  Nter (226-236) 16.7 24.5

TWLVPDSR MUC5B  Cter (5586-5593) 0.7 17.0

All the validation tests shown CV below 20% corresponding to the maximum tolerance in the
guidelines (« Guideline on bioanalytical method validation » de 'European Medecines Agency
(EMA), édité le 21 Juillet 2011 (EMEA/CHMP/EWP/192217/2009 Rev. 1 Corr. 2**)) excepted
for the reproducibility test in pool2-DDB to the peptide AEDAPGVPLR and LTPLQFGNLQK.
This can be explained by the very low amount close to the LOQ to these two peptides in DDB
samples.

Protein identification

Three type of samples were analyzed using HRMS to evaluate the sample composition and to
characterize Mucin-5B and Mucin-5AC.

In COPD and Asthma samples, Mucin-5B and Mucin-5AC were identified in the top 10 of the
protein ID list. This result means that they are predominant in these samples.

In the Non-CF Bronchiectasis samples, Mucin-5B and Mucin-5AC were identified but in lower
amount. (cf. Proteins list).

Mucin characterization was performed by comparing the list identified peptides based on the
protein sequence (Figure 2). For the three pathologies, COPD, Asthma and Non-CF
Bronchiectasis samples, mucin peptides were identified in the N-termini and C-termini part of
the Mucin-5B and Mucin-5AC.
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e-Table 2] Rheology parameters for the total population and each disease group (asthma, chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and non-
cystic fibrosis bronchiectasis (NCFB). Sample sizes (N) and descriptive statistics (median (inter-quartile)) are provided. P values indicate false
discovery rate (FDR) corrected, non-parametric Conover test results for pairwise comparisons. P-values <0.05 are indicated in bold.

P-values
Asthma | Asthma | COPD
Total Asthma COPD NCFB Vs VS Vs
Parameter (n=48) (n=10) (n=14) (n=24) COPD | NCFB | NCFB
Elastic modulus (G’ in Pa) 5.9 (2.42-11.62) | 14.49 (7.18-25.26) 5.01 (2.94-6.48) 4.99 (1.49-10.49) 010 .003 .703
Viscous modulus (G’ in Pa) 1.73 (0.93-2.7) 3 (2.16-5.38) 1.45 (1.16-1.94) 1.46 (0.71-2.47) .006 .002 763
Critical stress threshold (o€ in Pa) 37.6 (15.4-72.12) | 52.9 (16.8-115.1) | 28.35(15.03-76.4) | 41.25(20.75-61.7) .76 .76 0.80
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e-Figure 2] Sputum rheology parameters at steady state and during exacerbation (pooled
analysis). (A) Elastic modulus G’, (B) Viscous modulus G, (C) Critical stress cc.
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e-Table 3] Proteins identified in sputum by high resolution mass spectrometry (HRMS).

Rank Asthma Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) Non-Cystic Fibrosis Bronchiectasis (NCFB

Protein name Isoform % Protein name Isoform | % Protein name Isoform %
relative relative relative

1 Mucin-5AC Iso 1 12.15 Mucin-5B Iso 1 13.68 Lactotransferrin Iso 1 9.35

2 Serum albumin Iso 1 8.98 Mucin-5AC Iso 1 15.32 Serum albumin Iso 1 10.84

3 Mucin-5B Iso 1 9.25 IgGFc-binding protein Iso 1 11.76 Complement C3 Iso 1 9.16

4 Complement C3 Iso 1 9.39 Lactotransferrin Iso 1 8.76 Fibrinogen beta chain Iso 1 4.49

5 Serotransferrin Iso 1 6.63 Alpha-amylase 1 Iso 1 5.47 Plastin-2 Iso 1 4.86

6 Polymeric immunoglobulin receptor Iso 1 5.25 Polymeric immunoglobulin receptor Iso 1 4.79 Serotransferrin Iso 1 5.61

7 Immunoglobulin heavy constant alpha | [so 1 3.04 Serum albumin Iso 1 5.61 Matrix metalloproteinase-9 Iso 1 4.30
1

8 Actin, cytoplasmic 2 Iso 1 4.01 BPI fold-containing family B member | [so 1 4.10 Alpha-2-macroglobulin Iso 1 5.23

9 BPI fold-containing family B member | [so 1 3.73 Lysozyme C Iso 1 2.87 Alpha-enolase alpha- 3.93

enolase

10 Immunoglobulin  heavy  constant | [so 1 3.04 Immunoglobulin heavy constant alpha | [so 1 2.74 Haptoglobin Iso 1 411
gammal 1

11 Matrix metalloproteinase-9 Iso 1 4.28 Complement C3 Iso 1 4.24 Alpha-1-antitrypsin Iso 1 3.55

12 Alpha-2-macroglobulin Iso 1 4.56 Serotransferrin Iso 1 3.28 Leukocyte elastase inhibitor Iso 1 3.93

13 Lysozyme C Iso 1 3.18 Immunoglobulin kappa constant Iso 1 1.37 Fibrinogen gamma chain Gamma-A 3.55

14 Plastin-2 Iso 1 3.87 Zinc-alpha-2-glycoprotein Iso 1 2.33 Annexin Al Iso 1 3.36

15 Haptoglobin Iso 1 331 Immunoglobulin ~ heavy  constant | [so 1 2.19 Alpha-amylase 1 Iso 1 393

gamma |

16 Alpha-1-antitrypsin isoform I Iso 1 3.59 Antileukoproteinase Iso 1 2.33 Catalase Iso 1 3.55

17 Fibrinogen beta chain Iso 1 2.76 Cystatin-SN Iso 1 1.50 Mucin-5B Iso 1 3.74

18 Alpha-enolase alpha- 3.04 Keratin, type II cytoskeletal 1 Iso 1 2.19 Fructose-biophosphate aldolase A Iso 1 3.18

enolase

19 Immunoglobulin  heavy  constant | [so 1 2.76 Galectin-3-binding protein Iso 1 2.19 Annexin A3 Iso 1 3.36
gamma 3

20 Annexin Al Iso 1 3.18 Prolactin-inducible protein Iso 1 1.50 Immunoglobulin  heavy  constant | [so 1 2.62

amma 1
21 Alpha-1-antichymotrypsin Iso 1 1.78 gBPI fold-containing family B member | Iso 1 3.36

1
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IV. Discussion

Dans cette étude, nous fournissons des preuves que :

1) la rhéologie des expectorations des patients atteints d’asthme, de BPCO et de bronchectasies
non-CF est liée a la cytologie et aux contenus en mucines des expectorations.

2) les propriétés viscoélastiques des expectorations sont principalement déterminées par le
contenu en éosinophiles et en mucines (MUC5AC en particulier), par comparaison aux autres
composants.

3) la mesure de la contrainte critique Tau-c est prédictive d'une éosinophilie de I'expectoration
supérieure a 1. 25% quelle que soit la maladie sous-jacente, seuil qui s'est avéré étre associé a un
phénotype plus sévere dans la BPCO (215).

1. Propriétés viscoélastiques de I'expectoration et contenu en mucine

A ce jour, il n'existe pas de données établissant une corrélation entre les concentrations de
mucines et les parameétres rhéologiques des expectorations de patients atteints de maladies
pulmonaires muco-obstructives. Dans cette étude, des modéles multivariés ont permis d'identifier ce
qui était intuitif mais n'avait jamais été mis en évidence: dans les maladies dites muco-obstructives le
principal déterminant des propriétés viscoélastiques des expectorations sont les mucines, et en
particulier MUC5AC, dont les concentrations ont été rigoureusement évaluées ici par spectrométrie
de masse.

Cela peut avoir des implications thérapeutiques en soi, mais nous pensons que les recherches
futures devraient également approfondir les spécificités de chaque pathologie. En ce qui concerne les
traitements ciblant la rhéologie, il faut garder a I'esprit que MUC5AC et MUC5B sont des glycoprotéines
tres complexes et que le promoteur de leurs genes codants est porteur d'un nombre et d'une variété
trés élevés de sites de régulation(21). Le ciblage spécifique de MUC5AC peut donc s’avérer complexe,
et la plupart des tentatives précédentes n'ont pas réussi a atteindre cet objectif. In vivo et in vitro, tres
peu de molécules sont capables d’impacter significativement le comportement viscoélastique des
expectorations comme nous I’avons vu précédemment (Partie A - chapitre IV.7).

2. Relation entre le stress critique Tau-c et I'éosinophilie de I'expectoration

L'un de nos principaux résultats est la précision du stress critique Tau-c pour prédire une
éosinophilie de I'expectoration supérieure a 1,25%. Ce biomarqueur pourrait étre un outil décisionnel
non invasif prometteur dans le parcours de soins et donc aider le médecin a phénotyper rapidement
ses patients, a apprécier leur adhésion aux thérapies « anti-inflammatoires » ou a identifier les patients
réfractaires aux derniers traitements biologiques. De plus, cette étude nous a permis de définir une
valeur médiane de la contrainte critique des expectorations chez les patients BPCO dont nous nous
sommes servis pour élaborer le protocole de recherche présenté ci-aprés (COPD CaRhe cf. Partie B-
Chapitre V).

