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Partie | : Les monocytes et les macrophages
A. Geéneéralites

Les macrophages sont des cellules connues depuis le début du XX®™ siécle. C’est au
cours de ses travaux sur la digestion intracellulaire qu’ Elie Metchnikoff a identifié cette
population de cellules, présente dans de nombreux tissus. Ces cellules montrent une capacité a
étre recrutees, a s’agréger et surtout, a détruire les microbes par phagocytose.

Les macrophages sont des acteurs centraux dans les mécanismes de I’immunité innée, jouant
un role essentiel dans 1’élimination des pathogénes, mais aussi dans 1’homéostasie des organes

et dans les processus de régénération ou de cicatrisation des tissus.

B. Ontogénie

1. Formation des macrophages

Le consensus sur I’origine des macrophages présents dans 1’organisme a longtemps
voulu que leur population soit entretenue a partir des monocytes circulants. Ces derniers sont
générés dans la moélle osseuse et se différencient macrophages dans les différents tissus pour
remplacer et entretenir la population de macrophages résidents. Ce premier modéle est basé sur
les travaux publiés par Ralph van Furth et ses collaborateurs dans les années 1970 (Furth and
al., 1972).

Les données plus récentes semblent montrer que les macrophages « résidents » des tissus
viendraient majoritairement de progéniteurs générés dans le sac embryonnaire pendant les
premiéres semaines du développement. Ces macrophages « immatures » seraient genérés sans
passer par I’intermédiaire des monocytes et migreraient dans les tissus embryonnaires avant de
finir leur différenciation in situ. Ces macrophages résidents pourraient entretenir leur population
par prolifération dans les tissus. En parallele, on trouve aussi une population plus « transitoire »
de macrophages qui est différenciée a partir des monocytes dérivés des cellules souches
hématopoiétiques situées dans la moélle osseuse et/ou des monocytes feetaux générés dans le
foie feetal (Ginhoux and Jung 2014; Ginhoux and Guilliams 2016; Perdiguero and Geissmann
2016)
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Figure 1 : Origine des populations de macrophages résidents et de macrophages transitoires

Dans les premieres semaines du développement, dans le sac embryonnaire, émerge une population de
macrophages « primitifs. Ces macrophages vont migrer dans différents tissus et y finir leu différenciation. Tout
au long de la vie, les macrophages résidents de ces tissus pourront proliférer pour maintenir leur population. Un
peu plus tard dans le développement embryonnaire, quand [’hématopoiese les cellules souches hématopoiétiques
vont permettre la formation de monocytes. Ces monocytes seront produits et renouvelés tout au long de la vie et
pourront étre recrutés et différenciés en macrophages dans les différents tissus de I’organisme au moment
nécessaire. Cette population est seulement transitoire et ne persiste pas dans les tissus comme les macrophages
résidents.

2. Localisations possibles

Ces macrophages résidents sont présents dans plusieurs types de tissus ou d’organes,
montrant chacun des particularités phénotypiques. Les cellules de Langerhans sont présentes
dans I’épiderme, la microglie dans le cerveau, les cellules de Kupffer dans le foie. Existent aussi
les macrophages péritonéaux, les macrophages de la rate, les macrophages pancréatiques,

rénaux, cardiaques et alvéolaires (Perdiguero and Geissmann 2016).

18




Dans I’optique d’étudier le role des monocytes et macrophages dans le developpement de
pathologies pulmonaires inflammatoires, nous allons donc nous intéresser plus particulierement

a la physiologie des macrophages retrouvés dans les tissus pulmonaires.

3. Les macrophages pulmonaires

a) Généralités

Deux principales populations de macrophages sont présentes au niveau pulmonaire : les
macrophages alvéolaires et les macrophages interstitiels qui ont des origines, des
fonctionnements et des dynamiques différentes (Evren, Ringqvist, and Willinger 2020).

Les macrophages alvéolaires, présents au niveau des alvéoles du poumon sont ceux dont la
physiologie est la plus documentée. 1ls peuvent étre récupérés en effectuant un lavage broncho-
alvéolaire (LBA). Ce procédé peu invasif permet, en injectant une solution saline dans les
bronches, d’obtenir un échantillon des différents composants cellulaires ou moléculaires s’y

trouvant (Davidson and al. 2020).

A T’inverse, les macrophages interstitiels sont moins accessibles. Récupérer les cellules de ce
type nécessite de les extraire des tissus de I’épithélium pulmonaire, ce qui est plus invasif que

les LBA.

b) Formation et entretien de la population

D’apres les connaissances actuelles, les macrophages résidents du poumon sont les
macrophages alvéolaires. Contrairement aux autres types de macrophages résidents qui se sont
formés a partir des macrophages primitifs venant du sac embryonnaire, les macrophages
alvéolaires semblent dériver des monocytes feetaux. Cela viendrait du fait que la « niche » de
ces macrophages alvéolaires n’est pas disponible tant que les poumons n’ont pas été gonflés
d’air lors des premiéres respirations juste aprés la naissance. Aprées cela, les monocytes
pourraient alors coloniser les alvéoles et se différencier sous I’action du GM-CSF (facteur de
stimulation des colonies de granulocytes-macrophages) et du facteur de croissance des tumeurs
(TGF-B) (Schneider, Nobs, Kurrer, and al. 2014; Yu and al. 2017; Guilliams and al. 2013). Dés
48h apres la naissance, des macrophages alvéolaires sont présents chez les nouveau-nés.

L’exposition a ’environnement extérieur permet la maturation en macrophages alveolaires
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(Alenghat and Esterly 1984; Kasahara and al. 2012). Cette population de macrophages d’origine
embryonnaire est maintenue indépendamment de la population de monocytes circulants venant
de la moelle osseuse (Yona and al. 2013; Hashimoto and al. 2013; Guilliams and al. 2013). Ce
maintien dépend de leur prolifération in situ, comme le reste des macrophages résidents (Soucie
and al. 2016; Golde, Byers, and Finley 1974; Eguiluz-Gracia and al. 2016). Dans le cas de
grandes pertes de population, une nouvelle niche se libere et peut alors étre recolonisée par des
macrophages dérivés de monocytes venant de la moelle osseuse (Machiels and al. 2017; Janssen
and al. 2011; Maus and al. 2006; Guilliams and Scott 2017). La proportion de macrophages
alvéolaires dérivés de monocytes venant de la moelle osseuse augmente avec 1’age (Gomez
Perdiguero and al. 2015; Liu and al. 2019). Néanmoins, la population des macrophages
alvéolaires montre une tendance a décroitre au court de la vie, favorisant progressivement les

infections par des pathogénes (Wong and al. 2017).

Au niveau pulmonaire, les macrophages interstitiels regroupent deux types de macrophages :
les macrophages interstitiels et les macrophages périvasculaires (Chakarov and al. 2019;
Gibbings and al. 2017). Ces macrophages interstitiels prendraient au moins partiellement
origine dans le pool de monocytes circulants, et peuvent étre recrutés temporairement pour
accroitre leur population, par exemple suite & un contact avec des bactéries (Sabatel and al.
2017). Les macrophages interstitiels ne sont recrutés que temporairement, et montrent un taux

de renouvellement plus important que les macrophages alvéolaires (Cai and al. 2014).

4. Polarisation

En plus des différences observées entre les types de macrophages retrouvés dans
I’organisme, un phénoméne de polarisation peut aussi amener de la complexité dans le
fonctionnement de ces cellules. Le microenvironnement des macrophages, comme les
cytokines auxquelles ils sont exposés, les contacts avec les pathogenes ou des modifications
épigenétiques peuvent impacter leur développement vers des phénotypes appelés « M1 » ou
« M2 »,

Les macrophages M1 (activés « classiquement »), se déeveloppent au contact des cytokines
produites par les lymphocytes T « helper » (Th1), notamment I’ Interféron gamma (IFN)-y. La
stimulation des « Toll-like receptors » (TLR), souvent avec des lipopolysaccharides (LPS),

contribue aussi a cette polarisation, ainsi que la stimulation des récepteurs a I’Interleukine 1
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(IL-1R). Dans la polarisation M1, les voie de signalisation du facteur nucléaire kappa B (NF-
kB), du facteur de régulation des interférons (IRF5) et des transducteurs des signaux et
activateurs de la transcription (STAT1) sont mobilisées. Les macrophages M1 sont présentés
comme ayant un phénotype pro-inflammatoire, avec des sécrétions de cytokines comme
I’interleukine (IL)-1B, I’IL-6, le facteur de nécrose des tumeurs alpha (TNF)-a (Yunna and al.
2020; Murray 2017; Sica and Mantovani 2012; Guha and Mackman 2001; lvashkiv 2013).

Les macrophages M2 (activés « alternativement »), se développent au contact des cytokines
produites par les lymphocytes Th2, notamment 1’IL-4 et I’IL-13. Les voies de signalisation
impliquées dans leur développement comprennent les voies STAT6 et IRF4 ainsi que les
récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR). Les macrophages M2 sont
plutét impliqués dans les réponses anti-inflammatoires, la réparation tissulaire et ’angiogenése.
Ils exercent aussi une activité phagocytaire qui permet 1’élimination des cellules apoptotiques

(Yunna and al. 2020; Murray 2017; Ivashkiv 2013; Van Dyken and Locksley 2013)

Monocytes Macrophage
Non différenciés « MO »

Figure 2 : Polarisation des macrophages

Les macrophages non activés sont au stade « MO ». A partir de ce stade, selon les facteurs auxquels ils sont
exposés, ils peuvent dériver vers un phénotype M1 plutdt pro-inflammatoire, ou un phénotype M2 anti
inflammatoire. Des formes intermédiaires montrant des caractéristiques a la fois de M1 et M2 sont possible, il
existe un spectre de polarisation, et non pas des catégories « fermées ». Les macrophages peuvent alterner entre
M1 et M2 au cours du temps.
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Comme décrits dans la revue de Murray en 2017, les phénotypes M1 et M2 habituellement
présentés sont les extrémes d’un spectre de polarisation dans lequel les macrophages évoluent
selon un phénotype dynamique et peuvent progresser d’un type vers 1’autre (Murray 2017).
Pour I’instant, les marqueurs définis par 1’étude in vitro des macrophages activeés classiqguement
ou alternativement ne semblent pas suffisants pour s’appliquer a la caractérisation des
macrophages M1 ou M2 observeés in vivo. Une étude a montré qu’il y avait peu de signatures
communes entre les macrophages activés classiquement in vitro et les macrophages M1 trouvés
in vivo. Le résultat est le méme pour les macrophages M2 (Orecchioni and al. 2019). Ceci
montre qu’il est difficile de comparer les données et marqueurs entre des études in vivo et in
vitro, et soutiennent 1’idée que des efforts doivent étre déployés pour identifier des marqueurs

qui seraient pertinents pour les différents modéles d’étude.

C. Réle des monocytes et des macrophages pulmonaires

A leur état basal, les macrophages alvéolaires ont un phénotype anti-inflammatoire, pour
éviter des pathologies auto-immunes ou des réactions immunitaires inappropriées qui peuvent
endommager les tissus. Les macrophages produisent des médiateurs comme 1’IL-10, le TGF-p,
les prostaglandines (PGE), qui sont nécessaires au contrdle et a la résolution de I’inflammation
(Bissonnette and al. 2020; Ménard, Turmel, and Bissonnette 2007; Aggarwal and al. 2014;
Watanabe and al., 2019.) .

Néanmoins, en cas de contact avec un signal de danger ou un pathogéne, les macrophages
évoluent vers un phénotype inflammatoire. La stimulation de différents récepteurs, groupés
sous le nom de PRR (Pattern Recognition Receptor) qui comprend notamment les NLR (Nod
like receptors) et les TLR permettent de détecter les invasions pathogenes ou les signaux de
dangers endogenes. Le LPS, présent dans la membrane des bactéries Gram négatif, va activer
les voies de signalisation liées a NF-kB, ou celles liées aux kinases activées par les mitogenes
(MAPK) et engendre alors la production de nombreuses cytokines, chimiokines ou facteurs de
croissance parmi lesquelles on peut trouver I’IL-1p, I'IL-6, le TNF-a, le GM-CSF, la protéine
attractrice des monocytes (MCP-1) aussi appelée chimiokine a motif C-C (CCL)-2, (Guha and
Mackman 2001; Rossol and al. 2011a; Takeuchi and Akira 2010 ; Blackwell and al. 2011) Ces

cytokines libérées permettent I’initiation des réponses immunitaires innees et adaptatives
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(Gordon and Read 2002; Martinez, Garg, and van Drunen Littel-van den Hurk 2019; Liu, Liu,
and Ge 2017; Takeuchi and Akira 2010).

Dans les poumons, les macrophages alveolaires travaillent de concert avec les cellules
endothéliales pour assurer la fonction de barriére immunitaire (Tao and Kobzik 2002; Leiva-
Juarez, Kolls, and Evans 2018; Hussell and Bell 2014). Ce sont les premieres cellules en contact
avec ces pathogeénes, en mesure de les détecter et d’initier une réponse appropriée. Dans des
modeles murins deplétés de leurs macrophages alvéolaires, les infections au virus influenza
sont plus séveres, les fonctions respiratoires et la survie des animaux sont diminuées par rapport

aux contrdles (Schneider, Nobs, Heer, and al. 2014; Purnama and al. 2014).

Cette protection est liée a la capacité de phagocytose des macrophages, qui leur permet de fixer,
internaliser, dégrader et éliminer les microbes qui peuvent envahir les tissus. En plus d’éliminer
les pathogeénes, la phagocytose permet de se débarrasser des cellules apoptotiques, on parle
alors d’efférocytose. La phagocytose ou efférocytose commence par la reconnaissance de la
cible, comme une bacteérie, une levure ou une cellule apoptotique identifiée par la liaison avec
des marqueurs de surface spécifiques de 1’agresseur. La signalisation cellulaire est alors activée
et des changements du cytosquelette permettent des modifications structurales de la membrane
qui va englober la particule détectée pour former une vacuole, le phagosome. Celui-ci va
progressivement maturer, fusionnant avec des vésicules provenant du réticulum endoplasmique
et de I’appareil de Golgi ainsi qu’avec des lysosomes afin de former un phagolysosome. Ces
vésicules aux conditions extrémes, trés acides, vont permettre la dégradation de leur contenu
(Stuart and Ezekowitz 2005; Ortega-Gomez, Perretti, and Soehnlein 2013; Rosales and Uribe-
Querol 2017).