3. Rhéologie de I'expectoration, caractéristiques cliniques et résultats de la HRCT
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D’autres analyses non reportées dans I’article précédent ont été effectuées. Nous nous sommes
ainsi intéressés aux caractéristiques cliniques des patients a travers une évaluation objective
standardisée de la bronchite chronique par le questionnaire « Cough AND Sputum Assessment
Questionnaire » (CASA-Q). Nous nous sommes aussi intéressés au lien potentiel entre rhéologie et
fonction respiratoire (VEMS) ainsi qu’avec le « mucus score » établi par analyse des données
tomodensitométriques thoraciques et développé par I'équipe de Dunican(216) (Figure 35.).

a. b.

5 . ‘ "

s 0751 .

N o oee
= [
E 4 ‘ S gy
g 2] . T .
c " = 0507 i S .
2 ° S
w
w =5
e 2 _ g OB .\‘\-\\
/ 2 . \\x\
. s 0.257 » . . .
1 / .
/ . . + .
" % . .
0 - se . ® e0 & smae . 0.004 . @ . . . e
0.5 1.0 1.5 2.0 -0.5 0.0 05 1.0
Log Critical Stress Log Viscous Modulus
c. d.
o
g 5 . " . .
@ 90
£ . .
L ™ .
o T ol °
. T - L3 . _ -
5 il S £ L 0
cé) 2 . P . S
S * o 60 k K ~—]
= w . i ’)f,/./
=3 - - . L) o 1/ -
on T
a 4 . . = . & 2
< 30 . . . - . v
o o : : .
» -
0 i " -
' 05 170 15 20 05 10 15 20
Log Critical Stress Log Critical Stress

Figure 35. Corrélations entre la rhéologie et a. L’éosinophilie dans les expectorations b. mucus score
tomodensitométrique (R? ajusté: 0.122 p-value: 0.01442), c. score CASA-Q (R? ajusté: 0.1305 p-value:
0.03065) et d. VEMS (FEV1) (R?%ajusté: 0.02072 p-value: 0.1768). Points bleus: asthme, points rouges:
BPCO, points verts: bronchectasies non-CF

Il est intéressant de noter que certaines variables rhéologiques (représentées ici, critical
stress=Tau-C et Viscous modulus= G”’) sont partiellement associées au mucus score ou au VEMS. Il est
vrai que ces corrélations sont faibles, mais compte tenu de la nature exploratoire des données et de
I'hétérogénéité de la population incluse, nous pensons que ces résultats restent pertinentes, en
particulier compte tenu des démonstrations précédentes d'absence d'association entre la plainte
clinique et un endotype mucosécrétant (116).
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4. Limites

Nous ne reviendrons pas sur toutes les limites décrites dans l'article précédent, si ce n’est la
principale, a savoir qu’en raison de sa conception pragmatique, une proportion significative de patients
(10 sur58) n'ont pas été en mesure de produire des expectorations spontanées et ont été exclus. Bien
gue cela puisse représenter un manque de puissance pour notre analyse des différences inter-
groupes, la bonne valeur prédictive de |'éosinophilie dans I'expectoration par la rhéologie n'aurait pas
été affectée par ce probléme. Dans le protocole COPD CaRhe développé ci-apres, nous avons donc
décidé de réaliser systématiquement des expectorations induites afin de maximiser la rentabilité de
I’expectoration.

Une autre limite pourrait étre celle de la reproductibilité des mesures rhéologiques au sein d’un
méme échantillon. Nous I'avons vérifiée dans notre centre, toutefois sur un faible échantillonnage,
afin de confirmer les données déja publiées par Patarin et al.(158) (Figure 36.).

Elastic Modulus Reproducibility ) Viscous Modulus Reproducibility
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difference

mean of measurements mean of measurements

difference
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Figure 36. Reproductibilité des mesures rhéologiques (Modulus élastique G’, Module visqueux G”, et
contrainte critique Tau-C) "intra-échantillon"

Enfin, a des fins exploratoires, nous nous sommes assurés de I'absence d'impact significatif d’un
cycle congélation (-80°C dans les 2h aprés préléevement) / décongélation (température ambiante)
(Figure 37). Ces observations nous permettent par ex. de différer I'analyse rhéologique des
échantillons si nécessaire.
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Figure 37. 51, S2, Sx...512 échantillons et leurs données rhéologiques(G', G", Tau-C) avant et apres
congélation. A. Représentation Graphique et B. Valeurs absolues

5. Perspectives

La rhéologie de I'expectoration est principalement alimentée par les mucines et les éosinophiles
dans |'asthme, la BPCO et les bronchectasies non-CF, et permet de prédire avec précision I'éosinophilie
de l'expectoration. Compte tenu des récentes avancées technologiques qui rendent la rhéologie sur
site tout a fait réalisable en clinique, il est désormais possible de tester des stratégies diagnostiques et
thérapeutiques basées sur la rhéologie. C’est ce que nous développerons dans le chapitre suivant.
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Objectifs de These

1. INTEGRER LA MESURE DE LA RHEOLOGIE DES EXPECTORATIONS DANS UNE
STRATEGIE DIAGNOSTIQUE ET THERAPEUTIQUE EN PRATIQUE CLINIQUE

Hypotheses testées

1. UNE STRATEGIE DE PRESCRIPTION D’AZITHROMYINE GUIDEE PAR LA RHEOLOGIE
PERMET DE REDUIRE LE TAUX ANNUEL D’EXACERBATIONS CHEZ LES PATIENTS
BPCO

2. UNE TELLE STRATEGIE PERMET DE REDUIRE LA SEVERITE DES EXACERBATIONS ET
LA CONSOMMATION DE MEDICAMENTS

3. IL EXISTE UN LIEN ENTRE L'EVOLUTION DES SYMPTOMES, LA RHEOLOGIE DE
L’EXPECTORATION, ET LA FONCTION PULMONAIRE (MESURES REPETEES TOUS LES
TROIS MOIS)

4. UNE TELLE STRATEGIE PERMET UNE AMELIORATION DE LA QUALITE DE VIE
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Liste des abréviations

AECOPD : exacerbations aigués de BPCO

ANSM : Agence Nationale de Sécurité du
Médicament et des produits de santé

BPCO: Broncho Pneumopathie Chronique
Obstructive

CARhE : Chronic airway disease, mucus rheology
and exacerbations

CASA-Q: Cough and Sputum Assessment
Questionnaire

CAT : COPD Assessment Test

CCSP : Club Cell Secretory Protein

COPD : chronic obstructive pulmonary disease
CPP : Comité de Protection des personnes
CPT : Capacité pulmonaire totale

CRF : Capacité résiduelle fonctionnelle

CTCAE: Common Terminology Criteria for
Adverse Events

CVF : Capacité vitale forcée

ECG : électrocardiogramme

eCRF : electronic Case Report Form
EIG : Effet Indésirable Grave

EIGI : Effet Indésirable Grave Inattendu
EMA : European Medicines Agency

EQ-5D-DL: The Euroqol 5 level questionnaire
(https://euroqol.org/eq-5d-
instruments/eq-5d-5l-about/)

ET : écart-type

Evl : Evéenement Indésirable
EvIG : Evenement Indésirable Grave
FDA : Food and Drug Administration

ICMIJE : International Committee of Medical
Journal Editors

ICS : inhaled corticosteroids

IMG : interruption médicale de grossesse

IVG : interruption volontaire de grossesse
LABA : long acting 32 agonist

OCS : oral corticosteroids

OMS : Organisation Mondiale de la Santé
RCP : Résumé des Caractéristiques du Produit
SABA : short acting 2 agonist

SF-36: the 36 item short form questionnaire
(https://www.rand.org/health/surveys_t
ools/mos/36-item-short-form.html)

SGRQ : St George Respiratory Questionnaire
SNOT-22 : 22 item Sino Nasal Outcome Test

SUSAR : Suspected Unexpected Serious Adverse
Reaction

TRC : Technicien de Recherche Clinique

URCE: Unité de Recherche Clinique &
Epidémiologie, CHU Montpellier

VEMS : Volume expiratoire maximal par seconde

VR : Volume résiduel

1. JUSTIFICATION SCIENTIFIQUE ET DESCRIPTION GENERALE

1.1 ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES

1.1.1.INTRODUCTION GENERALE SUR LA BPCO

La broncho pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une maladie chronique dévastatrice et
actuellement irréversible qui affecte environ 10 a 13% de la population européenne (Adeloye et al.
2015 ; Terzikhan et al. 2016). Sa prévalence et son incidence sont en augmentation (Adeloye et al.
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2015; Burgel et al. 2018). En France, les admissions a I'hOpital pour exacerbations aigués de BPCO
(AECOPD) ont augmenté de 15,48% entre 2007 et 2012, et celles en Unité de Soins Intensifs de 41,78%
(Molinari et al. 2016). A noter que le pourcentage de femmes atteintes est en forte augmentation
(Burgel et al. 2018; Molinari et al. 2016; Terzikhan et al. 2016).