Au cours de la phagocytose, la liaison avec la cible a éliminer stimule la production de cytokines
immunorégulatrices, ce qui permet d’initier la résolution de I’inflammation au fur et a mesure
que les €éléments 1’ayant généré sont éliminés (Ariel and Serhan 2012; Bratton and Henson
2011; Henson and Bratton 2013; Sugimoto and al. 2019; Henson 2017). L’injection de cellules
apoptotiques in vitro permet de déclencher la résolution de I’inflammation dans des cellules
stimulées par du LPS. Dans ces expeériences, I’augmentation de la concentration du TGFp se
fait en parallele de la diminution de libération de cytokines telles que I’'IL-1p, le TNF-a, I’'IL-8
et le GM-CSF (Fadok and al. 1998; Huynh, Fadok, and Henson 2002).
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Apreés la phase inflammatoire, les macrophages participent a la réparation ou régénération des
tissus en produisant des facteurs de croissance qui vont favoriser 1’angiogenése, le remodelage.
La production de métalloprotéases (MMP), de facteur de croissance des fibroblastes (FGF), de
facteur de croissance dérivée des plaquettes (PDGF) sert a la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins (Smigiel and Parks 2017; Rohani et al. 2015; Vannella and Wynn 2017).

Suite a des dégats tissulaires, on peut distinguer deux mécanismes : le premier, la regénération,
correspond a la prolifération de cellules qui vont remplacer le tissu manquant avec les cellules
appropriées. L’autre, la réparation, implique la mise en place de fibrose et de tissu cicatriciel,
ne régénérant pas un tissu identique a I’originel. Les processus de réparation et de régénération
fonctionnent généralement de concert. Au long terme, I’accumulation de fibrose dans les tissus
peut nuire a la fonction de celui-ci (Gurtner and al. 2008; Aurora and Olson 2014; Mescher and
Neff 2005; Oishi and Manabe 2018; 2018; Wynn, Chawla, and Pollard 2013).

Le maintien anormal d’une population de macrophages activés et d’un environnement
inflammatoire peut amener au développement de pathologies comme 1’asthme (Fricker and
Gibson 2017). C’est aussi le cas pour la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO)
et pour I’hypertension pulmonaire (HTP) des pathologies qui vont particuliérement nous

intéresser pour les travaux a venir.
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Figure 3 : Les fonctions des macrophages au niveau pulmonaire

Les macrophages dans leur état basal montrent un phénotype anti-inflammatoire, ou de résolution de
I’inflammation. S’ils sont activés, ils peuvent produire des cytokines pro-inflammatoires pour activer les cellules
voisines, ou des chimiokines pour recruter d’autres populations cellulaires (neutrophiles, monocytes,
lymphocytes). Cette production de cytokines est rétro régulée par la libération de facteurs anti-inflammatoires, en
particulier I’IL-10 et le TGF-B. Aprés la phase inflammatoire, la réparation des tissus est initiée avec différents
facteurs de croissances et protéases. La résolution de I’inflammation passe aussi par 1’élimination des corps
apoptotiques ou des microbes ayant envahi les tissus. En plus de retirer des éléments inflammatoires de
I’environnement, leur phagocytose déclenche la production de facteurs anti-inflammatoires favorisant

progressivement la résolution de 1’inflammation.
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Partie 11 : Les pathologies pulmonaires impliquant les
monocytes et les macrophages

A. Broncho-pneumopathie chronique obstructive
1. Définition

La BPCO est une maladie caractérisée par des symptomes respiratoires persistants et
une limitation des capacités respiratoires dues a des anomalies au niveau alvéolaire. (Mirza and
al. 2018). C’est une maladie progressive qui est souvent associée a une inflammation chronique

des voies respiratoires, des alvéoles et de la microvasculature.

Il a été tenté de définir la BPCO selon I’évolution d’un paramétre respiratoire particulier : la
capacité vitale (CV), le volume d’air maximal qu’une personne peut expirer apres avoir réalisé
une inspiration maximale. On s’intéressera plus particulierement a la CVF (capacité vitale
forcée), la proportion de cette CV que la personne expire dans la premiére seconde de son
expiration. Il est décrit qu’un poumon « sain », la CVF représente plus de 70% de CV (ratio de
0,7). En dessous de cette capacité, on rentre dans la cadre d’une limitation des capacités

respiratoires qui peut étre liée a la BPCO (Barnes and al. 2015).

2. Etiologie

La BPCO est une pathologie largement évitable, du fait que son principal facteur de risque
est le tabagisme. L’absence de consommation de tabac ou la cessation de sa consommation
constitue une bonne protection contre cette pathologie. Il existe néanmoins d’autres facteurs de
risque qui peuvent amener a son développement, tels que la pollution extérieure, le tabagisme
passif, les poussieres organiques et inorganiques ou des agents chimiques (Vogelmeier and al.
2017; Eisner and al. 2010; Paulin and al. 2015). Il semble aussi que des facteurs génétiques
puissent jouer dans 1’apparition de la maladie ; des tendances ethniques et historiques familiaux
ont été déterminés (Ingebrigtsen and al. 2010; McCLOSKEY and al. 2001; Silverman and al.
1998). Ces facteurs genétiques pourraient jouer dans 30% de la susceptibilite a la maladie (Zhou
et al. 2013).
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L’age est aussi un facteur de risque, sans qu’il soit clair si le vieillissement & lui seul est
réellement responsable du développement de la BPCO ou si le cumul des expositions a risque
au cours de la vie en est responsable (Mercado, Ito, and Barnes 2015). Le sexe aussi semblait
potentiellement un facteur de risque important, du fait de 1’atteinte majoritaire des hommes,
mais cette tendance s’estompe dans le temps, sans doute en fonction de la consommation
croissance de tabac chez les femmes, qui vient progressivement s’équilibrer avec celle des
hommes (Landis and al. 2014).

D’une fagon intéressante, il semble que dans les pays en voie de développement, la prévalence
de la BPCO ne corresponde pas a la consommation de tabac comme on 1I’observe dans les pays
développés. Pour les pays en voie de développement, I’exposition aux autres facteurs de risques
semble prendre une place plus importante dans le développement de la maladie, potentiellement
da a la présence importante dans ces pays des énergies basées sur a combustion du charbon, des

matieres végétales ou des déchets animaux (Salvi and Barnes 2009).

Dans I’ensemble, 1’age, le sexe, la condition socio-economique sont des parametres qui influent
sur I’environnement des individus, les exposants plus ou moins a certains facteurs de risque
tout de long de leur vie, et ce dés la naissance (GOLD-REPORT-2021-v1.1-25Nov20).

3. Epidémiologie

La prévalence de la BPCO est importante, puisqu’on considére qu’elle touche environ
11% de la population. En France, la proportion de fumeurs s’éléve a 30%, dont 24% de fumeurs
réguliers (Pasquereau 2020). Une proportion non négligeable des fumeurs sont atteints de la
BPCO. Dans le monde, cette maladie représente plus de 3 millions de décés chaque année (‘The
Top 10 Causes of Death’ 2020; Pauwels et al. 2001).

Les malades peuvent présenter beaucoup de comorbidités, des cancers dont le développement
est aussi lié a la consommation de tabac. Parmi ces cancers on retrouve le cancer du poumon,
mais aussi celui de la vessie, du col de 1’utérus, du colon/rectum, de 1’cesophage, des reins, du
larynx, du foie, de la bouche/gorge, du pancréas, de 1’estomac et les leucémies (Siegel and al.
2015).

En plus des cancers, des comorbidités comme de I’insuffisance cardiaque, des embolies

pulmonaires, du déconditionnement, du diabéte, de I’ostéoporose ou de la dépression sont
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possibles. La plupart des déces dans la BPCO sont en fait a attribuer aux cancers pulmonaires
et aux atteintes cardiovasculaires et pas nécessairement directement a la BPCO (Chatila and al.
2008; Anthonisen and al. 2002)

4. Physiopathologie

Plusieurs paramétres vont étre clés dans le développement de la BPCO, résumés
dans la Figure 4. Tout d’abord, I’inflammation et la fibrose présentes dans les tissus vont étre
responsables du développement d’une bronchiolite obstructive. Ensuite, le remodelage
tissulaire, qui déclenche la destruction des voies aériennes (emphyséme) va réduire la surface
alvéolaire fonctionnelle, diminuer les échanges gazeux et donc I’oxygénation du sang. Enfin,
on observe aussi une hypersécrétion de mucus qui encombre les voies aériennes. Moins
fréquemment, il est possible d’observer des changements structurels avec un épaississement
des artéres pulmonaires di & une prolifération des cellules musculaires lisses qui génére une
vasoconstriction plus importante, un parametre pouvant dans certains cas amener a

I’hypertension pulmonaire (Barnes and al. 2015).

L’inflammation est générée et entretenue par de multiples facteurs qui vont maintenir cet
environnement délétere et va étre responsable des dysfonctions observées. La fumée de
cigarette déclenche une réponse inflammatoire en stimulant les PRR présents en surface les
macrophages, des cellules épithéliales et des cellules dendritiques. Ces PRR vont étre stimulés
soit par des PAMP (Pathogen associated molecular pattern) qui seront directement reconnus
parmi les différents composants de la fumée, soit par des DAMP (Danger associated molecular
pattern) qui auront été libérés suite aux dommages générés a cause de 1’exposition (Opitz and
al. 2010). Des niveaux augmentés de HMGBL1 (high-mobility groupe box 1) et du récepteur qui
va le lier, RAGE (receptor for advanced glycation products) vont étre responsables d’une
production accrue d’IL-1f (Ferhani and al. 2010). Cette cytokine joue un réle important dans
le développement de la maladie. Dans le cas d’une délétion de son récepteur, des souris
exposées a de la fumée de cigarette sont protégées contre la réponse inflammatoire et la
destruction de la matrice extracellulaire qui s’en suit normalement (Churg and al. 2009). Des
concentrations accrues d’adénosine tri phosphate (ATP) extracellulaire dans les lavages

bronchoalvéolaires (LBA) des patients, qui en se fixant sur les récepteurs purinergiques P2 des

28



macrophages, peuvent aussi participer au développement de I’emphyséme par production de

métalloprotéases et d’IL-1p (Cicko and al. 2010; Lommatzsch and al. 2010).

/

Poumon sain
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Alvéole (2)
Cellules musculaires lisses (3)
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Figure 4 : Obstruction des voies respiratoires dans la BPCO (adapté de Barnes and al. 2015)

Représentation de la perte de fonction des voies aériennes dans un poumon malade, due a ['inflammation, la

fibrose, ['emphyseme et ['hypersécrétion de mucus.

L’IL-1P n’est pas la seule cytokine dont la production est changée. Des voies de signalisations
telles que les voies NF-kB et p38 MAPK sont activées chez les macrophages dans la BPCO
(Stefano and al. 2002; Renda and al. 2008). Leur mobilisation peut résulter en la production de
cytokines et chimiokines telles que I’IL-1p, I’IL-6, le TNF-a, la MCP-1/CCL2, I’oncogéne
régulé par la croissance (GRO-a), aussi connu comme la chimiokine a motif C-X-C (CXCL)-
1, IL-8/CXL8, CXCL9, CXCL10 et CXCL11 (Barnes 2008).

Ces chimiokines vont servir & recruter differentes cellules jusqu’au poumon. On sait par
exemple que MCP-1/CCL2 montre une capacité chimiotactique dirigée vers les monocytes
circulants, qui vont donc affluer dans le poumon et se différencier en macrophages afin d’a leur
tour produire une variété de cytokines et chimiokines (Deshmane and al. 2009a). GRO-
a/CXCL1 et I’IL-8/CXCL8 sont deux chimiokines qui vont servir au recrutement des
neutrophiles (Hoffmann and al. 2002; De Filippo and al. 2013). Dans la BPCO, les monocytes
semblent aussi avoir une sensibilité accrue au chimiotactisme de CXCL1, dont le récepteur aux
a motif CXC (CXCR)-2 est plus exprimé chez les patients (S. Traves and al. 2002; S. L. Traves

and al. 2004). Les neutrophiles, trés présents au niveau pulmonaire dans la BPCO, vont
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notamment avoir un role important dans le remodelage pulmonaire, via la production de
protéases comme la MMP-9 et la neutrophile élastase humaine. Ces protéases vont contribuer
a la destruction des tissus environnants, mais sont aussi des stimulateurs de la production de
mucus (Kohri, Ueki, and Nadel 2002; Fahy and Dickey 2010).

Ce remodelage sera aussi médié par les macrophages, qui vont produire plus de
métalloprotéases, notamment les MMP-2, MMP-9 et MMP-12 (Russell and al. 2002).
L’accumulation de protéases au niveau alvéolaire induit une dégradation des fibres d’élastine,

qui contribue au développement de I’emphyseéme.

Les chimiokines CXCL9, CXCL10, CXCL11 sont impliquées dans le recrutement des
populations lymphocytaires via I’interaction avec leur récepteur CXCR3 et peuvent contribuer

au développement de I’emphyséme (Grumelli and al. 2004).

L’exposition a la fumée de cigarette génére aussi un terrain favorable au développement du
stress oxydant, médié par la production d’espéces réactives de I’oxygéne (ERO) par les
macrophages, neutrophiles, cellules épithéliales et endothéliales. Ces ERO vont étre
responsables de la carbonylation de protéines et de lipides qui vont a leur tour étre responsables
de multiples dysfonctions cellulaires qui participent a la progression de la maladie (Kirkham
and Barnes 2013).

On peut noter 1’activation des voies de signalisation NF-xB et p38 MAPK évoquées plus tét,
résultant donc en la production accrue de cytokines, chimiokines et protéases (Barnes and al.
2015). Ces protéines carbonylées peuvent aussi étre reconnues par les lymphocytes déja
recrutés au niveau du poumon et déclencher la production d’auto-anticorps impliqués dans
I’emphyseme (Kirkham and al. 2011).

Aussi, on peut observer la génération de dégats a 1’acide désoxyribonucléique (ADN) comme
des cassures double brin, qui sont difficilement réparées dans la BPCO et peuvent mener plus

tard a d’autres pathologies comme les cancers pulmonaires (Caramori and al. 2011).

Dans les cellules épithéliales, on observe au niveau mitochondrial une fragmentation des
mitochondries accrue, conduisant a une baisse de la productivité en ATP et une sénescence
prématurée des cellules épithéliales (Hara and al. 2013). Des ERO mitochondriaux vont aussi
étre produits, accentuant le stress oxydant. La fumée de cigarette est aussi responsable de
I’autophagie (ou mitophagie) de ces organelles défectueux, résultant en des déficits de

mitochondries déclenchant 1’apoptose des cellules (Mizumura and al. 2014).
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Enfin, les ERO ont été décrites comme un facteur dans le developpement de la résistance aux
corticostéroides, qui sont actuellement une des principales classes de traitement utilisées pour
combattre la BPCO (Barnes 2013).