La BPCO n'est pas un événement stochastique, mais le résultat d'un déclin pulmonaire progressif. La
fonction pulmonaire de base, notamment celle évaluée pendant la jeunesse, est par conséquent un
déterminant particulierement fort (Lytras et al. 2018) de cette maladie. Au-dela de la sensibilité innée
de chacun envers le tabac, ce dernier reste le principal facteur causal de la BPCO. Cependant, certaines
expositions professionnelles (p.ex. poussiéres biologiques, fumées, pesticides) ou environnementales
(ex. milieu urbain versus rural, pollution automobile / industrielle) sont désormais davantage
reconnues en tant que facteurs de risque a part entiere de développer une BPCO (Adeloye et al. 2015;
Lytras et al. 2018). La BPCO est classiquement plus fréquente chez les hommes que chez les femmes
(Terzikhan et al. 2016), mais les récentes études épidémiologiques suggérent que les femmes les plus
susceptibles de développer cette maladie sont celles exposées professionnellement ou de par leur
environnement (Schikowski et al. 2014 ; Svanes et al. 2018). Dans I'étude de Rotterdam, la proportion
de femmes non fumeuses ayant une BPCO était de 27,2%, contre seulement 7,3% chez les hommes
(Terzikhan et al. 2016).

En France, plus de 8% des patients hospitalisés pour une AECOPD décedent durant leur séjour. La
durée médiane de ces séjours peut atteindre un maximum de 14 jours, selon la sévérité de base de la
maladie (Molinari et al. 2015). Des variations saisonniéres significatives sont aussi objectivées avec
des taux de mortalité s’élevant a 24% pour les patients admis en soins intensifs durant la période
automno-hivernale, observation probablement liée a la recrudescence des infections virales (grippe,
rhinovirus, VRS, etc...) durant ces saisons (Molinari et al. 2015).

Entre 2007 et 2012 en France, le co(t total des hospitalisations pour AECOPD est passé de 602 a 678
millions d’euros (soit une hausse de + 12,6%), malgré la baisse de I'enveloppe de remboursement
allouée par I'Etat francais. Le colt moyen d’un séjour hospitalier pour AECOPD en 2012 a varié entre
3632 € et 9243 €, selon la sévérité de la maladie (Molinari et al. 2016).

1.1.2.EXPECTORATION CHRONIQUE

Schématiquement, la toux chronique, les expectorations et la dyspnée caractérisent cliniquement la
BPCO. Les expectorations sont classiquement attribuées a une production excessive de mucus dans le
tractus respiratoire. Celle-ci est la conséquence d’une modification de I'épithélium des voies
aériennes, a savoir notamment une hyperplasie des cellules caliciformes productrices de mucus (Hogg
et al. 2004). On estime méme aujourd’hui que cette hyperproduction de mucus joue un réle majeur
dans I'obstruction des voies aériennes distales (bronchioles), obstruction qui se compliquera d’une
destruction alvéolaire, I'emphyseme (McDonough et al. 2011). Si la production de mucus est classique
dans les exacerbations, ce symptéme persiste sous la forme chronique (la bronchite chronique est
définie par la présence de toux et d’expectorations durant 3 mois consécutifs pendant deux années
au moins) chez un peu plus de la moitié des patients, avec une signification plut6ét péjorative méme si
ce point reste controversé (Lahousse et al. 2017; Kim and Criner 2013). Cet excés de mucus est
responsable d’'une expectoration chronique qui constitue une dimension considérable du fardeau
porté par les patients dans cette maladie. Or, en ce moment, en France, il n'existe pas de traitement
remboursé par I'assurance maladie ciblant spécifiquement ce symptéme, par manque de preuve ou
d’efficacité le plus souvent.

Depuis longtemps (cf Anthonisen et al. 1987), plusieurs éléments sont analysés dans une
expectoration pour déterminer le caractére stable ou « en exacerbation » de la BPCO, dont son
volume, sa couleur, sa purulence par exemple. De multiples composants varient dans cette
expectoration, indépendamment de la qualité intrinseque du mucus (Kesimer et al. 2017) produit par
I’épithélium : germes, débris cellulaires épithéliaux, polynucléaires et autres cellules inflammatoires.
Ces modifications sont susceptibles de moduler la rhéologie du mucus (Fahy and Dickey 2010).
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Le mucus est un composant viscoélastique complexe constitué essentiellement d’eau, d’ions, et de
protéines dont certaines, les mucines (MUC5AC et MUCS5B étant les plus représentées), peuvent
moduler les propriétés biologiques et biophysiques du mucus.

L'hyperplasie et la métaplasie des cellules caliciformes seraient donc le primum movens de
I’expectoration chronique (Saetta et al. 2000). Celles-ci s’expliquent en partie par une production
accrue de certaines cytokines (IL4/IL13, etc...) et médiateurs d’origine épithélial ou systémique
(Boucherat et al. 2013). De maniere intéressante, il a récemment été démontré que I'azithromycine
pouvait diminuer le chimiotactisme des neutrophiles dans les voies respiratoires basses (O’Reilly et al.
2013), améliorer la capacité de phagocytose des macrophages alvéolaires (Hodge et al. 2008) et
réduire certains marqueurs de l'inflammation systémique. Mais de maniére tout aussi convaincante,
il a été démontré que l'azithromycine pouvait inhiber I'hypersécrétion de mucus par les cellules
épithéliales des voies aériennes (Shimizu and Shimizu 2012), ce qui pourrait expliquer que ce
macrolide engendre une diminution des exacerbations. En effet, en clinique, [I'utilisation
d’azithromycine au long cours a posologie réduite (250 mg/j ou 500 mg 3 fois par semaine) permet
une réduction significative de la fréquence des exacerbations, respectivement de 27% et 42% dans
deux larges essais controlés randomisés en double aveugle contre placebo (Albert et al. 2011). Par
conséquent l'azithromycine est désormais proposée dans les recommandations internationales et
francaises comme un outil thérapeutique de la prévention des exacerbations, en complément de la
prise en charge standard optimale (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) 2019,
M. Zysman et al. Société Pneumologique de Langue Francaise (SPLF) 2016). Toutefois le lien
physiopathologique entre I'administration d’azithromycine et la réduction des exacerbations de BPCO
n‘est pas établi. Cependant, comme les macrolides sont pourvoyeurs d’effets indésirables peu
fréquents mais significatifs (e.g. des surdités; troubles de la conduction cardiaque) et peuvent
accentuer les résistances microbiennes, les prescriptions de ce type de molécule doivent étre
correctement ciblées.

1.2. HYPOTHESES DE LA RECHERCHE ET RESULTATS ATTENDUS

Actuellement, |'azithromycine est une molécule importante de l'arsenal thérapeutique disponible
dans la BPCO et reste régulierement prescrite au cours d’une prise en charge standard (Uzun et al.
2014, GOLD 2019 COPD), bien que les sociétés savantes suggérent que son initiation se fasse en
secteur de soins spécialisé. Toutefois, la population de patients atteints de BPCO recevant de
I'azithromycine (ou des macrolides en général) est mal définie et loin d'étre spécifiquement « ciblée ».
Nous émettons I'hypothése que la sélection objective d’une sous-population de patients atteints de
BPCO en fonction d’une rhéologie altérée ou non de leur mucus (donnée a présent facilement
quantifiable en I'espace de quelques minutes), fournirait un algorithme thérapeutique plus efficace
que la prise en charge standard actuelle.

1.3. JUSTIFICATION DES CHOIX METHODOLOGIQUES

Afin de démontrer 'intérét de guider la prescription médicamenteuse d’azithromycine en s’aidant
d’un critere objectif, nous proposons une étude contrélée randomisée en aveugle. L’aveugle sera en
effet assuré car méme si le clinicien aura connaissance de la prescription ou non d’azithromycine, il
ne connaitra pas la raison de cette éventuelle prescription (guidée par les symptomes via le
guestionnaire CASA-Q ou guidée par la rhéologie du mucus, cf section randomisation 6.2).

1.4. RAPPORT BENEFICE / RISQUE

La prise en charge standard actuelle implique la prescription d’azithromycine selon un critére imprécis
et subjectif : la sévérité des symptomes (dont la toux et I'expectoration) évaluée par le clinicien
prenant en charge le patient (« bras comparateur standardisé »). En comparaison, dans le « bras
expérimental » de notre étude, la prescription ou non d’azithromycine sera asservie a un critére
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objectif et reproductible : la rhéologie de mucus. Dans les deux bras, les risques courus par les patients
sont ceux :

e liés ala prise d’azithromycine, et

e liés a un suivi plus intense que la routine. Ce suivi comprend des évaluations de la fonction
pulmonaire (pléthysmographie/spirometrie) plus fréquemment que la prise en charge
standard, ainsi que des questionnaires validés et des analyses sanguines.