Toutes ces réponses inflammatoires et oxydantes s’organisent certainement dans une boucle
qui s’auto-entretient, car méme apres avoir cessé 1’exposition a la fumée de cigarette, les
marqueurs de stress persistent (Montuschi and al. 2000). Les mécanismes de résolution de
I’inflammation ne semblent pas opérationnels, comme par exemple I’histone désacétylase
(HDAC), censee réprimer I’expression des génes pro-inflammatoires, et dont I’expression et
I’activité sont diminuées dans les macrophages des patients présentant une BPCO (Ito and al.
2005). De la méme facon, le stress oxydant est censé activer Nrf2 (nuclear erythroid-2 related
factor 2), qui répond par la production d’antioxydants. Dans la BPCO, Nfr2 n’est pas
correctement mobilisé, empéchant un retour a la normale. L’acétylation augmentée des
histones, due a I’expression diminuée de HDAC pourrait étre responsable de la faible
expression de Nrf2 (Mercado and al. 2011).

Ces multiples dysfonctions font que le tissu pulmonaire des fumeurs et des malades est le
théatre d’un vieillissement accéléré (Mercado, Ito, and Barnes 2015; Ito and Barnes 2009). Les
défauts dans la capacité a réparer les dégats accumulés a I’ADN, dans le fonctionnement des
télomérases et d’autres mécanismes censés ralentir le vieillissement sont responsables de
I’accumulation de cellules, organelles et protéines dysfonctionnelles qui constituent aussi un

facteur de risque pour le développement de comorbidités (Paschalaki and al. 2013).

Etrangement, méme si la BPCO comporte une importante composante inflammatoire, la fumée
de cigarette peut aussi avoir des propriétés anti-inflammatoires. Dans la BPCO, les
macrophages alvéolaires montrent une diminution progressive d’expression des génes de
macrophage M1 en faveur des M2 (Shaykhiev and al. 2009). La quantité et la proportion des
macrophages M2 augmentent suite a I’exposition a la fumée de cigarette (Oliveira da Silva and
al. 2017; He et al. 2017). Ces changements vers un profil M2 s’accompagnent d’une
augmentation d’expression des MMP qui jouent un role important dans 1’¢lastolyse et donc
I’emphyseéme. Notre équipe a discuté du fait qu’un extrait de fumée de cigarette (CSE) pouvait
augmenter chez les macrophages I’expression des genes de I’'1L-8/CXCL8 et de MCP-1/CCL2,
mais n’augmentait pas 1’expression de 1’IL-6 ou de GRO-a/CXCL1. En revanche, en présence
de LPS, le CSE va diminuer I’expression d’IL-6 et de GRO-0/CXCL1 induite par le LPS et
accroitre I’expression de 1’IL-8/CXCL8 et de MCP-1/CCL2 (da Silva and al. 2020). Il est
suggeéré que la fumée de cigarette diminue la réponse inflammatoire des macrophages, mais pas
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leur capacité chimiotactique, permettant le maintien de cellules immunitaires comme les

neutrophiles et les monocytes.

On observe chez les malades un déficit de la capacité de phagocytose des macrophages a cause
de I’exposition a la fumée de cigarette (Taylor and al. 2010; Donnelly and Barnes 2012). C’est
aussi un parametre que notre équipe a observé en exposant des macrophages humains in vitro
a de la fumée de cigarette (da Silva and al. 2020). L’incapacité a combattre et éliminer
correctement les pathogénes bactériens et viraux crée un terrain propice a leur prolifération. Par
ailleurs, les capacités d’efférocytose des macrophages sont aussi altérées, empéchant
I’élimination les débris cellulaires et corps apoptotiques qu’ils rencontrent. L’élimination de
ces débris est un paramétre important dans la résolution de 1’inflammation (Mukaro and Hodge
2011) et son dysfonctionnement contribue aussi au maintien d’un environnement

inflammatoire.

Cette baisse de la capacité de phagocytose est responsable de 1’augmentation de fréquence des
infections virales et bactériennes chez ces malades. Ces infections sont d’ailleurs responsables
des épisodes d’exacerbations, qui sont eux aussi plus fréquents et constituent des périodes a

risque pour les patients.
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Figure 5 : Les effets de la fumée de cigarette sur les macrophages
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5. Diagnostic et pronostic

Dans I’optique de poser un diagnostic, un examen physique doit d’abord étre réalisé par
un médecin, complété avec un test spirométrique qui permet de mesurer la CVF et la CV et
déterminer le ratio CVF/CV (GOLD-REPORT-2021-v1.1-25Nov20).

Le diagnostic de la BPCO requiert 3 criteres : une limitation des capacités respiratoires
caractérisée par un ratio CVF/CV inférieur a 0,7 ; des symptdmes appropries tels quel la
dyspnée, des toux chroniques, des expectorations et des sifflements lors de la respiration ; et
I’exposition connue a des stimuli nocifs ou une consommation connue de cigarettes
(Vogelmeier and al. 2017). Une exposition notable a la cigarette est définie comme la
consommation de plus de 10 paquets par an, soit moins d’1 cigarette par jour (Burrows et al.,

1976).

Ces critéres de diagnostic sont cependant discutés par Mirza and al. dans leur rapport sur les
lignes directrices du GOLD (Global Strategy for the Diagnosis, Management, and Prevention
of Chronic Obstructive Lung Disease), publié en 2018. Ils considérent que le parameétre
CVF/CV n’est pas adapté et peut mener a de faux diagnostics. C’est notamment le cas chez les
patients agés de plus de 60 ans, chez qui la capacité respiratoire peut déja étre altérée, et pour
les jeunes patients, qui peuvent paraitre asymptomatiques si on se concentre sur ce parametre
seul, sans évaluation a 1’effort (Mirza and al. 2018; Hansen, Sun, and Wasserman 2007). Des
méthodes utilisant des seuils du ratio CVF/CV adaptés en fonction de la population étudiée ont
été testées mais ne montrent pas encore de meilleure discrimination que le ratio « optimal » de
0,7 (Bhatt and al. 2019).

Aussi, il y est discuté la pertinence de rechercher uniquement 1’aspect « chronique » des
symptomes. Certaines personnes avec une BPCO modérée peuvent arriver a s’adapter et ne
présenter des symptomes qu’a 1’effort, ce qui peut les exclure du diagnostic « classique » (Mirza
and al. 2018). Dans I’ensemble il apparait que le cumul des informations des trois criteres de

diagnostic permet de limiter les diagnostics erronés.

Une fois que la BPCO est confirmée chez le patient, la sévérité de I’atteindre doit étre évaluée.
Une premiére classification existe, basée sur le ratio CVF/CV. Les patients avec un ratio > 0,8
seront dans la catégorie « GOLD 1 », qui regroupe des BPCO légeres ; les ratios entre 0,5 et

0,8 se placent en « GOLD 2 », correspondant aux BPCO modérées ; entre 0,3 et 0,5 se placent
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dans les patients de la catégorie « GOLD 3 » qui correspond aux BPCO séveéres ; en dessous de

0,3 les patient « GOLD 4 » subissent une BPCO trés séveére.

Une autre classification existe, basée sur les symptdmes apparents de la maladie. Elle permet
de placer les patients dans 4 groupes nommeés de A a D ; des formes les plus modérées aux plus
séveres. Cette classification est basée sur 2 échelles, la premiére integre le nombre d’épisodes
d’exacerbations récents. La deuxieme renseigne sur la capacité du patient a effectuer des taches
physiques plus ou moins simples (marcher, courir, faire du sport, s’habiller, se lever...) (Mirza
and al. 2018 ; Agusti and Vogelmeier 2021). Ces classifications servent a définir la stratégie

thérapeutique a adopter vis-a-vis des patients.

6. Traitements et limites

a) Traitements actuels

Dans la prise en charge de la BPCO, le point crucial est la cessation de 1’exposition a
risque, la plupart du temps la consommation de tabac. Des moyens variés existent pour aider
au sevrage des patients vis-a-vis de la nicotine et aident a maintenir une abstinence (The
Tobacco Use and Dependence Clinical Practice Guideline Panel 2000; van der Meer and al.
2003; ‘A Clinical Practice Guideline for Treating Tobacco Use and Dependence: 2008 Update’
2008). A ce jour, les données de la littérature ne permettent pas de démontrer un effet de la
cigarette électronique dans le sevrage qui soit supérieur a ce que peuvent apporter les patchs de
nicotine (Bullen and al. 2013).

L’abstinence permet d’améliorer la qualit¢ de vie, en ralentissant le déclin des fonctions
pulmonaires, diminuer les symptomes et le nombre d’exacerbations. Le risque de mortalité est
diminué chez les patients abstinents (Figure 6) (Bai and al. 2017). En plus de la cessation du
tabagisme, il est recommandé de maintenir une activité sportive réguliere, qui permet aux
patients de sortir des cercles vicieux d’inactivité déléteres a leur état de santé global. 11 est aussi
recommandé de maintenir a jour ses vaccinations contre le virus Influenza et contre les
pneumocoques. Ces vaccins ont montré une efficacité pour diminuer les exacerbations et des
déces des patients (Poole and al. 2006; Aslam and al. 2016; Wongsurakiat and al. 2004; Bonten
and al. 2015)
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Figure 6 : Survie sur 5 ans des patients présentant une BPCO (Adapté de Bai and al. 2017)

Kaplan-Meier de la survie de patients présentant une BPCO, séparés en deux groupes : ayant arrété de fumer

(92 personnes, 40 morts) ou n’ayant pas arrété de fumer (112 personnes, 73 morts)

En plus de ces mesures, des traitements pharmacologiques peuvent étre mis en place. Ces
traitements vont étre définis selon le groupe (A, B, C ou D) dans lequel le patient a été

diagnostiqué.

Les patients du groupe A se verront administrer des bronchodilatateurs. Selon I’efficacité, le

traitement pourra étre maintenu, stoppé ou changé pour une autre classe de bronchodilatateurs.

Les patients du groupe B commencent leur traitement directement avec des bronchodilatateurs
a action longue, soit des LABA (Long Acting Beta Agonist) soit des LAMA (Long Acting
Muscarinic Antagonist). Si le traitement ne se montre pas suffisant, une combinaison LABA +

LAMA peut étre envisagée.

Le groupe C commence la thérapie avec des LAMA, si le traitement est insuffisant et que
d’autres exacerbations se produisent, la combinaison LABA + LAMA peut étre mise en
place. Les LABA peuvent aussi étre combinés aux corticostéroides inhalés (Inhaled

corticosteroids — ICS).

Pour les patients du groupe D, on préferera commencer directement avec la combinaison LABA
+ LAMA, auxquels pourra se rajouter les ICS si le traitement n’est pas assez fort. Le traitement
pourra encore étre modifié en incluant ['utilisation du roflumilast si le ratio CVF/CV est

inférieur & 0,5 ou des macrolides si le patient n’est plus fumeur.(Mirza and al. 2018)
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L’utilisation des LAMA et LABA génere une bronchodilatation vise a libérer les voies
respiratoires en ciblant les récepteurs p2-adrénergiques pour relaxer les bronches et récepteurs

muscariniques pour diminuer leur contraction (Melani 2015)

Les ICS agissent sur ’inflammation en modérant 1’activation de multiples génes pro-
inflammatoires via le recrutement de HDAC, qui empéche I’acétylation des histones et
I’expression de ces genes pro-inflammatoires. Cependant, dans la BPCO, les résistances aux
traitements ICS sont fréquences et leur utilisation a des doses élevées peut générer des effets

indésirables comme des pneumonies (Barnes 2010; 2013).

Les macrolides, comme I’azithromycine, sont des antibiotiques dont I’efficacité a été démontrée
pour diminuer la fréquence des exacerbations en diminuant les chances d’une infection
pulmonaire. Comme pour tout antibiotique, des souches bactériennes résistantes peuvent
apparaitre (Albert and al. 2011). Ceci implique des précautions dans leur utilisation pour éviter

de devoir faire face a des infections ensuite intraitables par antibiotiques.

Le roflumilast est un anti-inflammatoire qui inhibe la phosphodiestérase (PDE) de type 4. Son
utilisation réduit les exacerbations chez les patients montrant des formes séveres de la BPCO
(Wedzicha, Calverley, and Rabe 2016)

Apres les possibilités pharmacologiques, trois types d’interventions chirurgicales sont

envisageables pour améliorer les fonctions respiratoires des patients.

-La chirurgie de réduction du volume pulmonaire a pour but d’augmenter mécaniquement
I’efficacité des muscles respiratoires en retirant certaines parties du poumon afin de réduire
I’hyperinflation. Cette procédure améliore le volume d’expiration et la fréquence des
exacerbations. (Martinez and al. 1997; Criner and al. 1998; Gr and al. 2007).

-La bullectomie a pour objectif de retirer les parties du poumon touchées par I’emphyséme, qui
ne participent plus aux échanges gazeux, cette procédure permet une diminution de la dyspnée
et augmente la tolérance a I’exercice mais est contre-indiquée chez les patients avec de

I’hypertension pulmonaire ou de I’emphyséme sévere (Marchetti and Criner 2015).

-Enfin, la transplantation pulmonaire a pour objectif de remplacer 1’organe touché. Une
transplantation simple ou double est possible. Les doubles greffes apportent de meilleures
améliorations en termes de survie (Thabut and al. 2008). Les possibilités de transplantation sont

limitées par le nombre de donneurs. Les complications possibles comprennent les rejets de
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greffe, les infections opportunistes, les maladies lymphoprolifératives et les bronchiolites

oblitérantes (Theodore and Lewiston 1990).

Enfin, dans la gestion des comorbidités, il est précisé que patients présentant des maladies
cardiovasculaires ne doivent pas voir leur traitement affecté par le diagnostic de la BPCO, par
exemple, I’utilisation des béta bloquants ne doit pas étre interrompue (Dransfield and al. 2008).
Il est important de rappeler que la plupart des déces dans la BPCO sont liés aux cancers
pulmonaires et atteintes cardiovasculaires, la prise en charge de ces maladies est donc

généralement prioritaire vis-a-vis de la BPCO.

b) Perspectives de traitement

La recherche de nouveaux traitements comprend plusieurs aspects, dans un premier
temps, il s’agit d’améliorer les classes thérapeutiques déja existantes, pour une meilleure
efficacité, ou des effets secondaires moins importants. Il faut aussi miser sur I’identification de
nouvelles cibles génétiques ou de mécanismes physiopathologiques impliqués dans la maladie
qui pourraient étre exploités par des traitements.

De nouvelles classes de glucocorticoides, d’agonistes P2-adrénergiques, d’inhibiteurs des

phosphodiestérases et d’inhibiteurs de protéases sont a I’étude.

Parmi les nouvelles classes de traitements envisagées, on retrouve des bronchodilatateurs a
double action muscarinique et p2-adrénergique (MABA), des composes anti-inflammatoires
comme les inhibiteurs de Janus-kinase (JAK), les inhibiteurs de MAPK, les inhibiteurs de
phosphoinostol-3 kinase (PI3K) ou de NF-«xB. Il existe aussi des molécules qui vont agir
directement au niveau des cytokines au lieu de viser leurs voies de signalisation, de méme qu’au
niveau des modificateurs de chimiokines ou de leurs récepteurs. L’intérét des sénolytiques est
aussi a I’étude, vu que les mécanismes de la BPCO peuvent s’apparenter a un vieillissement
accélére du poumon. Les composés pouvant ralentir le vieillissement présentent donc un
potentiel intéressant. En plus des traitements antibiotiques déja en place, les traitements
antiviraux pourraient aussi étre bénéfiques pour les patients, les infections virales étant aussi

responsables des exacerbations. Pour finir, les composés anti-fibrotiques aidant a la
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régenération pulmonaire pourraient permettre de prendre en charge les lésions tissulaires

autrement que par la chirurgie (Lo Bello and al. 2020)

Méme si I’efficacité n’est pas encore démontrée pour toutes ces classes, I’arrivée de nouvelles
options de traitement devrait permettre une approche de plus en plus personnalisée dans la prise
en charge des patients afin de choisir les molécules les plus susceptibles de fonctionner, éviter

les expositions a risque et s’adapter selon 1’évolution des symptomes.

7. Voie de signalisation JAK/STAT comme nouvelle cible thérapeutique ?

a) La voie de signalisation JAK/STAT

La voie de signalisation JAK/STAT fait appel aux interactions entre les 4 membres
possibles de la famille JAK (JAK1, JAK2, JAK3 et Tyk2) et les 7 membres possibles de la
famille STAT (STATL, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b et STAT6) (Schindler,
Levy, and Decker 2007; Murray 2007). Le mécanisme d’activation de cette voie est décrit dans

la Figure 7.

Brievement, les JAK sont associées a différents récepteurs membranaires dont 1’activation
dépend généralement de la liaison avec des cytokines de la famille des interférons ou des
interleukines. En présence de la cytokine, les sous-unités du récepteur portant les protéines JAK
vont se rapprocher, les JAK sont phosphorylées et vont phosphoryler a leur tour le domaine
tyrosine intracellulaire du récepteur, permettant le recrutement et la phosphorylation des
protéines STAT présentes dans le cytoplasme. Ces STAT, une fois activées, vont se dimériser
et rapidement se transloquer au noyau pour se fixer directement a 1°ADN sur les promoteurs de
la transcription et moduler 1’expression des genes cibles selon le type de STAT qui a été
mobilisé (Haan and al. 2006).

La signalisation cellulaire revient a 1’état normal grace a 1’action de phosphatases qui vont
déphosphoryler STAT, mais aussi grace a des séquences d’export nucléaire (NES). Un
rétrocontrole médie par les protéines SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling proteins)
permet de rétablir la signalisation basale en empéchant d’autres activations de STAT. Ceci est
fait en se liant aux récepteurs impliqués pour empécher la transduction du signal (Mustelin,
Vang, and Bottini 2005; Nakahira and al. 2007 ; Alexander and Hilton 2004; McBride and
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Reich 2003). Les effets biologiques qui découlent de I’activation de la voie JAK/STAT
dépendent de la cytokine activant la voie, mobilisant des protéines JAK et STAT différentes.

Liaison de la cytokine et rapprochement Phosphorylation de JAK et du domaine Recrutement et
des récepteurs tyrosine du récepteur phosphorylation de STAT

Cytokine v

Extérieur
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Figure 7 : La voie de signalisation JAK/STAT (adapté de Haan and al. 2006 et de Yan and al. 2018)

Les récepteurs s’agregent apres la liaison avec la cytokine, la protéine JAK est alors autophosphorylée et va
aussi phosphoryler le domaine tyrosine du récepteur, permettant de recruter les protéines STAT, qui vont a leur
tour étre phosphorylées par JAK. Les STAT vont ensuite pouvoir se dimériser et étre importées au noyau pour y
mener leur action de modulation transcriptionnelle en se fixant sur le promoteur de leur géne cible. STAT est
ensuite déphosphorylée, exportée du noyau et retourne a [’état de monomere en attendant la prochaine
activation. Un rétrocontrole de [’activation de la voie de signalisation est effectué par les protéines SOCS par
fixation directement au niveau du complexe JAK-récepteur, empéchant la transduction du signal.

b) Implications de JAK/STAT dans la BPCO

La voie JAK/STAT est mobilisée chez les fumeurs et les patients présentant une BPCO.
Le niveau d’activation dans ces groupes est plus élevé, comparé a un groupe de non-fumeurs
(Yew-Booth and al. 2015). Ce sont STAT1 et STAT3 qui sont activées dans les tissus
pulmonaires de patients BPCO, ou la phosphorylation des STAT est augmentee. Aussi, il a été
noté une augmentation des phosphorylations de STAT2 dans les macrophages des fumeurs, et
une augmentation de STAT3. On sait que I’expression de 1’IL-6 est augmentée chez les patients
BPCO (Eickmeier and al. 2010), et que son activation peut étre régulée par I’activation de
STAT3 (Murray 2007). L’activation de STAT3 est donc en partie responsable de la réponse

inflammatoire observée dans la pathologie. Cette augmentation de I’activation de STAT est &
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attribuer a I’exposition a la fumée de cigarette. Plusieurs études font état de son réle dans

P’activation de cette voie.

Dans une lignée de macrophages murins, I’activation de la voie JAK2/STAT3 par I’exposition
des cellules a la fumée de cigarette a montré une implication dans la polarisation des
macrophages vers un phénotype M2 (Yuan and al. 2014). L’exposition au CSE augmente
I’expression de marqueurs et de cytokines de type M2 et diminue 1’expression des marqueurs
et cytokines M1. Ces changements sont inhibés par I’utilisation d’un inhibiteur de STAT3,

confirmant I’implication de cette voie dans ce processus.

Dans un modele de BPCO chez des rats exposes a du CSE et du LPS, une augmentation de
production de cytokines pro-inflammatoires est mesurée (IL-1p, IL-6, TNF-a), comme une
augmentation du TGF-f alors que I’IL-10 diminue. Une augmentation de la phosphorylation de
JAK1, JAK2, STAT3 et STAS est notée dans les cellules épithéliales des animaux. Il a aussi
¢été observé une diminution d’expression de SOCS1 et SOCS3, censés avoir une action de
rétrocontrole sur le I’IL-6R, qui permet la production des genes dépendants de 1’IL-6 et donc

une réponse inflammatoire.

Toujours dans un modele de souris cette fois, il a été montré que 1’ergostérol inhibe la
production des cytokines pro-inflammatoires dépendantes de 1’activation de la voie
JAK3/STATS et de la voie NF-kB apres une stimulation avec de la fumée de cigarette (Huan
and al. 2017).

Des travaux de notre équipe sur les cellules épithéliales pulmonaires ont aussi montré
I’activation de JAK/STAT par la fumée de cigarette associée au LPS et son inhibition par le
roflumilast, qui empéche la libération de cytokines pro-inflammatoires. Entre autres, la
combinaison du CSE + LPS active STAT2, STAT3, STAT5a, STAT5b et STAT6 et augmente
la production de I’'TL-8/CXCL8, de MCP-1/CCL2 et de GRO-0/CXCLI1. L’utilisation du
roflumilast N-Oxide diminue I’activation des STAT et a partiellement inhibé la libération des
cytokines induites par le CSE et LPS (Victoni and al. 2014).

Dans I’ensemble, les données de la littérature convergent vers I’idée que la voie de signalisation
JAK/STAT joue un réle non négligeable dans les parametres de la BPCO de par son implication
dans les mécanismes de réponse a la fumée de cigarette, qui est le principal facteur de risque de

cette pathologie. Selon les études et les modeéles, les cytokines reliées a 1’activation de
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JAK/STAT varient, montrant que les mécanismes d’activation de cette voie par la fumée de
cigarette doivent encore étre précises. Développer et tester des outils pour cibler spécifiquement
cette voie pourrait contribuer a la recherche de traitements contre la BPCO. C’est dans cette

optique que les travaux présentés plus loin ont été menés.
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A. Hypertension pulmonaire
1. Définition

L’hypertension pulmonaire (HTP) est une maladie rare, mais aux manifestations séveres
qui se caractérise par une augmentation des résistances vasculaires pulmonaires qui engendre
une augmentation de la pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm) au-dela de 20mmHg
au repos. La valeur moyenne d’un individu sain est de 14 + 3.3 mmHg au repos (Simonneau
and al. 2019a). Chez les patients présentant une hypertension artérielle pulmonaire (HTAP), on
note une HTP pré-capillaire <15mmHg et d’une résistance vasculaire pulmonaire > a 3 unités
de Wood., contre 5-12mmHg et 2 unités de Wood chez une personne saine (Hoeper, Bogaard,
and al. 2013).

Ces changements au niveau des artéres pulmonaires se manifestent par différents symptémes,
qui ne sont pas particulierement spécifiques a la maladie, comme un exces de fatigue, une
faiblesse musculaire, une dyspnée, des douleurs thoraciques, des vertiges et possiblement de la
toux. Dans les stades avancés de la maladie, une insuffisance cardiaque droite se développe,

pouvant conduire a terme au déces des patients. (Frost and al. 2019)

2. Etiologie

L’HTP se classifie en 5 groupes, définis selon leur étiologie.

Dans le groupe I, I’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) se trouve la forme la plus sévere
de la maladie. Dans le groupe Il, ’'HTP associée a une cardiopathie est la forme la plus
répandue. Le groupe III rassemble les HTP associées aux maladies pulmonaires et a I’hypoxie.
Le groupe IV comprend les HTP associées aux maladies thromboemboliques. Le groupe V
rassemble les HTP liées a des facteurs incertains (Galié and al. 2015; Simonneau and al. 2019a).

Dans le groupe I, les mutations du géne BMPR2 (Bone morphogenic protein receptor 2)
représentent 75% des HTAP familiales et 15% des HTAP sporadiques. D’autres mutations ont
pu étre mises en evidence avec des fréquences plus faibles (Morrell and al. 2019). L utilisation
de certaines drogues comme 1’aminorex, la fenfluramine la dexfenfluramine ou le benfluorex,

utilisées pour leurs propriétés anorexigénes, est aussi responsable d’HTAP (Simonneau and al.
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2019b; Montani and al. 2012; Savale and al. 2012; 2014). L’HTAP peut étre associée a d’autres
pathologies, comme les maladies du tissu connectif, I’hypertension portale, I’infection par le
virus de I’immunodéficience humaine (VIH), ou la schistosomiase (Galieé and al. 2015;
Simonneau and al. 2019b). D’apreés les chiffres de la cohorte francaise, en 2006, les formes les
plus communes d’HTAP sont ’'HTAP idiopathique (39,2%), ’HTAP liée a une maladie du
tissu connectif (15,3%), ’HTAP liée a des maladies cardiaques congénitales (11,3%), ’HTAP
liée a une hypertension portale (10,4%), %), 'HTAP anorexigene (9,5%), HTAP associée au
VIH (6,2%) et 'HTAP familiale (3,9) et certaines HTAP avec deux facteurs cumulés (4,2%)
(Humbert and al. 2006) .

Dans le groupe 11, la prévalence d’HTP augmente avec la sévérité de la cardiopathie associée.
Dans les formes les plus séveres, jusqu’a 70% de prévalence d’HTP ont pu étre observés chez
les patients (Badesch and al. 2009; Oudiz 2007; Vahanian and al. 2012). En revanche, aucune
signature génétique ne semble associée (Oudiz 2007).

Les patients du groupe Il présentent fréeqguemment des HTP modérées associées a la BPCO,
mais les formes graves sont rares (Seeger and al. 2013; Hurdman and al. 2013). Chez les patients
fumeurs présentant un syndrome emphyseme-fibrose, une autre pathologie liée a la
consommation de tabac, la prévalence d’HTP est accrue (Cottin and al. 2005; Ahmad, Cordier,
and Cottin, 2015). En plus des pathologies associées, on détecte dans ce groupe des
polymorphismes génétiques au niveau du géne du transporteur de la sérotonine (5-HTT)
(Eddahibi and al. 2003).

Au sein du groupe IV, on trouve une prévalence accrue de 'HTP chez les patients montrant
une embolie pulmonaire. Ce critére n’est pas un paramétre suffisant pour déclencher I’HTP,
seulement 1 a 4% des patients ayant un épisode sévere présentent aussi ensuite une HTP (Pengo
and al. 2004).

Pour finir, au vu de la forte hétérogénéité du groupe V, il n’a pas été possible de faire des

rapprochements vis-a-vis de possibles facteurs de risques ou caracteristiques genétiques.
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3.Epidémiologie

La prévalence de I’HTP représente une centaine de cas par million d’habitants. Aux
Etats-Unis, cette pathologie est responsable de 45 & 123 décés sur 1 million (Galié and al. 2015).
I n’y a pas d’étude comparative des prévalences entre les différents groupes d’HTP, mais il est
admis que le groupe Il est le plus fréquemment représenté. L’HT AP, plus rare, mais plus séveére,
montre une prévalence relativement faible, en moyenne 15 cas par million d’habitants, avec
une variation assez importante selon les zones géographiques étudiées. L’incidence varie en 2,5

et 7 cas par an et par million d’habitants (Peacock and al. 2007; Humbert and al. 2006).
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Figure 8 : Distribution des patients avec une HTAP, selon I’Age et le sexe

(Modifié & partir de Humbert and al. 2006)

Comme on peut le voir dans la Figure 8, cette maladie touche principalement les adultes, 90%
des malades ont plus de 30 ans. La médiane d’age se situe autour des 50 ans. Dans I’ensemble,
les femmes sont plus touchées que les hommes (ratio 2:1 en moyenne) (Peacock and al. 2007;
Humbert and al. 2006). Cette différence pourrait étre liée au métabolisme des cestrogenes,

suspectes d’étre impliqués dans la pathogenese de ’HTAP (Docherty and al. 2018).

Des formes pédiatriques d’HTAP existent, elles sont plus rares que les formes « adultes » avec
une prévalence et une incidence de respectivement 4,4 et 0,7 cas / millions d’enfants (Ivy and
al. 2013; 2013).
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4. Physiopathologie
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Figure 9 : Comparaison d’une artére pulmonaire saine et d’une artére pulmonaire dans PHTAP (Modifié
a partir de Zhao, Vanhoutte, and Leung 2015; Humbert and al. 2019)

Schéma d’une artere pulmonaire classique, avec les différents types cellulaires le composant, avec les différentes
strates artérielles : Intima (Violet), Media (Rouge) et Adventice (Jaune). Puis schéma comparatif entre un
endothélium fonctionnel et dysfonctionnel, avec les différentes strates reportées selon le méme code couleur.