1.5. RETOMBEES ATTENDUES

La toux et I'expectoration chronique sont des symptomes encore mal compris et particulierement mal
pris en charge actuellement. Tous les médicaments supposés « mucolytiques » ont perdu leur
remboursement par manque d’efficacité, et on peut raisonnablement penser que ces symptdémes, si
invalidants soient-ils, doivent surtout étre considérés comme des mécanismes d’adaptation
potentiellement nécessaires et protecteurs. Cela reste débattu, la présence de bouchons muqueux
dans les voies aériennes distales des patients souffrant de BPCO semblant étre responsables de la
progression de la maladie. Moduler finement cette caractéristique de maniere supervisée semble
donc du plus grand intérét. Ainsi, cette étude vise a améliorer les soins aux patients en ciblant de
maniere plus pertinente ceux susceptibles de bénéficier d'un traitement par macrolides. Cette
personnalisation du traitement devrait réduire les taux d'exacerbation (et les symptomes en général)
et l'utilisation subséquente des ressources de santé en comparaison avec la prise en charge standard.
Inversement, une utilisation non-nécessaire des antibiotiques serait également évitée.

2. OBIJECTIFS DE LA RECHERCHE

2.1. OBJECTIF PRINCIPAL

L’objectif principal de cet essai est de comparer les taux d'exacerbation sur 12 mois de suivi entre un
groupe de patients atteint de BPCO traité selon une prise en charge standardisée (azithromycine
prescrite en cas d’expectorations séveres selon le score CASA-Q, bras comparateur standardisé) et un
groupe similaire dans lequel I'azithromycine est prescrite en fonction de la rhéologie du mucus (bras
expérimental).

2.2. OBIJECTIFS SECONDAIRES
Les objectifs secondaires sont de comparer entre les 2 bras :

e |es taux d’exacerbation selon leur sévérité (observées pendant toute la durée de I'étude) ;

e [|'évolution des symptomes, de la rhéologie de I'expectoration, et de la fonction
pulmonaire (mesures répétées tous les trois mois);

e |a consommation de médicaments et les événements indésirables (suivi pendant toute la
durée de I'étude);

e |es trajectoires de patients pendant le suivi;

e |'amélioration clinique globale en fin d’étude et I'évolution de la qualité de vie (mesures
répétées tous les 3 mois) ;

e [|’évolution de biomarqueurs d’intérét (état de base versus la fin de I'étude).

3. CRITERES DE JUGEMENT

3.1. CRITERE DE JUGEMENT PRINCIPAL

Le critére de jugement principal est le nombre d’exacerbations sur les 12 mois du suivi.
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Une exacerbation est définie selon les recommandations frangaises (Jouneau et al. 2017) comme un
« événement aigu caractérisé par une aggravation des symptomes respiratoires (notamment la toux,
I’expectoration et la dyspnée) au-dela des variations quotidiennes et conduisant a une modification
thérapeutique : soit une simple augmentation de la prise des bronchodilatateurs (dans ce cas, une
durée supérieure a 24 heures est requise pour parler d’exacerbation) soit I'ajout d’un traitement
supplémentaire (antibiothérapie et/ou corticothérapie orale). »

3.2. CRITERES DE JUGEMENT SECONDAIRES

Seront recueillis pendant toute la durée de I'étude le nombre d’exacerbations et leur sévérité
(définitions selon les recommandations frangaises (Jouneau et al. 2017) :

e Légere (augmentation des symptomes contrdlée sans nouveau traitement),

e Modérée (requérant une antibiothérapie et/ou une corticothérapie),

e Sévere (nécessitant une hospitalisation).

L’évolution des symptomes sera évaluée tous les trois mois :
e échelles visuelles analogiques pour évaluer la dyspnée, la toux et la production
d’expectorations ;
e questionnaires validés : CAT, SNOT22, CASA-Q

La rhéologie de I’expectoration sera mesurée via le dispositif Rheomuco par une personne désignée
(non-impliquée dans I’étude pour préserver I'aveugle) tous les trois mois. Les valeurs suivantes seront
recueillies :

e module d'élasticité du mucus (G'),

e |e module visqueux (G"),

e lerapportG'"/G',

e la contrainte critique tc.

En complément a la rhéologie, les données bactériologiques de I’expectoration seront
recueillies lorsque réalisées en routine.

La fonction pulmonaire sera évaluée tous les trois mois par spirométrie. Les mesures pré- et post-
bronchodilatateurs suivantes seront recueillies. Une plethysmographie sera réalisée a |'inclusion a MO
et en fin d’étude a M12 :

e Volume expiratoire maximal par seconde (VEMS ; litres et valeur prédite),

e Capacité vitale forcée (FVC; litres et valeur prédite),

e L’indice de Tiffeneau (VEMS/FVC ; %),

e Volume résiduel (VR ; litres et valeur prédite),

e Capacité résiduelle fonctionnelle (CRF; litres et valeur prédite)

e Capacité pulmonaire totale (CPT ; litres et valeur prédite),

e VR/CPT (%)

La consommation de médicaments sera recueillie via un journal patient pendant toute la durée de
I’étude. Une attention particuliére sera portée sur les médicaments spécifiques de la BPCO (SABA,
LABA, ICS, OCS, azithromycine, autres antibiotiques).

La sécurité des patients sera assurée via un recueil des événements indésirables pendant toute la
durée de I'étude (voir section 11).
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Les trajectoires des patients seront tracées pendant toute la durée de I'étude sur le journal patient.
Il s’agit de recueillir les épisodes d’exacerbation et/ou les hospitalisations, ainsi que les
symptdmes/traitements associés. Ces données fourniront les données suivantes :

e Le nombre de jours cumulés avec symptomes et/ou exacerbation et/ou hospitalisation.

e Le nombre de jours en vie et sans symptémes et/ou exacerbations et/ou hospitalisations.

L’amélioration clinique est cotée via un systéeme de points de 0 a 3 en fin d’étude. Les points sont
ajoutés comme suit :
e +1 point : pas plus d’'une exacerbation sans hospitalisation pendant les 52 semaines de suivi ;
e +1 point: gain >100mL du VEMS pré-bronchodilatateurs a la 52 semaine par rapport a I'état
de base ;
e +1 point : variation du score CAT au cours des 52 semaines d’observation > 2.

L'état de santé général et la qualité de vie liée a la santé seront quantifiés tous les trois mois via les
guestionnaires validés suivants :

e SF-36,

e EQ-5D-5L,

e St-George’s Respiratory Questionnaire.

Les biomarqueurs d’intérét seront évalués a I'état de base et en fin d’étude. Il s’agit de :
e Numération sanguine complete, y compris neutrophilie, éosinophilie,
e Serum Club cell secretory protein (CCSP ; ng/ml).
e Bactériologie dans I'expectoration

4. CONCEPTION DE LA RECHERCHE

4.1. SCHEMA DE LA RECHERCHE

Il s’agit d’un essai thérapeutique randomisé, en 2 groupes paralléles (36 vs 36) comparant un groupe
de patients traités selon une prise en charge standardisée (prescription d’azithromycine lorsque
I’expectoration est particulierement abondante et/ou génante selon le patient (CASA-Q sputum
symptoms score < 70)) versus un groupe similaire de patients dans lequel la prescription
d’azithromycine est asservie a la rhéologie du mucus (si tc > 39) (voir Figure 6-1). Les seuils choisis de
70 pour le CASA-Q et de 39 pour le tc correspondent aux médianes attendues de ces variables dans
notre population d’intérét. Nous aurons ainsi des effectifs équilibrés dans les deux bras en termes de
nombre de sujets traités.

NB :

e Le CASA-Q est un questionnaire validé en francais permettant de coter la toux et les
expectorations ainsi que leurs impacts respectifs sur la qualité de vie. Son utilisation
permettra ainsi une homogénéisation entre les différents centres du « best standard of care »
actuel dans la BPCO. En effet, selon les recommandations nationales (SPLF) et internationales
(GOLD COPD) en vigueur, la prescription d’azithromycine est conditionnée a la libre
appréciation subjective, par le spécialiste, du caractére invalidant des symptomes
respiratoires, dont la toux et les expectorations. Ces symptomes seront ici évalués par le CASA-
Q (Monz et al. 2010; Crawford et al. 2008; Monz et al. 2010; Deslee et al. 2016; Tagaya et al.
2016).

e Pour la variable « contrainte critique tc » le seuil de 39 a été déterminé grace a une étude
ancillaire préalablement réalisée par notre équipe («Biological Determinants of Sputum
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Rheology in Chronic Airway Diseases » ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04081740), ayant
inclus 48 patients dont 14 BPCO.

--INCLUSION--

Les patients sont d'abord examinés au cours d’une visite de routine. Aprés un premier controle
d'éligibilité et le recueil de l'intérét pour I'étude exprimé par le patient, une visite d'inclusion
spécifique est mise en ceuvre.

L'investigateur recueille le consentement libre, éclairé et écrit du participant avant la réalisation de
tout examen clinique ou paraclinique nécessité par la recherche. Un ECG, un audiogramme et une
pléthysmographie avec spirométrie sont effectués. Un échantillon de mucus est recueilli afin d’évaluer
le volume et la rhéologie. L'éligibilité est confirmée (sinon sortie d’étude, screen failure). La fiche de
fin d’essai sera complétée pour tout patient sorti de I'étude.