L’HTAP se caractérise par 3 principaux types de changement observés au niveau des artéres :
une hyperréactivité des artéres pulmonaires, un remodelage tissulaire progressif et une
inflammation importante au niveau vasculaire (Huertas and al. 2020; Hu and al. 2020; Galié
and al. 2015) Comme décrit dans la Figure 9, une artére pulmonaire peut étre divisée en 3
couches : Intima, média et adventice. Dans I’artére pulmonaire d’un malade de I"'HTAP,
chacune de ces couches va étre affectée, résultant en une artére plus épaisse et moins

fonctionnelle du fait des différentes dysfonctions.

Parmi les paramétres responsables de 1’hyperréactivité artérielle, on note que les flux calciques
sont augmentés. En effet, ’hypoxie présente dans I’HTP peut induire diminution d’expression
des canaux potassiques, ce qui provoque une dépolarisation des cellules musculaires lisses de
I’artére pulmonaire (CMLAP) et la libération de calcium intracellulaire, augmentant la capacité
de contraction des cellules (Sommer et al. 2008;Yuan and al. 1998). D’ailleurs, des mutations
des canaux calciques sont décrites dans les formes familiales de ’'HTP, ce qui indique que le

dysfonctionnement peut aussi avoir d’une origine génétique (Ma and al. 2013).
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Un important déséquilibre entre les facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs est présent
chez les patients. Les niveaux d’endothéline, aux effets vasoconstricteurs, sont plus élevés chez
les patients de I’HTP. Ce niveau a été corréle avec la sévérité de la maladie (Montani and al.
2007; Rubens and al. 2001)

En paralléle, les vasodilatateurs comme la prostacycline sont diminués (Christman and al.
2010). Cela s’explique par une baisse de 1’expression de la prostacycline synthase et de
I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) chez les patients, éléments nécessaires a la
production de la prostacycline (Tuder and al. 1999). Comme la prostacycline a déja démontré
des propriétés anti-inflammatoires chez les macrophages humains, sa diminution d’expression
pourrait contribuer au maintien d’un environnement inflammatoire (Wang, Vu, and Poloso

2017).

Parmi les vasodilatateurs, les niveaux de monoxyde d’azote (NO) sont diminués chez les
patients (Giaid and Saleh 1995). Le niveau de NO régule la quantité de guanosine
monophosphate cyclique (GMPc) disponible. La quantitt de GMPc dépend aussi des
phosphodiestérases qui convertissent le GMPc en GMP, ainsi que des guanylate cyclases qui
forment le GMPc a partir de guanosine triphosphate (GTP) (Lindman and Chakinala 2010;
Zso6fia, Martina, and Andras 2020). Les changements de disponibilité du NO semblent étre
médiés par une dérégulation de I’arginase, libérée par les érythrocytes. L’arginase dégrade

I’arginine, un substrat nécessaire a la synthése du NO (Morris et al. 2005).
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Figure 10 : Changements amenant a la contractilité augmentée des artéres pulmonaires

L’augmentation des quantités de calcium intracellulaire et la production d’endothéline accrue jouent en faveur
de la vasoconstriction accrue alors que les facteurs vasodilatateurs comme la prostacycline ou le monoxyde
d’azote sont diminués, ce qui génére un signal de vasodilatation diminué, qui ne peut pas compenser la

vasoconstriction accrue. En augmentant la contraction des arteres, la pression artérielle pulmonaire augmente.

En plus des signaux régulant le niveau de contraction des CMLAP, les changements observeés
a ce niveau sont aussi a attribuer a une importante muscularisation de ’artére, due a la

prolifération incontrélée de ces cellules.
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Tout d’abord, les mutations et déregulations du gene de BMPR2 semblent jouer un role
important. Dans les poumons des malades, on retrouve des quantités grandement diminuées de
la protéine BMPR2 (Lavoie and al. 2014; Atkinson and al. 2002). Cette perte d’expression peut
notamment étre due a une dérégulation par le TNF-a et est responsable de la prolifération accrue
des CMLAP et des cellules endothéliales de 1’artére pulmonaire (CEAP). Cette prolifération
participe au développement de la pathologie (Long and al. 2015; Hurst and al. 2017).
L’endothéline, qui est surexprimée, va aussi jouer un réle dans la dérégulation de la
signalisation de BMPR2 dans les CMLAP et augmenter leur prolifération (Maruyama and al.
2015). Dans des mod¢les murins d’HTAP d’origine génétique ou d’HTAP induite, 1’injection
de BMP9, un des ligands de cette signalisation, compense 1’absence de BMPR2 et montre un
effet protecteur vis-a-vis du développement de la pathologie chez les animaux (Long and al.
2015; Chen and al. 2017).
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Figure 11 : Epaississement des artéres dans PHTP due & la prolifération cellulaire accrue

Les différentes dérégulations observées dans les modéles 1I’hypertension pulmonaire aboutissent au développement
d’un phénotype hyperprolifératif chez les cellules musculaires lisses, cellules endothéliales et fibroblastes de
I’artére pulmonaire. L’épaississement ainsi généré de l’artére contribue a I’augmentation des résistances

vasculaires et donc a ‘augmentation de la pression artérielle.

Des régulations epigénetiques ont aussi €té mises en évidence. Entre autres, I’hyperméthylation
de la superoxyde dismutase (SOD?2) est responsable d’une diminution de son expression dans
I’HTAP. La diminution de SOD2 résulte en une diminution de production de peroxyde

d’hydrogene, ce qui active un signal d’hypoxie médié par le facteur induit par I’hypoxie (HIF-

47




la). La concentration accrue de HIF-1o augmente la prolifération des CMLAP et active la

vasoconstriction (Bonnet and al. 2006).

Dans les CMLAP, les CEAP et les fibroblastes adventitiels, des changements métaboliques se
produisent. La répression de la phosphorylation oxydative et 1’activation de la glycolyse
favorisent la prolifération cellulaire (Marsboom and al. 2012; Piao and al. 2010; Kim and al.
2006 ; Li et al. 2016; Fijalkowska et al. 2010; Diebold et al. 2015).

Ce phénotype prolifératif et résistant a 1’apoptose est renforcé par une activation de la poly
(ADP-ribose) polymérase-1(PARP-1). Cette enzyme a pour rble de permettre la réparation des
dommages faits a I’ADN et oriente les cellules vers phénotype de « survie » qui empéche leur

entrée en apoptose (Ranchoux and al. 2016; Meloche and al. 2014).

Ce phénotype est attribué a des changements épigénétiques, notamment une augmentation
d’activité de HDAC et I’expression diminuée du microARN124 (miR124). Ce miARN régule
la prolifération et migration des fibroblastes, mais aussi leur production de MCP-1/CCL2, une

chimiokine destinée au recrutement des monocytes (Wang and al. 2014).

Les cellules endothéliales subissent des changements dans I’HTAP. L’augmentation de la
PAPmM génére une pression mécanique qui s’applique sur les cellules endothéliales. Ces cellules
sont normalement capables de s’adapter a ce stress mécanique en se déformant dans le sens du
stress appliqué. En perdant leur forme cubique pour adopter une morphologie plus allongée,
elles permettent normalement de faire baisser la pression intra-artérielle. Dans I’HTAP, les
CEAP isolées des patients et cultivées in vitro ont une capacité d’adaptation plus tardive vis-a-
vis de ce stress, ce qui laisse place a des dégats au niveau cellulaire, mais sans forcément induire
d’apoptose (Szulcek and al. 2016; Abe and al. 2016).

Au niveau de ces cellules endothéliales, le nombre de péricytes est augmenté, ce qui pourrait
étre lié a la production d’IL-6 et FGF-2 par les cellules endothéliales (Ricard and al. 2014).
Leurs fonctions semblent altérées, car les péricytes isolés de ces artéeres montrent une incapacité
a s’associer aux cellules endothéliales in vitro, comme ils devraient le faire (Yuan and al. 2015).
Cette association péricyte-cellule endothéliale sert normalement a fournir un support structural,
mais aussi a la régulation de leur prolifération et migration (Ribatti, Nico, and Crivellato 2011).
Les péricytes sont aussi impliqués dans la réponse inflammatoire, en exprimant des chimiokines
et des molécules d’adhésion pour recruter des leucocytes (Rudziak, Ellis, and Kowalewska
2019).
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Dans les cellules endothéliales de la microvasculature de I’intestin, I’inflammation induit une
transition endothélio-mésenchymateuse (EndoMT) qui contribue a I’installation de la fibrose.
Cette transition est initiée par 1’exposition a I’'IL-1B, au TNF-a et au TGF-p (Rieder and al.
2011). Ce processus d’EndoMT, présent au niveau pulmonaire, contribue au développement de
I’HTAP. Les cellules passant par cette transition EndoMT sous-expriment les marqueurs
vasculaires et surexpriment les marqueurs mesenchymateux. Elles surexpriment le collagéne et
I’actine, ainsi que le TNF-a, I’IL-6 et I’IL-8 en plus d’aider a la transmigration des cellules

immunitaires (Good and al. 2015).

Le recrutement, I’activation et les interactions avec les différentes cellules de I’immunité innée
ou acquise constituent un pan majeur de la pathogenése de I’HTP. Au niveau des poumons de
patients, les monocytes, les macrophages, les mastocytes, les cellules dendritiques et les
lymphocytes sont retrouvés de fagon plus importante au niveau des vaisseaux sanguins (Savai
and al. 2012). Cet afflux de cellules immunitaires genere une réponse inflammatoire

caractérisée par la production de cytokines, chimiokines et facteurs de croissance.

On retrouve par exemple des augmentations de 1’IL-1f, I’IL-2, I’IL-4, I’IL-6, 1’IL-8/CXCLS,
I’IL-10, I’IL-12, le TNF-qa, la CX3CL1, la MCP-1/CCL2 et la CCL5 (Humbert and al. 1995;
Soon and al. 2010; Perros and al. 2007; Sanchez and al. 2007; Dorfmdller and al. 2002). Les
cytokines telles que I’TL-6, I’TL-8, I’TIL-10 et I’IL-12 sont identifiées comme des facteurs de
mauvais pronostic de survie dans la pathologie (Soon and al. 2010). Le criblage des
concentrations de grands panels de cytokines permet d’établir des groupes montrant des courbes

de survie distinctes (Sweatt and al. 2019).

Le role des lymphocytes dans la pathologie n’est pas encore totalement défini. L absence des
lymphocytes dans des rats athymiques est responsable d’une HTAP plus sévére (Tamosiuniene
and al. 2011; Miyata and al. 2000). A I’opposé, le blocage des lymphocytes T avec des
inhibiteurs du leucotriene B4 inhibe 1’inflammation périvasculaire empéche la prolifération, la
migration et la différenciation des fibroblastes adventitiels (Qian and al. 2015). Il semble
néanmoins que les lymphocytes soient capables de produire des auto-anticorps dirigés contre
les CMLAP, CEAP et les fibroblastes adventitiels. Le rble de ces anticorps n’est pas totalement
évalué, mais en leur présence, la contraction des CMLAP est augmentée (Bussone and al. 2012;
Dib and al. 2012; Terrier and al. 2008; Tamby and al. 2005).
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L’IL-6 semble avoir un réle central dans la pathologie, en effet, les animaux déficients en IL6R
ou en IL-6 montrent une protection vis-a-vis de 'HTP induit par hypoxie, empéchant
notamment la prolifération des CMLAP. Aussi, le blocage du récepteur a I’'IL-6 par des
antagonistes réduit ’HTP expérimentale (Tamura and al., 2018; Savale and al. 2009). De méme
pour le ciblage direct de I’IL-6 avec des anticorps bloquants chez la souris, qui diminue le
développement de ’'HTAP induite par hypoxie ainsi que le recrutement des macrophages
(Hashimoto-Kataoka and al. 2015).

La signalisation de BMPR2 impacte aussi les réponses aux stimuli inflammatoires. Dans les
modeles murins hétérozygotes pour BMPR2, les CMLAP produisent des quantités de cytokines
plus importantes, notamment d’IL-6 et IL-8 (Soon and al. 2015). L’expression réduite de
BMPR2 est associée a la production de GM-CSF, qui permet le recrutement de macrophages et
contribue a la progression de I’HTP. Chez les rats, le blocage du GM-CSF par des anticorps

montre un effet préventif dans le développement de la maladie (Sawada and al. 2014).

Les interactions entre les macrophages et les CMLAP dépendent des chimiokines CCL2 et
CCLS5 ainsi que leurs récepteurs CCR2 et CCR5. Le blocage de ces récepteurs diminue la
prolifération et de la migration des CMLAP in vitro et réduit le développement de I’HTP in
vivo (Abid and al. 2019). Le recrutement des macrophages dans les modéles d’HTAP en
condition hypoxique se fait au niveau interstitiel, mais pas au niveau alvéolaire. Les
macrophages alvéolaires déja présents montrent une réponse pro-inflammatoire méme 2
semaines apres leur stimulation. A 1’opposé, les macrophages interstitiels montrent un profil
pro-inflammatoire pendant les premiers jours, avant de basculer sur un phénotype anti-
inflammatoire (Pugliese and al. 2017). Ces macrophages interstitiels, recrutés dans le contexte

de ’HTAP, pourraient étre polarisés vers un phénotype M2.

Les monocytes et macrophages jouent un role primordial dans I’installation de la maladie. Dans
un modéle murin déplété de sa population monocytaire, I’accumulation des myofibroblastes, la
production de collagéne et de fibronectine est réduite. Le remodelage de 1’adventice en est
diminué et I’augmentation de la PAPm est aussi modérée. (Frid and al. 2006; Zaloudikova and
al. 2016).
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Figure 12 : Les cellules immunitaires dans les artéres pulmonaires durant PHTP

Le recrutement de cellules immunitaires, notamment les monocytes macrophages, conduit a la production de
nombreuses cytokines et chimiokines qui vont accroitre le recrutement et [ ‘activation de ces cellules. Ces cytokines
vont aussi participer a la pathogenése en orientant les cellules de [’artére pulmonaire vers un phénotype
hyperprolifératif en favorisant le remodelage médié par les fibroblastes, ou en induisant la transition endothélio-

mésenchymateuse des CEAP.

Les processus d’inflammation et de remodelage sont intimement liés dans I’HTAP. Il y a une
corrélation entre la présence des marqueurs de I’inflammation et le développement du
remodelage périvasculaire de I’artére (Stacher and al. 2012). Le ciblage des voies de
signalisation associées a I’inflammation montre des effets bénéfiques dans les modeles d’HTP,
et particulierement celles liées a I’inflammasome, qui permet les productions d’IL-1f et d’IL-
18 (Voelkel and al. 1994; Kumar and al. 2012; Morisawa and al. 2016). En absence de la
protéine adaptatrice ASC, essentielle a I’activation de I’inflammasome, les souris soumises a
un stress hypoxique montrent une HTP plus modérée, avec des productions de cytokines, des
marqueurs d’hypoxie un remodelage et une muscularisation des artéres moins importants (Cero

and al. 2015).