--RUN-IN--

Les patients sont surveillés pendant 2 semaines. S’ils sont instables malgré la prise de leur traitement
d'entretien recommandé, ou non-observants, ils sont sortis de |'étude.

~-RANDOMISATION (JO)--

Aprés un run-in réussi, les patients sont randomisés. Le module de randomisation (inclus dans I'eCRF),
applique une stratification sur le centre, ainsi qu’un algorithme de prescription propre a chaque bras.
Les prescriptions ou non d'azithromycine, seront ainsi réalisées selon la sévérité des symptomes liés
aux expectorations dans le bras comparateur standardisé, et selon une altération de la rhéologie du
mucus dans le bras expérimental.

-SUIVI--

Les patients sont réévalués tous les 3 mois pendant 1 an. La fonction pulmonaire (spirométrie), les
analyses de I'expectoration, les questionnaires et les événements indésirables sont évalués a chaque
visite. Les analyses sanguines (hémogramme et CCSP) et la pléthysmographie sont effectuées en début
d’étude et a 52 semaines. Les symptomes et les exacerbations font I'objet d'un suivi spécifique via un
journal patient, de méme que la consommation de médicaments et/ou de ressources de santé.
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ECG, Audiogramme 12 mois de suivi avec

journal patient:
-symptémes
-médicaments
-exacerbations
-ressources

Azithromycine prescrit lorsque |'expectoration . . : 2 :
e i Azithromycine prescrit selon la rhéologie
est particulierement abondante/génante

(CASA-Q < 70) de mucus (tc > 39)

Analyses

3 Rhéologie
sanguines

Figure 6-1 Schéma général de I’étude

4.2. METHODES POUR LA RANDOMISATION ET L’AVEUGLE

Afin d’optimiser la comparabilité des groupes, une randomisation par bloc de taille aléatoire sera
utilisée pour affecter les patients dans les groupes de traitement en utilisant un ratio d'allocation 1 : 1.
Du fait de la taille de I’échantillon, la stratification ne sera faite que sur le centre. Les autres variables
d’intérét (e.g. le nombre d’exacerbations dans les 12 mois avant 'inclusion, le sexe, le traitement de
fond, la présence d’un reflux gastrique, etc ), serviront de variable d’ajustement dans I'analyse
statistique.

Compte tenu de la portée de cette premiere étude dans le domaine, un niveau d’aveugle impliquant
un placebo ne serait pas adapté et ferait largement dépasser le budget alloué. Néanmoins, en assurant
I'aveugle des résultats de rhéologie du mucus et du CASA-Q pendant toute la durée de I'étude,
I’aveugle permis par la randomisation est assuré, au moins en début d’étude (un investigateur/patient
pourrait éventuellement deviner le bras de I'étude du fait des changements de prescription
d’azithromycine et des symptdmes pendant le suivi). Une question de type « deviner le bras » sera
posée aux investigateurs et aux patients en fin d’étude pour évaluer le niveau de I'aveugle.

Les données nécessaires a I'état de base, a savoir la rhéologie du mucus et les réponses au CASA-Q,
sont rapidement entrées dans I'eCRF par le personnel désigné dans chaque centre participant, car ces
données conditionnent l'allocation du traitement.

Pour maintenir I'aveugle, les éléments suivants sont mis en ceuvre :
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e Les mesures et les données relatives a la rhéologie du mucus sont gérées par des personnes
désignées dans chaque centre et par ailleurs non impliquées dans la suite de I'essai.

e Les patients doivent remplir seuls les questionnaires CASA-Q et placer le CASA-Q dans une
enveloppe scellée. Les personnes désignées dans chaque centre et par ailleurs non impliquées
dans la suite de |'essai assureront la saisie de ces données dans le CRF.

e Les champs du eCRF correspondant aux mesures de rhéologie du mucus et les réponses au
CASA-Q ne sont disponibles que pour les personnes désignées dans chaque centre et par
ailleurs non impliquées dans la suite de |'essai.

e Le scoring du CASA-Q sera effectué automatiquement dans I’eCRF et non disponible pendant
I’étude.

Une application Web au sein de I'eCRF (ENNOV Clinical) sera créée pour les besoins de I'étude et
assurera la randomisation des patients. La création d'eCRF, la séquence et les modules d'allocation
seront supervisés par le Département de Recherche Clinique et d'Epidémiologie du CHU Montpellier.

En sus de la randomisation, I’eCRF sera également paramétré pour appliquer de maniére automatique
I'algorithme de traitement propre a chaque bras de I'étude :

e dans le bras comparateur standardisé, I'azithromycine est prescrite ou non, en fonction des
résultats du CASA-Q,
e et dans le bras expérimental, I'azithromycine est prescrite ou non, en fonction des résultats
de la rhéologie du mucus,
comme décrit dans le paragraphe 6 « interventions ».

La randomisation des patients sera effectuée par les investigateurs participants par le biais de modules
spécifiques dans I'eCRF. La randomisation est effectuée apres la saisie des données correspondant a
la rhéologie du mucus et au questionnaire CASA-Q.

5. POPULATION ET CRITERES D’ELIGIBILITE

La France

5.1. CADRE GENERAL ET POPULATION

Cette étude se déroule dans 3 centres situés dans le sud-

ouest de la France (voir Figure 5-1). Tous les centres sont

des hopitaux universitaires financés par le gouvernement

qui, grace au systéme d'assurance maladie en vigueur en Bf,:':eadjx

France, devraient inclure des patients couvrant un large i el

éventail de catégories socio-économiques et urbaines- e AL
rurales. La population cible comporte des patients ayant

une BPCO depuis au moins 1 an et qui, et en dépit d'un

traitement optimal, font au moins trois exacerbations par

an. Il s’agit de patients ayant une BPCO et exacerbateurs

fréquents pour qui le recours a I'azithromycine s’inscrit Figure 5-1 Localisation des centres
dans le cadre de prescription évalué (Albert et al, NEJM participants

2011) et relaté dans les recommandations en vigueur, au

regard du bénéfice potentiel de cet antibiotique et des

risques liés a son utilisation au long cours

Montpellier
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5.2. CRITERES D’INCLUSION
e Sujet dont I'age est compris entre 40 et 85 ans inclus
e Formulaire de consentement éclairé écrit et signé
e Les sujets doivent étre en mesure d'assister a toutes les visites prévues et de se conformer a
toutes les procédures de I'essai
e Bénéficiaire du ou affilié au systeme de sécurité sociale francais
e Patient ayant une BPCO, exacerbateur fréquent, pour qui le recours a I'azithromycine s’inscrit
dans le cadre de prescription évalué (Albert et al, NEJM 2011) et relaté dans les
recommandations en vigueur, au regard du bénéfice potentiel de cet antibiotique et des risques
liés a son utilisation au long cours :
o Homme ou femme avec BPCO depuis au moins 1 an défini selon les criteres GOLD et
validé par l'investigateur clinique
o Traitement optimal selon les recommandations GOLD class de sévérité C ou D
° > 3 exacerbations au cours des 12 derniers mois
e Production spontanée ou induite d’expectoration
e ECG: QTc <450 ms chez 'lhomme, QTC < 470 ms chez la femme
e Audiogramme normal
5.3. CRITERES DE NON INCLUSION
e Grossesse ou allaitement
e Les patients qui sont prisonniers ou sous d'autres formes de protection judiciaire
e Patients sous toute forme de tutelle/curatelle
e Participation en cours a un autre protocole interventionnel, ou au cours du mois précédant
I'inclusion
A recu de I'azithromycine au cours des 3 mois précédents
e Patient dont le diagnostic principal est une dilatation des bronches sur la base d’une
documentation tomodensitométrique
e Hypersensibilité connue a l'azithromycine, a I'érythromycine, a tout autre macrolide, au
kétolide ou a I'un des excipients de la spécialité a base d’azithromycine utilisée
e Prise concomitante de médicament contre-indiqué avec |'azithromycine (dihydroergotamine,
ergotamine, cisapride, colchicine)
e Autres maladies respiratoires ou infections pulmonaires associées
e Insuffisance hépatique sévere et cholestase sévére (un bilan biologique hépatique sera réalisé
si suspicion clinique)
e Insuffisance rénale avec clairance de la créatinine < 40 mL/min
e Patients atteints d’hémopathies malignes ayant subi une allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques
Patients présentant une intolérance au galactose, un déficit en lactase de Lapp ou un
syndrome de malabsorption du glucose ou du galactose (maladie héréditaire rare) en raison
de la présence de lactose dans la spécialité Zithromax.
5.4. CRITERES DE SORTIE D’ETUDE

Les évéenements suivants pendant la période de run-in auront pour résultat une sortie d’étude :

prise d’antibiotiques,

prise de corticostéroides systémiques,

exacerbation modérée ou sévere (cf. 3.1 pour les définitions),
hospitalisation,
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e visite non-programmeée pour troubles respiratoires,
e non-observance du traitement.

5.5. FAISABILITE ET MODALITES DE RECRUTEMENT

Les patient(e)s seront screené(e)s lors des consultations de routine dans chaque centre investigateur.
La BPCO est une maladie chronique qui affecte une fraction tangible de la population, et les possibilités
de recrutement sont nombreuses (voir tableau ci-dessous).