L’inflammasome joue un rdle dans de multiples types cellulaires. Il est particulierement
exprimé chez les macrophages, mais on en détecte 1’expression chez les CEAP, les CMLAP,
les cellules dendritiques, les neutrophiles, et les plaquettes (Guarda and al. 2011; Xiang and al.
2011; Xia and al. 2014; Hottz and al. 2013; De Nardo and al. 2014).
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Au vu de connaissances actuelles, le développement de I’HTP est le résultat des interactions
entre les cellules structurelles de I’artéere pulmonaire (cellules endothéliales, cellules
musculaires lisses, fibroblastes, myofibroblastes), qui en plus de leurs propres dysfonctions,
vont participer au recrutement et a 1’activation des leucocytes (monocytes, macrophages,
lymphocytes, neutrophiles...). Ces cellules immunitaires infiltrantes vont participer a la
pathogenése en produisant des cytokines, générant un environnement inflammatoire favorable
au remodelage tissulaire. Elles vont donc contribuer au recrutement et a 1’activation de
nouvelles cellules, mais aussi aggraver les dysfonctions présentes au niveau des cellules

structurelles.

5. Diagnostic et pronostic

L’HTP est une maladie de mauvais pronostic, en partie due a des diagnostics souvent
tardifs, apres les premieres manifestations d’insuffisance cardiaque. Différents outils
diagnostiques existent et sont utilisés en complémentarité selon un algorithme défini, qui
permet de confirmer ou non le diagnostic d’HTP et de définir dans quel groupe le patient se
situe (Galié and al. 2015). Parmi ces outils diagnostiques, on trouve 1’électrocardiographie, les
tests sanguins et immunologiques, les tests fonctionnels pulmonaires, la mesure des gaz du
sang, des exercices cardiopulmonaires, 1’échographie transthoracique, la scintigraphie de
ventilation-perfusion pulmonaire et la tomographie du thorax. Ces examens peuvent étre mis
en place suite a I’apparition des symptomes chez une personne sans pathologie associée, mais
aussi sur recommandation médicale, dans un but de dépistage chez les personnes présentant
déja des pathologies comme I’hypertension portale ou des cardiopathies congénitales (Frost and
al. 2019).

Une fois le diagnostic posé, la séverité de la maladie est évaluée selon différents critéres. On
retrouve dans cette évaluation la mesure des parametres hémodynamiques comme la PAP, mais
aussi la mesure de la capacité d’exercice notamment avec la distance de marche a 6 minutes et
la mesure de la VO2max. La dysfonction vasculaire, 1’inflammation, le stress myocardique ou
I’hypoxie sont aussi pris en compte. L’évolution de la maladie et de I’état général du patient va
étre déterminant dans 1’évaluation de la sévérité, selon si les fonctions cardiaques sont stables
ou se détériorent. La survie a 1 an des patients a « faible risque » est supérieure a 95%, tandis

que celle des patients a « haut risque » est inférieure a 90% (Galié and al. 2015).
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La Figure 13 représente la survie stratifiee d’une cohorte de patients HTAP du registre francais
selon la présence ou non de « critéres de faibles risques ». A 5 ans, les patients a faible risque
montrent une survie de plus de 90% alors que les patients a haut risque ont une survie inférieure
a 40% (Boucly and al. 2017).
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Figure 13: Survie jusqu’a 5 ans en fonction du nombre de la gravité de I’atteinte (Adapté de Boucly and al.
2017)

Survie des patients sans greffe évaluée sur 5 ans. Séparée en fonction du nombre de critéres de faibles risques
présentés par les patients (Classe | ou Il de la New York Heart Association ; distance de marche a 6 minutes >
440 metres ; pression auriculaire droite cardiaque < 8mmHg ; index cardiaque >2.5L/min/m2). Critéres ré-
évalués 1 an apreés le diagnostic.
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Figure 14 : Survie des patients dans les différentes cohortes de patient HTAP (Matsubara and Ogawa 2014)

Estimation de la survie des patients présentant une HTAP idiopathique ou héréditaire dans différentes cohortes.
En rouge est représentée la cohorte du NIH, en orange la cohorte du registre francais, en vert la cohorte du
registre REVEAL et en bleu la cohorte du centre médical d’Okayama.
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Comme on peut le voir dans la Figure 14, la survie est variable au sein des cohortes établies
dans différents pays et a différentes époques. La cohorte américaine du NIH montre une survie
globale trés basse, avec une médiane de survie globale & 2,8 ans, et une survie a 5 ans inférieure
430% (D’ Alonzo and al. 1991). A I’opposé, la cohorte japonaise d’Okayama montre une survie
a 5 ans de 96% qui descend a 78% apres 10 ans (Ogawa, Ejiri, and Matsubara 2014).

6. Traitements et limites

a) Traitements actuels

Il n’existe pas de moyen curatif contre 'HTAP. Les traitements ne permettent qu’une
amélioration des symptdmes chez certains patients. Ils ont pour objectif de rétablir un

fonctionnement normal dans plusieurs voies de signalisations liées a la réactivité vasculaire.

Pour décider des traitements, un algorithme permet d’orienter vers les différentes stratégies
thérapeutiques (Figure 15). Dans un premier temps, la vasoréactivité des patients est mesurée
par inhalation de monoxyde d’azote (NO), qui est censé faire baisser la PAPm d’au moins
10mmHg. Les patients répondant a cette procédure seront classés comme « vasoréactifs » et
traités avec des inhibiteurs des canaux calciques. Les patients « non-vasoréactifs » seront alors
pris en charge avec des traitements qui ciblent trois voies différentes(Humbert and al. 2019;
Galie and al. 2019).

-La voie de la prostacycline est stimulée par 1’utilisation des analogues de la prostacycline ou
d’agonistes de son récepteur IP, afin d’augmenter son effet vasodilatateur (Del Pozo, Hernandez

Gonzalez, and Escribano-Subias 2017).

-La voie du NO est réactivée grace a I’utilisation d’inhibiteurs de la phosphodiestérase de type
5 et de stimulateurs de la guanylate cyclase. Cette voie utilise du GMPc (forme active) qui est
formé a partir de GTP par les guanylates cyclases et qui est transformé en GMP (forme inactive)
par les phosphodiestérases. Les différentes drogues utilisées vont donc permettre de maintenir
un niveau de GMPc plus élevé pour augmenter son effet vasodilatateur (Chester, Yacoub, and
Moncada, n.d.; Zs6fia, Martina, and Andras 2020).

-La voie de I’endothéline est en revanche bloquée par I’utilisation d’antagonistes du récepteur
a I’endothéline afin de contrer ses effets vasoconstricteurs (Anthony P. Davenport and al. 2016;
A. P. Davenport and al. 2018).
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Figure 15 : Arbre décisionnel pour les traitements de PTHTAP (adapte de (Galie and al. 2015))

Depuis les 15 derniéres années, aucune nouvelle cible thérapeutique n’a été validée pour les
traitements de I’HTAP, les changements et les progrés observés sont a attribuer aux stratégies
thérapeutiques combinant les différents traitements existants (Lajoie and al. 2016; Lajoie and
al. 2018).

La seule alternative a ces traitements est la transplantation pulmonaire parfois aussi associée a
une transplantation cardiaque. Un échappement thérapeutique est possible, mais la survie post-
greffe n’est pas satisfaisante. La survie a 5 ans est de 70% de pour une greffe de poumons et

61% pour une double transplantation cceur et poumons (Brouckaert and al. 2019).

b) Perspectives de traitement

En vue de dénicher de nouvelles cibles thérapeutiques pouvant étre mises a contribution
dans les traitements de I’HTAP, de nombreux essais cliniques randomisés sont en cours. Des
aspects trés variés de la biologie humaine sont envisagés, avec des approches au niveau

moléculaire, cellulaire, ou systémique.
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Le rétablissement de la signalisation de BMPR2, D’inhibition de 1’action des histones
désacétylases ou de PARP1, des actions sur le métabolisme glucidique et lipidique, I’inhibition
de la synthése des cestrogénes, la compensation du stress hypoxique, 1’inhibition des
mécanismes liés a la sérotonine, les thérapies par cellules souches autologues ou méme la
dénervation pulmonaire sont autant de possibilités envisagées et/ou étudiées (Sitbon and al.
2019). Deux axes qui vont plus particulierement nous intéresser : la régulation de la réponse
immunitaire et inflammatoire, ainsi que I’inhibition de 1’action de facteurs de croissance

impliqués dans la maladie.

Concernant 1’aspect immunitaire, cela passe par 1’utilisation d’anticorps anti-CD20 pour
moduler la population lymphocytaire qui produit des auto-anticorps dans la pathologie. Des
essais cliniques sont en cours, et d’aprées les premiers résultats, leur utilisation améliore la
distance de marche a 6 minutes (Zamanian and al. 2021). Pour ce qui est du réle des facteurs
de croissance, les taux de PDGF augmentés chez les patients HTAP sont traités avec un
inhibiteur du PDGF. Les patients montrent une amélioration de la distance de marche a 6
minutes ainsi qu’une baisse de la résistance vasculaire. Des patients montrent une stabilisation,
voire méme une amélioration apres les traitements. Cependant, ces inhibiteurs provoquent des
effets secondaires graves chez certains patients, ce qui demande une précaution accrue lors de
leur prescription (Hoeper, Barst, and al. 2013). Certains inhibiteurs de tyrosine kinase sont
capables de déclencher ou d’aggraver ’'HTAP (Montani and al. 2012; Guignabert and al. 2016;
Gomberg-Maitland and al. 2010). Ces inhibiteurs restent une piste majeure dans la recherche
de traitement et devront étre utilisés avec une meilleure connaissance des profils des patients

cibles et étre evités chez les patients a risque.

Pour I’instant, les essais cliniques concernant les cellules immunitaires se concentrent sur
I’action des lymphocytes B au niveau pulmonaire, mais d’autres cellules qui pourraient étre
ciblées dans une optique thérapeutique. On a évoque beaucoup de types cellulaires recrutés de
fagon plus importante au niveau pulmonaire chez les malades. Parmi ces cellules se trouvent
les monocytes-macrophages, qui jouent un réle important dans la mise en place et le maintien
de I’'inflammation (Frid and al. 2006; Florentin and al. 2018; El Kasmi and al. 2014). Pour les
facteurs de croissance, d’autres que le PDGF pourraient étre ciblés dans I’HTP. Un de ces
facteurs va particulierement nous interesser ici. Il s’agit du facteur de croissance des nerfs

(NGF), dont I’'implication a déja été démontrée dans des mécanismes d’inflammation, de
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remodelage et d’hyperréactivité artérielle, qui sont particuliérement intéressant dans le contexte

de ’HTP (Freund-Michel and Frossard 2008; Cardouat, Guibert, and Freund-Michel 2020).

7. Le NGF comme nouvelle cible thérapeutique ?

a) Le facteur de croissance des nerfs (NGF)

Le facteur de croissance des nerfs, ou « nerve growth factor » de son nom anglais, a été
découvert dans les années 50 par 1’équipe de Rita-Levi Montalcini (Levi-Montalcini and
Hamburger 1951; Levi-Montalcini and al. 1995). Il appartient a la classe des neurotrophines,
qui comprennent aussi le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF), les neurotrophines-
3 et-4/5 (NT-3 et NT-4/5) (Dechant and Neumann 2002).

Le NGF se présente sous la forme d’un homodimeére de la sous-unité f du NGF. Les isoformes
a et y ont été décrites chez la souris et le rat (Bradshaw and al. 1994; McDonald and Chao
1995). Chaque sous-unité B fait 13.5 kDa pour une protéine totale de 27 kDa. Le NFG est
produit dans un premier temps sous une forme inactive : le pro-NGF, dont le prodomaine est
ensuite clivé pour pouvoir obtenir la version mature de la protéine (Berger and Shooter 1977).
Néanmoins il a été montré que le pro-NGF est aussi présent dans certains tissus et présente une
activité biologique, comme des propriétés pro-apoptotiques. Le NGF peut se fixer a deux
récepteurs différents (Figure 16),

-Le récepteur « Tropomyosine Related Kinase A » (TrkA), qui est spécifique du NGF et le lie
avec une forte affinité de 1’ordre du picomolaire (Sutter and al. 1979).

-Le deuxiéme récepteur du NGF est le récepteur p75 des neurotrophines (p75N™R) avec qui il a

une affinité plus faible, de I’ordre du nanomolaire (Sutter and al. 1979).

Il existe d’autres récepteurs TrkB et TrkC, sur lesquels viennent se lier le BDNF et NT-4/5 ainsi
que la NT-3 respectivement. Toutes les neurotrophines sont toutes capables de se lier au

récepteur p75 NTR,
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Figure 16 : Les neurotrophines, leurs récepteurs et les voies de signalisation impliquées
(Adapté de Norman and McDermott 2017 et de Cardouat, Guibert, and Freund-Michel 2020 )

Chacun des récepteurs du NGF peut activer plusieurs voies de signalisation. Le récepteur TrkA
peut agir sur les voies PI3K, Ras/raf et de la Phospholipase C (PLC)-y. Ces voies sont
impliquées dans des réponses liees a la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire.
Le récepteur p75NTR active la voie des MAPK, impliquée dans les mécanismes d’apoptose dans
les cellules. Paradoxalement, 1’activation de ce récepteur peut aussi mobiliser la voie NF-kB,
qui joue dans les mécanismes de survie cellulaire. (Freund-Michel and Frossard 2008).
L’activation la voie NF-xB chez les monocytes/macrophages est aussi responsable de multiples
réponses inflammatoires (Guha and Mackman 2001; Rossol and al. 2011a). Les récepteurs
peuvent aussi fonctionner de pair. Dans des cellules de thyroide de rat, la stimulation du
récepteur p75NTR entraine une colocalisation et interaction directe avec récepteur TrkA ce qui
permet leur transport au pole basolatéral des cellules (Perrone and al. 2005).

Le NGF a d’abord été mis décrit pour ses effets sur les cellules nerveuses, notamment en
stimulant leur prolifération, leur différenciation et leur survie. Au court de cette these, nous
allons particulierement nous intéresser a son role dans le développement de 1’hypertension

pulmonaire.
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b) Le NGF dans I’hypertension pulmonaire

L’action du NGF a un rdle délétére dans le développement des maladies pulmonaires
inflammatoires comme 1’asthme et I’HTP. En effet le NGF montre une capacité a influer sur
I’inflammation, le remodelage et I’hyperréactivité pulmonaire, qui sont des aspects clés de ces
pathologies (Freund-Michel and Frossard 2008; Freund-Michel and al. 2015; Cardouat,
Guibert, and Freund-Michel 2020).

Les cellules présentes au niveau du tissu pulmonaire sont capables de produire du NGF, mais
aussi d’y répondre. La stimulation de tissus alvéolaires avec de I’IL-1p permet d’induire la
production de NGF. L’augmentation de concentration du NGF est corrélée a une contraction
accrue des bronchioles (Frossard and al. 2005). Parmi les cellules présentes au niveau
alvéolaire, les cellules musculaires lisses, les cellules épithéliales et les fibroblastes sont
capables de produire du NGF en réponse a I’'IL-1 (Olgart and Frossard 2001; Freund and al.
2002; Pons and al. 2001; Fox and al. 2001). Dans une lignée de rats développant spontanément
une hypertension, I’expression des neurotrophines et de leurs récepteurs est corrélée a I’age et
au développement de I’hypertension. Cette augmentation des neurotrophines est
particulierement marquée au niveau pulmonaire, dans les CEAP et des CMLAP (Ricci and al.
2004).

Pour les CMLAP exposées au NGF, la prolifération augmentée, déclenchée par 1’activation des
voies de signalisation Ras/raf et PKC, dépendantes du récepteur TrkA (Freund-Michel,
Bertrand, and Frossard 2006). On note aussi une augmentation de production de MMP-9 qui
pourrait jouer dans le remodelage des voies aériennes (Dagnell and al. 2007). Les fibroblastes,
exposés au NGF voient leur migration augmentée et initient leur différenciation en
myofibroblastes avec un niveau de contraction augmenté (Micera and al. 2001). Ceci suggére

un role potentiel du NGF dans les mécanismes de cicatrisation ou de fibrose.

En plus de son action sur les cellules de 1’endothélium pulmonaire, le NGF cible les cellules
infiltrantes du poumon, comme les monocytes-macrophages, les lymphocytes, les neutrophiles,
les éosinophiles, les mastocytes et les basophiles. Ces cellules possedent les récepteurs du NGF
et y sont sensibles (Labouyrie and al. 1997; Minnone, De Benedetti, and Bracci-Laudiero 2017;
Williams et al. 2015). Il est intéressant de voir que les macrophages sont a la fois capables de

produire du NGF, mais aussi d’en étre la cible.
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En présence d’IL-1p ou de TNF-a, les macrophages synoviaux produisent du NGF (Takano
and al. 2017), comme les monocytes non différenciés stimulés par du LPS (Caroleo and al.
2001). Sur des cellules de la lignée THP-1, le NGF est capable d’induire la production d’TL-1
via la stimulation du récepteur TrkA et activation de la voie de signalisation NF-xB (Datta-
Mitra and al. 2015). Le TNF-a est aussi produit dans des macrophages murins exposés au NGF
(Barouch and al. 2001).

Le NGF est induit par I’'IL-1p et le TNF-o, eux méme induits par le NGF. Miyagi and al
proposent que cette induction réciproque soit responsable de conditions pathologiques comme
des lombalgies discogéniques (Miyagi and al. 2018). En plus de la libération de cytokines pro-
inflammatoires, les macrophages différenciés stimulés par le NGF surexpriment CXCR4, les
rendant plus sensibles a des signaux chimiotactiques (Kobayashi and Mizisin 2001; Samah,
Porcheray, and Gras 2008). Sachant que les monocytes-macrophages, parmi les autres cellules
infiltrantes, sont recrutés au niveau pulmonaire dans I’HTP, ces changements induits par le

NGF pourraient effectivement avoir un réle dans la pathologie.

Dans une étude in vitro sur des macrophages humains, le NGF et le pro-NGF ont affecté
I’expression, de nombreux genes responsables de capacité de phagocytose, de la sécrétion de
facteurs de croissance, de la régulation des flux calciques et de la migration (Williams and al.
2015).

La littérature apporte des données sur les réponses inflammatoires et chimiotactiques des
macrophages exposés au NGF, mais la plupart des travaux se concentrent sur les cellules
différenciées, ne s’intéressant que peu aux changements se produisant dans les monocytes.
Ceux-ci sont pourtant aussi exposés au NGF. 1l serait donc intéressant de chercher a vérifier
comment ces monocytes non différenciés répondent au NGF afin d’avoir une complémentarité

vis-a-vis des données connues sur les macrophages.

Au vu des données de littérature qui s’accumulent, le NGF montre de plus en plus d’intérét dans
le contexte des maladies pulmonaires et son ciblage thérapeutique pourrait bien avoir des effets
bénéfiques chez les malades de ’'HTP. Des anticorps bloquants du NGF sont déja utilisés dans
d’autres applications, notamment pour les traitements des douleurs (par exemple dans le cas
d’ostéoarthrose et de lombalgies) et montrent des résultats prometteurs (Dakin and al. 2019;
Tive and al. 2019). Des essais in vivo chez le rat ont montré que des anticorps bloquants anti-
NGF permettent de réduire significativement I’hyperréactivité artérielle, le remodelage et
I’inflammation (Freund-Michel and al. 2015).
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La disponibilité de ces outils thérapeutiques ainsi qu’un certain recul sur la sécurité de leur
utilisation chez ’homme pourrait faciliter la mise en place de futurs essais cliniques dans le
cadre de ’HTP.
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TRAVAUX REALISES
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CHAPITRE I : Implications de la voie de signalisation
JAK/STAT dans la réponse des macrophages a la fumeée de
cigarette

A. Contexte et objectifs

Le tabagisme et plus précisément I’exposition a la fumée de cigarette est le principal
facteur de risque dans le développement de la BPCO (Mannino and Buist 2007). La fumée de
cigarette déclenche des effets complexes, parfois opposes. Elle est capable d’induire un influx
important de cellules inflammatoires au niveau pulmonaire (Barnes 2016), qui contribuent
ensuite I’inflammation en produisant des cytokines comme 1I’IL-6, I’'IL-8/CXCLS8, la MCP-
1/CCL2 ou le GRO-o/CXCL1, augmentées dans la BPCO (Chung 2001). Paradoxalement, la
fumée de cigarette est aussi capable d’interférer avec la production de certaines de ces cytokines

et donc de jouer un réle dans la suppression de la réponse inflammatoire (Herr and al. 2009).

Dans des travaux précédents, notre équipe a montré que la fumée de cigarette pouvait réduire
la production de I’IL-6 et de GRO-a/CXCL1, tout en augmentant celle de MCP-1 et IL-
8/CXCLS8, nous avons aussi montré que la voie JAK/STAT était impliquée dans les mécanismes

de réponse des cellules épithéliales a la fumée de cigarette (Victoni and al. 2014).

Du fait de I’absence de traitement curatif pour la BPCO et des résistances fréquentes aux
traitements habituels (Barnes 2013), la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques est un
nécessaire pour développer de nouveaux traitements contre la BPCO. JAK/STAT pourrait étre
une voie de signalisation clé dans le développement de la maladie, du fait de son activation
décrite dans différents modeles de BPCO (Yew-Booth and al. 2015; K. Zhao and al. 2020).

L’objectif de cette étude est d’évaluer I’implication de la voie JAK/STAT dans la réponse des
macrophages humains a la fumée de cigarette. Les effets du ruxolitinib (inhibiteur de JAK1 et
JAK?2) et de I’AG490 (inhibiteur spécifique de JAK?2) seront évalués. Nous nous pencherons
sur I’évolution de la production de cytokines comme IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, IL-6 et
GRO-0/CXCL1, mais aussi au niveau de I'impact des traitements sur la capacité phagocytose
des cellules. L’action des deux inhibiteurs sera comparée a la dexaméthasone, notre traitement

anti-inflammatoire de référence.
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Abstract

Background: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a very widespread pulmonary
disease and among the leading causes of mortality worldwide. Its main known risk factor is
cigarette smoke, displaying various and complex effects due to the huge number of different
compounds found in cigarettes. Several cellular pathways can be activated due to cigarette
smoke (CS) exposure, and a better understanding of CS mechanisms of action could help to

lead treatments for the patients.

Objectives: We wanted to assess the importance of the JAK/STAT pathway in the cytokines
released by human monocyte-derived-macrophages (MDMSs) stimulated by cigarette smoke
extract (CSE) and lipopolysaccharides (LPS) and study the effects of two JAK/STAT inhibitors
in MDM-stimulated cells.

Methods: We exposed human MDMs to CSE+LPS with or without two different JAK/STAT
inhibitors, studied the changes in cytokine release by ELISA and measured the uptake capacity
with fluorescent microbeads. JAK/STAT inhibitors were compared to the effects of

dexamethasone.

Results: CSE alone was not able to increase the levels of cytokines, except for IL-8/CLXCS,
but in addition with LPS, the levels of IL-8/CXCL8 and MCP-1/CCL2 were significantly
increased. A diminution of IL-6 and GRO-o/CXCL1 was observed. The use of inhibitors
induced a decrease of the cytokine’s levels induced by LPS and CSE, but ruxolinitib showed a

more temperate effect, not decreasing the GRO-a/CXCLI1 levels.

Conclusions: We highlighted the JAK/STAT pathway as a promising therapeutic target for the
COPD treatment.

Keywords: Cigarette smoke, COPD, Macrophages, Inflammation, Cytokines, JAK/STAT
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List of abbreviations

-BALF: Bronchoalveolar lavage fluid

-CCL2: C-C motif ligand

-CXCL: C-X-C motif ligand

-CD: Cluster of differentiation

-COPD: Chronic obstructive pulmonary disease

-CS: Cigarette smoke

-CSE: Cigarette smoke extract

-DMSO: Dimethyl sulfoxide

-ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay

-GM-CSF: Granulocyte macrophage colony stimulating factor)
-GRO: Growth-regulated oncogene

-IL: Interleukin

-JAK: Janus kinase

-LPS: Lipopolysaccharide

-MCP: Monocyte chemoattractant protein

-MDM: Monocyte-derived macrophages

-MTT: 3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-5.5-diphenyltretrazolium bromide
-PBMC: Peripheral blood mononuclear cell

-RPMI: Roswell Park Memorial Institute

-STAT: Signaling transducer and activator of transcription proteins
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. Introduction

Chronic obstructive pulmonary disease is the 3" most important cause of mortality worldwide®.
It is characterized by long term respiration symptoms, airflow limitation and alveolar
abnormalities that takes place in an inflammatory context 2. Exposition to harmful gas,
pollution, or particles are known to be risk factors for chronic obstructive pulmonary disease
(COPD) and the main identified risk factor is cigarette smoke 3, the estimation is between 80-
90% of COPD that are induced by chronic smoke exposure “. Literature shows that exposure to
cigarette smoke (CS) can increase the influx of inflammatory cells towards the lung that can
worsen the inflammatory process that is already present in COPD °. This recruitment of immune
cells to the lung includes T and B lymphocytes, neutrophils but also monocyte/macrophages,
implying both innate and adaptative response °. These cells can then produce many pro-
inflammatory cytokines or chemokines such as IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, GRO-
o/CXCL1 that, among others, have been shown to have an increased expression in COPD .
Paradoxically, it seems that CS can contribute to locally suppress the innate response, by
interfering with the cytokine release 8.

It was shown that cigarette smoke extract (CSE) can alter many macrophage functions such as
phagocytosis and cytokine’s production. The activation through the Janus kinase (JAK)-2 and
Signaling transducer and activator of transcription proteins (STAT)-3 pathway seem to able to
increase the expression of anti-inflammatory cytokines like IL-10 and to decrease the
expression of IL-12 °. This type of activation can be of great importance, as it is known that
dysregulation of macrophages can play a role in COPD %12, Also, we know that the excessive
oxidative stress produced by CS harms macrophage function and thus impairs the phagocytosis
of bacteria and efferocytosis of apoptotic cells. The impairment in phagocytosis might
contribute to COPD exacerbations . Phagocytosis is not the only macrophage function
affected by CS. in previous works, we showed that CS can suppress the IL-6 and growth-
regulated oncogene (GRO)-a/ C-X-C motif ligand (CXCL)-1 production. It also has an additive
effect for the production of monocyte chemoattractant protein (MCP)-1/C-C motif ligand
(CCL)-2 and IL-8/CXCLS8 induced by LPS on monocyte derived-macrophages (MDM)s
Thus, the pro-inflammatory cytokine and chemokine productions of macrophages can be altered
by CS. We also previously showed that the JAK/STAT pathway was involved in the CSE/LPS

response in an airway epithelial model®®.

COPD is a treatable disease, but without yet a total reversibility and with frequent resistances
to the usual treatments 6. From the data present in the literature, JAK/STAT is one of the
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pathways that might be a key feature in COPD, as it seems to be activated in COPD models
1718 Considering this, targeting the JAK/STAT pathway could help improve the actual
treatments for COPD. The objective of this work was to bring insight to this mechanism by
studying the role of the JAK/STAT pathways in the response of MDMs exposed to the CSE
and LPS combination, focusing on cytokines release and the uptake capacity. We used the
JAK/STAT inhibitors AG490 (specific inhibitor of JAK2) and ruxolitinib (inhibitor or JAK1
and JAK2), on MDMs that were stimulated with CSE and/or LPS and we observed the changes
in cytokine release and uptake capacity. The results were compared to the action of
dexamethasone, a common anti-inflammatory, to see if JAK/STAT inhibitors can be considered

as new treatments for this pathology.

1. Materials and Methods
Cell culture

Primary monocyte-derived macrophages were obtained after selection and differentiation of
cells extracted from human buffy coats donation (French Blood Agency, Etablissement
Francais du Sang, France). The procedure was described previously °. The experiments were
all done in compliance with the French legislation on blood transfusion safety (Act 93-5, from
January 4" 1993) and under approval of the French Blood Agency. All samples are from

subjects that gave their informed and written consent to participate in this research.