Centre recruteur Estimation du nombre de patients éligibles
Bordeaux ~20 par mois
Montpellier ~30 par mois
Toulouse ~30 par mois

Le nombre de recrutements potentiels par mois et par centre est largement suffisant pour subvenir
aux besoins de la présente étude. Néanmoins, pour prendre en compte les différences de temps
administratifs pouvant affecter le recrutement (par exemple, en France, les formalités contractuelles
au sein de chaque centre peuvent entrainer des dates de mise-en-place disparates par rapport au
début de la période d'inclusion), la saisonnalité (le potentiel de recrutement est susceptible d’étre
plus intense pendant la période automno-hivernale), et pour rendre la courbe d’inclusion aussi souple
et réalisable que possible et disposer de suffisamment de temps pour recueillir des données de haute
qualité, nous proposons un taux d’inclusion moyen de 2 patients par mois et par centre.

6. INTERVENTIONS

6.1. INTERVENTIONS

Cette étude implique la comparaison de deux bras constitués via une procédure de randomisation.
Chaque bras représente une stratégie différente pour la prescription ou non d’azithromycine.

6.1.1.LINTERVENTION EXPERIMENTALE

Les patients randomisés dans le « bras expérimental » bénéficieront du traitement de fond optimal
de la BPCO selon les recommandations nationales (SPLF) et internationales (GOLD) en vigueur, sauf
en ce qui concerne la prescription d’azithromycine qui sera asservie a la rhéologie du mucus.

La rhéologie du mucus sera quantifiée tous les 3 mois en utilisant le dispositif Rheomuco.

e Sile patient a une expectoration spontanée ou induite, et que cette expectoration a une
contrainte critique tc > 39 (cf. 4.1 pour le rationnel), une prescription pour 3 mois de
traitement par azithromycine sera initiée. Cette prescription pourra étre renouvelée tous les
3 mois pendant les 12 mois de suivi prévus dans cette étude.

e Enl'absence d’expectoration, I'azithromycine ne sera pas prescrite.

Le dispositif « Rheomuco »

Rheomuco est un rhéometre de paillasse (dispositif médical de diagnostic in vitro disposant d’un
marquage CE), dédié a I'étude des propriétés viscoélastiques du mucus broncho-pulmonaire. Simple
d’utilisation, il permet une analyse rhéologique d’un échantillon en moins de 15 minutes, et une
lecture directe du résultat n’exigeant aucune compétence en rhéologie.
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En I'espace d’une dizaine de minutes, le dispositif Rheomuco fournit des mesures rhéologiques du
mucus précises et reproductibles (NCT02682290) : le module d'élasticité du mucus (G '), le module
visqueux (G"), leur rapport G"/G', et d’autres paramétres, notamment le tau-c (tc: la contrainte
critique nécessaire pour déplacer un fluide), particulierement discriminant dans la BPCO qui différent
clairement entre donneurs sains et patients atteints de BPCO (Patarin et al. 2017).

Son utilisation est simple : pendant la visite, il est demandé au patient d’expectorer dans un récipient
dédié. L'expectoration est homogénéisée selon les instructions du fabricant et introduite dans le
rhéometre de paillasse « Rheomuco ». Suite a une analyse automatisée, les données rhéologiques
sont fournies par la machine.

Dans le cadre de notre projet de recherche, les dispositifs Rheomuco, ainsi que les consommables
associés, sont fournis gracieusement par le fabricant Rheonova.

6.1.2.L"INTERVENTION COMPARATEUR

Les patients randomisés dans le « bras standardisé comparateur » bénéficieront du traitement de
fond optimal de la BPCO selon les recommandations nationales (SPLF) et internationales (GOLD) en
vigueur, y compris en ce qui concerne la prescription d’azithromycine en cas d’expectorations séveres
(ici définies par un score CASA-Q sputum symptoms < 70 pour homogénéiser les pratiques entre les
centres) (cf. 4.1 pour le rationnel).

Le CASA-Q sera coté tous les 3 mois.

e Sjle patient présente un score de sputum symptoms < 70, une prescription pour 3 mois de
traitement par azithromycine sera réalisée. Cette prescription peut étre renouvelée tous les
3 mois pendant les 12 mois de suivi prévus dans cette étude, si le patient continue d’obtenir
un score de sputum symptoms < 70.

e Si le patient présente un score de sputum symptoms > 70, la prise en charge n’est pas
modifiée.

6.1.3.LE MEDICAMENT : AZITHROMYCINE

La prescription d’azithromycine est standardisée dans les deux bras : 500 mg soit (250 mgx2/j) 3 jours
par semaine pour trois mois, avec renouvellement possible pendant les 12 mois de suivi prévus par
I’étude. Les comprimés de Zithromax pourront étre pris pendant ou en dehors des repas.

Dans la mesure ou l'information contenue dans les autorisations de mise sur le marché est susceptible
d'évoluer, il convient de s'assurer au moment de la prescription des médicaments du respect
notamment des contre-indications, mises en garde et précautions d'emploi, interactions
médicamenteuses. Se référer a l'information disponible sur la Base de Données Publique des
médicaments, accessible par internet a I’adresse suivante :

6.2. HTTP://BASE-DONNEES-PUBLIQUE.MEDICAMENTS.GOUV.FR/CIRCUIT DU MATERIEL
POUR LA RHEOLOGIE

Le représentant de Rhéonova sera en charge de fournir gracieusement le matériel et les
consommables nécessaires a I'obtention des données rhéologiques dans chaque centre (machine
« Rhéomuco » et consommables associés).
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7. TRAITEMENTS ET PROCEDURES ASSOCIE(E)S

7.1. TRAITEMENTS/PROCEDURES ASSOCIE(E)S AUTORISE(E)S

En dehors de la prescription d’azithromycine, la prise en charge des patients est décidée par
I'investigateur selon les pratiques usuelles. Les recommandations émises par la Société de
pneumologie de langue francaise (SPLF) seront respectées (Jouneau et al. 2017).

7.2. TRAITEMENTS/PROCEDURES ASSOCIE(E)S INTERDIT(E)S

Les macrolides autres que l'azithromycine sont interdits. Leur utilisation doit étre signalée a
I'investigateur coordinateur de I'étude, ainsi que méticuleusement documentée et justifiée. Leur
utilisation ne donne pas pour résultat I'exclusion du patient, qui sera suivi per-protocole (analyse en
intention de traiter). Si la prise en charge d'une infection du patient nécessite un traitement par un
autre macrolide, la question du maintien du traitement par azithromycine pendant I'épisode doit étre
posée. Il est attendu que le recours potentiel a une co-prescription de I'azithromycine avec un autre
macrolide soit dument pesé au regard du bon usage des antibiotiques et compte tenu du profil de
sécurité d'emploi des macrolides dans l'intérét d'une prise en charge adaptée du patient considérant
les recommandations thérapeutiques en vigueur. Si une telle association est envisagée, Leur
utilisatien celle-ci doit étre signalée a I'investigateur  coordinateur de I'étude,
ainsi gue qu'étre méticuleusement documentée et justifiée.

La liste des médicaments interagissant avec I'azithromycine est disponible dans le Thésaurus des
Interactions médicamenteuses de ’ANSM , accessible a I’adresse vuivante : www.ansm.fr

Les associations de I'azithromycine avec la colchicine, les alcaloides de I'ergot de seigle (ergotamine
et dihydroergotamine) sont contre-indiquées, avec les alcaloides de I’ergot de seigle dopaminergiques
(bromocriptine, cabergoline, lisuride, pergolide) sont déconseillées, et avec les

substances susceptibles de donner des torsades de pointes font I'objet de précautions d’emploi.

8. DEROULEMENT DE LA RECHERCHE

8.1. CALENDRIER DE LA RECHERCHE

— Durée des démarches réglementaires : 6-9 mois

— Durée de la période d’inclusion : 24 mois

— Durée de participation de chaque participant : 12 mois

- Analyse statistique, rédaction du rapport final : 12 mois

— Durée prévisionnelle de I’étude (inclusion et suivi) :36 mois

— Durée prévisionnelle totale de I'étude : 48 mois
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8.2. TABLEAU RECAPITULATIF DU SUIVI PARTICIPANT

Pré
inclusion
pendant

une
visite de

routine

Période
Inclusion de Visites de suivi
Run-in

VO V3IM VeM V9M @ Vi2M

Au
moins JO
15j

3M+ 6M: 9M+ 12M#
77T 7j

Eligtbilité / tnelusion

Vérification des critéres d’éligibilité 4 4

Lettre d'information v

ECG

Audiogramme

Recueil du consentement

ASIANIANIEN

Test de grossesse (Dosage [3 hcg)

Vérification que I'état du patient reste stable
sous traitement de fond optimal

terventions expérimentales

Randomisation# v ‘ ‘ ‘ ‘

Gestion de la maladie «standard» ou en v
fonction de la rhéologie du mucus

evaluntions

Recueil de données via le journal-patient :
symptomes, exacerbations, consommation v
de médicaments ressources

Pléthysmographie* 4

Spirométrie* 4

Questionnaires*

SSIENIENIEN
SSIENIENIEN

Analyses sanguines : NFS, CCSP*

*Analyses du mucus : rhéologie A M et v
contenu (dont bactériologie)

<
<
<
<
<

Evénements indésirables 4 v
*Elément propre a la recherche et ne faisant pas partie de la prise-en-charge habituelle / Pour les questionnaires : CASA-Q, CAT, SNOT, St-Georges Respiratory
Questionnaire, SF-36, EQ-5D-5L.
AEn aveugle
M Fourni par le fabricant
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8.3. PRISE EN CHARGE D’UNE EXACERBATION DE BPCO:

e Le patient est infomé en début d’étude qu’il doit présenter son carnet patient a tout
professionnel de santé qu’il peut étre amené a rencontrer, afin d’informer ce dernier de sa
participation au protocole COPD CaRhe, et ce d’autant plus que le professionnel de santé n’est
pas un investigateur de I'étude (que ce soit dans le cadre de la prise en charge de sa BPCO ou
pour tout autre motif).

e En cas de survenue d’'une exacerbation de BPCO, celle-ci sera prise en charge conformément
aux recommandations de la société de pneumologie de langue francgaise (Jouneau et al. 2017,
document joint). Le médecin investigateur est la personne principale a contacter en cas de
modifications des symptdémes et a fortiori d’exacerbation. De plus, si une antibiothérapie est
indiquée pour traiter cette exacerbation, le traitement par azithromycine sera suspendu le cas
échéant pendant toute la durée de cette derniere. Dans la mesure du possible, une
antibiothérapie ne contenant pas de macrolides sera privilégiée. Si une bi-thérapie
intraveineuse incluant une béta-lactamine de large spectre est nécessaire, par ex. en cas de
documentation d’un P. Aeruginosa, une fluoroquinolone sera prioritairement co-prescrite en
I"'absence de contre-indication et non pas un macrolide.

e Sile patients ne contactait pas en premiére intention un médecin investigateur de I’étude (par
ex. consultation du médecin traitant) n cas d’exacerbation, cela serait noté lors de la visite
d’étude et constituerait une déviation au protocole si ce médecin modifie le traitement en
cours, notamment I'antibiothérapie. Au décours d’une exacerbation, et s’il le juge nécessaire,
le médecin investigateur en charge du patient peut décider de réaliser une consultation ou
téléconsultation afin de vérifier notamment la bonne évolution de I'état de santé du patient,
et ce en dehors des visites prédéterminées dans le cadre du protocole. Le patient poursuivra
ensuite normalement le protocole en assistant aux visites prédéterminées.

9. ASPECTS STATISTIQUES

9.1. CALCUL DE LA TAILLE D’ETUDE

Dans le bras standardisé comparateur, nous attendons un taux d'exacerbation de 3.59/an (Wedzicha
et al. 2016). Le choix de I'écart-type est le plus conservateur chez les GOLD classes C-D, soit ET=2.5
(Han et al. 2013). Afin de détecter une réduction de 50% (réduction d’intérét pour cette premiere
étude du genre) du taux d’exacerbation dans le bras expérimental avec un risque de premiére espéce
bilatéral de 0.05 et une puissance 1-beta=0.80, un total de 62 patients est requis (31 par groupe).
Prenant en compte une perte de données de 10% (screen failure et sortis d’étude), nous proposons
d’inclure dans cette étude un total de 72 patients (36 dans chaque bras).

9.2. METHODES STATISTIQUES EMPLOYEES

Une premiére analyse des données permettra la description de la population totale et par groupe. La
normalité de la distribution des variables quantitatives sera explorée a I'aide du test de normalité de
Shapiro-Wilks. Les résultats statistiques seront présentés sous forme de moyennes * écarts-types pour
les variables quantitatives dont la distribution est gaussienne et médianes et intervalles interquartiles
pour les autres variables. Pour les variables qualitatives, les effectifs et les pourcentages associés
seront présentés. Les variables qualitatives seront comparées entre les groupes par un test du 2. A
défaut, si les conditions de réalisation de ce test ne sont pas respectées, le test exact de Fisher sera
utilisé. Les variables quantitatives seront comparées entre les groupes: en cas de variables
gaussiennes, par des tests paramétriques, en cas de variables non-gaussiennes, par des tests non
paramétriques.
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L’analyse statistique du critere de jugement principal (taux d'exacerbation sur 12 mois) sera réalisée
sur la population en intention de traiter. Le critére de jugement principal sera comparé entre les 2
groupes par un test de comparaison de moyenne pour données indépendantes. Un modeéle de
régression ajusté sur les variables cliniquement importantes ou ayant une distribution différentes
entre les deux groupes sera ajusté avec une procédure de sélection de modele (forward).

Pour I'analyse des critéres secondaires, un plan d’analyses statistique (PAS) complet sera établi avant
le gel de la base. Ces analyses comprendront entre autre, des modélisations par des modeles mixtes
pour les données répétées dans le suivi, I'estimation de courbes ROC pour I'analyse des biomarqueurs,
et la construction de cluster de trajectoires (package ‘traj’, Leffondree et al. 2004).

Le taux de données manquantes attendu est faible. Il n’est pas prévu d’employer de méthode
d’imputation. Les analyses seront conduites sur cas complets.

L’analyse statistique sera conduite par le DIM du CHU de Montpellier sous SAS (SAS Institute, Cary,
NC, USA) version 9 ou R 3.1.1 (ou plus récent) (R Core Team 2016).

9.3. ANALYSE DE LA SECURITE

Les événements indésirables seront compilés et présentés par groupe et pour chaque période
indiquée (nombre cumulatif d'événements). Ils seront classés en fonction de la gravité : grade 1
(léger), grade 2 (modéré), grade 3 (sévere), grade 4 (menace pour la vie) et grade 5 (déces ; CTCAE).

Des tests de % non ajustés ou des tests de probabilité exacts de Fisher seront utilisés pour comparer
les bras de traitement.
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VI. COPD CaRhe : mesures de reproductibilité et de répétabilité multisites
réalisées en réponse aux demandes formulées par I’ANSM le 20 Avril
2021

D’apreés les rapports élaborés par I’équipe de Rhéonova en collaboration avec les équipes de
Montpellier, Bordeaux et Toulouse au sein desquelles ont été réalisées les mesures.

1. Abbréviations

Abréviations et termes Description

G* Module Rigidité du mucus au repos, liée a la raideur du réseau moléculaire
viscoélastique

tan(§) - Facteur Facteur de dissipation d’énergie, lié a la morphologie du réseau
d’amortissement moléculaire

vc- Déformation critique | Extensibilité maximale du mucus avant I'écoulement

oc- Contrainte critique Force de gel, fermeté du mucus avant I'’écoulement

2. Objectif des essais

L'objectif était de quantifier la répétabilité et la reproductibilité de I'appareil Rheomuco, sur la
mesure des 4 parametres rhéologiques qu’il fournit a I'issue de I'lanalyse :

- Module viscoélastique G* (G’ et G”’) en Pa
- Facteur d’amortissement tan §, sans unité
- Déformation critique yc, sans unité

- Contrainte critique oc, en Pa

Dans cette analyse, nous souhaitions évaluer l'influence des paramétres «opérateur», «machiney,
«environnement», et « fluide mesuré ». Ainsi, I'étude a fait intervenir 3 sites (lieu et appareil
différents), 2 opérateurs par site, et 2 fluides modeles (représentatifs des extrémités haute et basse
de la plage de mesure).

3. Méthode

a) Protocole des essais
L’objectif était de prendre en compte l'influence des parametres suivants

- Opérateur
- Machine
- Environnement
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De plus, l'influence de I'échantillon ne devait pas étre prise en compte dans I'analyse statistique.
Les caractéristiques des échantillons pouvant évoluer dans le temps, les mesures ont été réalisées la
méme semaine.

Echantillons test

e Flopaam 6035 de concentration 0.1% et Flopaam 6035 de concentration 1%
e Composition : polyacrylamide standard a 100 million Dalton

e Concentrations testées : 0.1% et 1%.

e Stabilité : 1 mois a température ambiante

e Préparations réalisées par Rheonova, envoi de 100ml/concentration/site

Sur chaque site, réalisation du protocole Rheomuco :

- 10 mesures par jour/fluide
- Par 2 opérateurs

Parameétres a comparer :

Log (G*) Log (tan &) Log(yc) Log(oc)

Incertitude a 3 écarts type (%)

b) Meéthode d’analyse des résultats

i. Normalité
Le traitement statistique des données mesurées reposait sur I’"hypothése qu’elles suivent une loi

normale. La normalité de chaque série de mesure a été vérifiée avec un test de Shapiro-Wilk (niveau
de significativité 5%). Une série = 10 mesures correspondant a 1 site, 1 opérateur, 1 fluide et 1

parameétre rhéologique calculé.

ii. Etude de répétabilité

Ces calculs ont été menés pour chaque fluide, chaque parametre rhéologique, mais sur les mesures

des 2 opérateurs.

- Pour chaque site, I'écart-type expérimental était repris : études INTRA-site.

- Pour I'ensemble des sites, la variance de répétabilité était calculée (Sr* = moyenne des
variances sur les 3 sites) puis I'écart-type de répétabilité (racine carrée de la variance de
répétabilité) : étude INTER-site

- la limite de répétabilité était calculée (écart maximal théorique entre deux mesures pour

gu'elles soient considérées comme compatibles avec une probabilité de 95%)
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Etude de reproductibilité

Ces calculs ont été menés pour chaque fluide, chaque paramétre rhéologique, mais sur les
mesures des 2 opérateurs.

la variance des moyennes de chaque site a été calculée

la variance INTER-sites a été calculée (Sr? = variance des moyennes - variance de répétabilité /
nombre de mesures).

la variance de reproductibilité a été calculée (somme de la variance INTER-site Sr? et de la
variance de répétabilité Sr?), puis I'écart-type de reproductibilité (racine carrée de la variance

de reproductibilité).

Résultats

Normalité

La normalité des séries de mesures a été évaluée pour chaque opérateur, pour chaque fluide et pour

chaque parameétre rhéologique.

La grande majorité des cas testés (41/48 soit 85%) vérifiaient I’hypothése de normalité selon
le test de Shapiro-Wilks a 5%.

Lorsque le test indiquait que la série ne suivait pas la loi normale, nous observions néanmoins
que I'hypotheése de normalité était vérifiée dans les autres cas comparables (autres sites et/ou
autre opérateur). En d’autres termes, les cas isolés de lois non normales n’étaient pas

spécifiques a une association donnée de sites / fluides / parameétres rhéologiques.

Fluide Cas teste Loi normale [ Total cas testés
G 0.1 5
Flopaam tand_0.1
0,1% gamc_0.1 6 6
sigc_0.1 5
G_1 6 (3 labosx 2
Flopaam tand_1 4 opérateurs)
1% gamc_1 5
sigc_1 5

Figure 38. Normalité selon les cas testés
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Aussi, malgré quelques cas isolés de non normalité, compte tenu du nombre restreint de mesures par
opérateur, nous pouvons raisonnablement considérer que les mesures par Rheomuco des 4
paramétres rhéologiques sur les 2 fluides modeles suivent une loi normale. Les méthodes de calcul de

répétabilité et de reproductibilité prévues dans la suite de I'étude ont donc été appliqués.

b) Répétabilité et Reproductibilité

Les écarts-type de répétabilité et de reproductibilité ont été calculés pour chaque paramétre

rhéologique évalué par le dispositif Rheomuco.

Flopaam 0.1%
N G* tan & yC oc
Paramétre Symbole (Pa) ) ) (Pa)
Moyenne des moyennes - 2.44 0.33 8.63 3.99
Ecart-type de répétabilité Sr 0.21 0.02 0.76 0.26
Ecart-type de répétabilité % Sr % 8.65% 5.88% 8.85% 6.48%
Ecart-type de reproductibilité Srepro 0.21 0.02 0.92 0.32
Ecart-type de reproductibilité % Srepro % 8.50% 7.40% 10.69% 8.14%
Flopaam 1%
y G* tan 8 yc oc
Paramétre Symbole (Pa) ) ) (Pa)
Moyenne des moyennes 40.21 0.20 7.59 52.73
Ecart-type de répétabilité % Sr 3.92 0.01 0.68 3.90
Ecart-type de répétabilité Sr % 9.75% 3.28% 8.96% 7.40%
Ecart-type de reproductibilité Srepro 4.00 0.01 0.92 4.40
Ecart-type de reproductibilite % Srepro % 9.95% 3.76% 12.12% 8.34%

Figure 39. Résultats des données de répétabilité et de reproductibilité inter- et intra-sites

5. Conclusion
Apres avoir vérifié I'hypothese de normalité des séries et la validité des données, les écarts-type

de répétabilité et de reproductibilité ont été calculés pour chaque parameétre rhéologique évalué par

Rheomuco (G*, tan §, yc, oc).

Ces valeurs sont cohérentes avec le niveau de performance obtenu sur des rhéometres du commerce

de référence.
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Conclusion et perspectives

Notre travail se décline en 3 axes :

- Etablir un modele d’exposition a la fumée de cigarette « entiére » d’épithélia bronchiques
reconstitués ex vivo, afin d’étudier la production/sécrétion de mucines et I'effet de traitement

potentiellement muco-régulateur.

- A partir d’expectorations de sujets atteints de maladies chroniques des voies aériennes,
déterminer les constituants du mucus en mesure d’en impacter la rhéologie dans une optique

d’endotypage.

- Ens’aidant de valeurs seuils de la rhéologie du mucus préalablement déterminées, définir une

stratégie diagnostique et thérapeutique basée sur la rhéologie du mucus.

Nous avons tout d’abord détaillé les dysfonctionnements de la régulation du mucus dans les
principales pathologies des voies aériennes dites muco-obstructives, I'asthme, la BPCO et les
bronchectasies non-CF. Nous avons passé en revue les outils permettant d’étudier les altérations de
I’'homéostasie du mucus et avons abordé I'impact, modeste, des thérapeutiques conventionnelles

actuelles sur cette aspect pathologique.

Puis nos travaux de recherche se sont d’abord intéressés a |'agression environnementale la plus
problématique dans les sociétés occidentales, la fumée de cigarette. Nous avons développé un modele
d’exposition de culture en ALl d’épithélia issus de patients (fumeurs et BPCO) nous permettant
d’analyser la production et la sécrétion de mucines MUCSAC. Malgré les problématiques liées au
modele de culture cellulaire et aux processus de détection des protéines de mucines que nous avons
décrites dans notre revue (Partie A — Chapitre Ill.), nous avons pu mettre en évidence une
hypersécrétion de mucines et avons pu la moduler par supplémentation « préventive » en protéine
CCSP. La suite serait de confirmer cette observation a plus grande échelle et sur une exposition a plus
long terme, d’appréhender les voies de signalisation impliquées, et d’étudier les effets in vivo chez

I’adulte d’une telle supplémentation.

Ensuite nous nous sommes intéressés au mucus in vivo. Dans une étude pragmatique, nous avons
montré que le caractere viscoélastique du mucus des patients atteints de maladies muco-obstructives
était directement corrélé a la concentration en mucines et en éosinophiles des expectorations, mais
aussi que la rhéologie pouvait prédire I'éosinophilie. Cela ouvre de multiples perspectives, comme
I'utilisation de la rhéologie tel un biomarqueur non invasif permettant d’endotyper les maladies des
voies aériennes, comme outils du clinicien pour guider une stratégie thérapeutique ou pour évaluer

son efficacité, ou bien encore comme outils destiné a tester I'impact de nouvelles molécules. Bien s(r
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il reste de nombreux éléments a appréhender avant cela, notamment le lien entre rhéologie et
clinigue. Nous avons montré une corrélation statistiquement significative entre les propriété
viscoélastiques du mucus et la bronchite chronique (évaluée par le CASA-Q) ainsi que le VEMS, mais sa

pertinence clinique reste a démontrer.

De fait, dans I'idée de concilier observations expérimentales et pratique clinique, nous avons
élaboré un protocole destiné a évaluer I'efficacité d’une stratégie de prescription de macrolides guidée
par la rhéologie dans la BPCO. Outre I'intérét d’étudier I'impact d’une telle stratégie sur le critére de
jugement principal, a savoir le taux annuel d’exacerbation, nous espérons que cette étude confirmera
nos premiéres observations et nous permettra de déterminer d’autres marqueurs corrélés ou
influencant directement la rhéologie du mucus, citons par exemple |'éosinophilie sérique, la

microbiologie, ou bien le taux circulant de CCSP.

Pour conclure, hypersécrétion, hyperproduction et/ou hyperconcentration du mucus ont été tour
a tour mis en lumiere dans I"asthme, la BPCO, et les bronchectasies non-CF, mais il reste bien difficile
de déterminer si elles en constituent le primum movens, ou bien si ces anomalies ne sont que des
mécanismes d’adaptation qui se trouvent « dépassés » par d’autres processus physiopathologiques

plus précoces.
Partant de la, deux approches a visée thérapeutique, pas nécessairement exclusives, se dessinent:

1) considérer le mucus comme un « treatable trait » (217), c’est-a-dire comme une cible
thérapeutique a part entiére qui serait identifiée par endotypage a I'aide d’un biomarqueur
validé. La notion de « muco-obstructive lung diseases » fait partie intégrante de ce paradigme.
ou

2) Intégrer les anomalies de I'homéostasie du mucus dans un ensemble complexe de voies
physiopathologiques en relation les unes avec les autres (dysrégulation de la différenciation

cellulaire, réponse exagérée a une agression exogene, susceptibilité génétique, etc...).

Cette derniere approche, de loin la plus ambitieuse mais la plus pertinente, ne peut
vraisemblablement exister sans une connaissance précise, globale et dynamique de la régulation du
mucus. C'est a ce prix que pourront étre développées des thérapeutiques permettant réellement

d’avoir une emprise précoce sur la trajectoire des maladies chroniques des voies aériennes.
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