Shortly, the peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were harvested from the buffy coat
after centrifugation using Ficoll. The PMBC were then sorted using the human cluster of
differentiation (CD)-14 magnetic microbeads separation kit (Miltenyi Biotec, Germany) and
resuspended in cell culture medium. The medium was constituted of Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 medium (Gibco, Life Technologies, USA), supplemented with 1% of L-
Glutamine (Gibco, Life Technologies, USA), 0.1% Penicillin-Streptomycin (Gibco, Life
Technologies, USA) and 10% fetal bovine serum (Hyclone, fisher scientific, USA). CD14" cells
were placed in 24-well plates at a density of 5.10° cells/well. To obtain MDM, CD14" cells
were incubated with 50ng/ml of granulocyte-monocyte colony stimulating factor (Granulocyte-
macrophage colony stimulation factor (GM-CSF) (R&D Systems, France)) for 7 days with 1/3
of medium renewed at day 3. After the differentiation, the medium was completely replaced
with GM-CSF-free medium during 24 hours, before starting experiments.
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Preparation of CSE

The procedure to prepare CSE was previously described °. Briefly, we aspirated the smoke
from two cigarettes (Marlboro Red, with an average of 13mg of tar, 1mg of nicotine, 10mg of
carbon monoxide) using a peristatic pump, bubbled it into 20ml of culture medium, and then
filtered thought a 0.2uM membrane. pH of the medium was then adjusted to 7 and absorbance
at 326nm was adjusted between 1.5-2.0. This solution was considered as the 100% CSE stock

solution and later diluted to 2%, 4%, 8% and 10% extemporaneously.
Treatments

MDMs from healthy donors were stimulated with CSE (4% to 10%) associate or not with LPS
(0.1pg/ml; from Escherichia coli 055:B5, Sigma-Aldrich) for 24 h. To explore possible
signaling pathways involved MDM cells were also pre-incubated with AG490 (0,5 pM to
25uM, specific inhibitor of JAK2), or Ruxolitinib (0.5uM to 25uM, inhibitor or JAK1 and
JAK?2) or vehicle (Dimethyl sulfoxide (DMSQ) 0.0125 to 0.025%) for 2 h before the addition
of CSE+LPS. Dexamethasone (5uM) was used as an anti-inflammatory drug of reference. All
experiments were performed in serum-free medium, triplicate and repeated at least 2 different
donors. The culture supernatant was then harvested and the cells were left on the culture dish,
conserved at -80°C and thawed immediately prior the protein array or enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA). At the end of the incubation period culture supernatants were
harvested and stored at -80°C until further analysis.

Cell viability assay

The cytotoxicity of the different treatments was assessed using a tetrazolium salt (3-(4.5-
dimethylthiazol-2-yl)-5.5-diphenyltretrazolium bromide) (MTT) cell viability assay. After the
treatments, the culture medium was eliminated and the cells were incubated with 0.5mg/ml of
MTT for 1h at 37°C with 5% of humidified CO,. The medium is then aspirated and replaced
with DMSO (Sigma-Aldrich) to extract the product of the reaction. The absorbance is measured
at 540nm. Viability is presented as a percentage of the absorbance of the control condition
(untreated cells), normalized with the DMSO blank.

Protein and Kinase Arrays

Pathways activation and cytokine release was assessed in a semi-quantitative manner using
protein arrays (Human Proteome Profiler Human Cytokine Array, and Human Phospho-Kinase

Array, R&D Systems, France) following the manufacturer’s recommendations. Cell lysates
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(500 g of total proteins per array) were applied to the phosphoprotein array and supernatant

(500 pl per array) were applied to cytokines release.
Cytokine assays

Concentrations of cytokines (IL-8/CXCL8, GRO-0/CXCL1, IL-6 and MCP-1/CCL2) in the
culture supernatant were measured using commercial ELISA DuoSet kits (R&D Systems,
Minneapolis, USA, France), following manufacturer’s recommendations. The different

dilutions of the supernatants were conducted extemporaneously.
Cell uptake assay

The microsphere uptake assay was proceeded as previously described 2°. After treatments, the
culture medium was aspirated and incubated overnight with medium containing fluorescent
microspheres (yellow-greed carboxylate-modified FluoSpheres 100nm (Molecular Probes,
Eugene, USA)). Culture medium was then discarded and cells were washed with PBS.
Fluorescence was then quantified with POLARstar Omega® (BMG Labtech®). Data were

expressed in mean of fluorescence.
Statistical analysis

The results are presented as the mean * standard error of the mean (SEM) of three. The data
were assessed in a one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Bonferroni’s post-test.
P<0.05 was considered as the threshold for statistical significance. All statistical analyses were
performed with GraphPad Prism software (version 6.0, GraphPad, USA).

I11.  Results
The effects of exposure to CSE on the production of cytokines and pathways activations by
MDMs

It has been reported that CSE was associated with changes in the production of IL-8/CXCL8
by MDMs 2L, However, we would like to investigate whether other cytokines can be altered
after CSE exposure. The global outcome for the exposure of MDM to CSE was assessed with
semi-quantitative protein arrays. CSE reduced the release of most of the cytokines quantified
in this array, compared to the control condition (Figure 1a). We framed four cytokines with
different responses: As expected IL-8/CXCL8 shows a strong increase after CSE, moreover
MCP-1/CCL2 and IL-27 were also induced after exposure to CSE. In contrast, CSE inhibited
IL-6, TNF-a and Gro-a/CXCL1 production in MDMs.
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To analyze which signaling pathways seems involved in CSE-induced chemokine release, the
expression of phosphorylated forms of kinase were analyzed by semi-quantitative protein
arrays. Stimulation of MDM cells with CSE (Figure 1b) is able to activate eleven different

kinases of 28 kinases studied and particularly the STAT family seems to be altered.
*Figure 1 should be placed here*

The effects of exposure to CSE on the production of GRO-a/CXCL1, IL-6, IL-8/CXLC8 and
MCP-1/CCL2 by MDMs

This semi-quantitative observation of cytokines release will go through verification with
techniques such as ELISA. Within the panel of cytokines that appear to be altered by exposure
to cigarette smoke in the protein, we chose 4 cytokines (which play an important role in COPD)
to be analyzed by ELISA. We confirmed that CSE at 4% significantly increased the release of
IL-8/CXCL8 (Figure 2a) but did not significantly changed the release of GRO-0/CXCLI,
MCP-1/CCL2 and IL-6 (Figures 2b, 2c and 2d).

*Figure 2 should be placed here*

To make sure that cytokine decrease was not related to cell mortality in the viability test was
performed. The incubation of MDMs with CSE at 2%, 4% and 8% for 24h did not affect cell
viability. However, the 10% concentration decreased the number of viable cells (data not

shown).
Effects of the CSE-LPS combination on the production of pro-inflammatory cytokines

Exposure to CSE did not appear to affect a large number of cytokines, with the exception of IL-
8/CXCL8. Hence, we sought to establish the impact of exposure to CSE on the immune
response by investigating cytokine release by LPS-stimulated MDMs. We evaluated the effect
of 4% CSE exposure in combination with 0.1ug/ml LPS on the production of the four cytokines
shown previously. In the cells incubated 24h with 4% CSE + 0.1ug/ml LPS, there were a
significantly increased release of IL-8/CXCL8 and MCP-1/CCL2 compared to LPS or CSE
alone. (Figures 3a and 3c). As expected, LPS alone, at a concentration of 0.1ug/ml, increased
the release of IL-6 and GRO-o/CXCL1 by MDM, compared to the control condition. However,
the co-stimulation of cells with 4% CSE and 0.1pg/ml LPS decreased IL-6 and GRO-0/CXCLI1

release compared to LPS alone (Figures 3b and 3d)

*Figure 3 should be placed here
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Effects of JAK/STAT inhibitors and Dexamethasone on the production of CSE-LPS induced
pro-inflammatory cytokines

Finally, we studied the effects of two inhibitors of the JAK / STAT pathway, AG490 which is
a specific inhibitor of the protein JAK2, and Ruxolitinib an inhibitor of JAK1 and JAK2. We
focused on the release of cytokines induced by 4% CSE in combination with LPS 0.1 pg/mL.
Dexamethasone was also used, at 5 uM, as a reference molecule. Neither the vehicle nor any of

the compounds used in this study altered cell viability (data not shown).
*Figure 4 should be placed here*

Treatment with Dexamethasone at 5 uM was able to inhibit the release of IL-8/CXCL8, GRO-
a/CXCL1, MCP-1/CCL2 and IL-6 (Figures 4a, 4b, 4c and 4d). The two inhibitors of the JAK
ISTAT pathway were also able to inhibit the production of different cytokines, regardless of the
concentration used. The AG490 reduced release of the four cytokines (Figures 5a, 5b, 5¢ and
5d), with even stronger reduction at higher concentrations for GRO-a/CXCL1 and IL-6.
Ruxolitinib also reduced cytokine release for 1L-6, IL-8/CXCL8 and MCP-1/CCL2 (Figures
5e, 5g and 5h) but not for GRO-a/CXCL1, were increase of inhibitor concentration even seems

to increase the cytokine release (Figure 5f).
*Figure 5 should be placed here*

The force of inhibition is not the same for every inhibitor, and also varies with every cytokine.
Dexamethasone reduced IL-8/CXCL8 by 65%, GRO-0/CXCL1 by 40%, MCP-1/CCL2 by 90%
and 1L-6 by 55%. AG490 reduced IL-8/CXCL8 by 35-45%, GRO-0/CXCLI1 by 45 to 80%,
MCP-1/CCL2 by 35-55% and IL-6 by 55-80%. Finally, ruxolitinib reduced 1L-8/CXCL8 by
50-55%, did not significantly reduced GRO-o/CXCLI, reduced MCP-1/CCL2 by 80-90% and
IL-6 by 70-75%.

Effects of Dexamethasone and JAK /STAT inhibitors on microsphere uptake by MDMs

To complete the data on cytokine release, we also assessed the ability of MDMs to
capture fluorescence microspheres. It appears that cell exposed to 4% CSE show not significant
difference in the uptake capacity but cells exposed to LPS 0.1ug/ml or the LPS + CSE
combination show a significantly reduced capacity to capture the microspheres compared to the
control condition (Figure 6a). When added to the CSE + LPS treatment, the cell exposed to
Dexamethasone are nearly unable to capture the microspheres (Figure 6b). Both AG490 and
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Ruxolitinib didn’t show more diminution of the uptake capacity compared to the CSE+LPS

condition (Figures 6¢ and 6d).

*Figure 6 should be placed here*

IV.  Discussion

COPD is characterized by persistent respiratory symptoms and airflow limitation from airway,
associated with an inflammatory response. Today’s, goal of medical treatment for COPD is to
reduce exacerbation frequency, improve quality of life, and control symptoms. But no current
treatments reduce disease progression or mortality and have relatively little effect in preventing
exacerbations . Thus, because of the unsatisfying efficiency and the numerous undesirable
effects displayed by the actual treatments, there is therefore an enormous need for the
development of new treatments for COPD. We report here activation of JAK/STAT pathway
in CSE-stimulated MDM cells. Moreover, we reveal a novel dual function of Ruxolitinib (non-
specific inhibitor of JAK/STAT) in modulating inflammation without compromising uptake
capacity of cells, thereby providing a new target for this disease.

We observed very opposed effect when adding CSE to the LPS: Firstly, we noticed a strong
pro-inflammatory response, with the production of chemokines such as IL-8/CXCL8 and MCP-
1/CCL2, respectively responsible of the neutrophils and monocyte chemotaxis. Interestingly,
we also noticed an immunosuppressive effect of CSE added to LPS, with a diminution of the
levels of the pro-inflammatory cytokines IL-6 and GRO-a /CXCL1 when compared to the LPS
alone. A decrease of the phagocytosis capacity was also observed in MDMs, which seems to
confirm that our model can fit what happens in COPD, where pulmonary infection is more

common with reduced phagocytosis capacity 2.

These results fit with the study of Metcalfe et al. 2%, who showed that a medium conditioned
with cigarette smoke associated with an LPS treatment can reduce the inflammatory response
of alveolar macrophages for COPD patients, except for IL-8/CXCLS8, which was increased.
Also, samples of bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of COPD patients already showed
higher 1L-8/CXCLS8 levels %, It is possible that in this context close to COPD exacerbation,
macrophages favor the chemotactic response for neutrophils rather than primary inflammatory
response. We show here an additive effect of CSE and LPS in the production of MCP-1/CCL2
by MDMs. This cytokine is known for its role in monocyte chemotaxis which can then

contribute to the local tissue remodeling. Another author observed the diminution of MCP-
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1/CCL2 production after CSE treatment on THP-1 monocytes 24, but the cells were exposed to
10% of CSE, a concentration we found to be toxic to the cells, which might explain a reduction
of the liberation of some cytokines. In summary, CS could not only help the recruitment of
neutrophils via IL-8/CXCLS8, but also of monocytes via MCP-1/CCL2 and contribute to

increase the inflammation in the lung.

We showed in this work that IL-6 and GRO-0/CXCLI1 production decreased when CSE was
added on LPS-stimulated MDMs. This result is similar to what Gaschler and al. demonstrated,
where 1L-6 was reduced in alveolar macrophages when CSE was added with LPS . This was
done on murine macrophages, and we provide here data generated on human macrophages, a
closer model for COPD. In a previous work, we highlighted for the first time the reduction of
the secretion of GRO-a/CXLC1 with CSE + LPS compared to the LPS alone 4, a result we
found again here. This cytokine displays a chemotactic capacity towards neutrophils. This
decrease goes against the increase previously described for IL-8/CXLC8, also a chemoattractant
for neutrophils. The numerous compounds present in cigarettes can explain the various effects
we observe. Nicotine has been described to have an immunosuppressive capacity on the pro-
inflammatory cytokines signaling 2°. and other compounds could have an impact on many other

signaling pathways, triggering responses that might look opposite.

Another parameter we studied is the uptake capacity of the cells. A reduced phagocytosis
capacity of alveolar macrophages can lead to a less efficient elimination of the pathogens in the
lung, explaining the increased exacerbations in COPD 2. We evaluated the capacity of MDM
to capture fluorescent microspheres after treatment with LPS, with or without CSE. We found
that co-exposition to CSE and LPS caused a reduction in the recapture of the microspheres,
compared to the treatment with LPS alone. This complies to the data of other studies that
showed a reduction of phagocytosis of bacteria in alveolar macrophages exposed to CSE, or
macrophages from COPD patients 2728,

Several pathways can be responsible for cytokine and chemokines regulation in MDMs, one of
which is the JAK/STAT pathway. It was shown that the activation of JAK2/STAT3 pathway
by CSE could lead the macrophages towards an M2 polarization, with production of anti-
inflammatory cytokines °. Also, in a model of COPD rats, higher levels or phosphorylation of
JAK1, JAK2, STAT1, STAT3 and STATS5 were observed, with higher levels of pro-
inflammatory cytokines 2°. In a mice model, another author linked the JAK3/STAT3 and NF-

kB pathway to the progression of COPD, which could be inhibited by the use of Ergosterol .
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In human study, samples from non-smoker, smokers, and COPD patients showed variations in
the activation of STAT1 and STATS3, increased in COPD patients, also non-significantly
increased in the non-COPD smokers L. This reinforce the idea of the implication of JAK/STAT
pathway in COPD and could mean that it is also involved in the response to cigarette smoke.
Finally, Geraghty et al., used a model of STAT3 depleted mice that, when exposed to CS,
showed a higher number of inflammatory cells, increased levels of inflammatory cytokines and
proteases, and increased caspase activity compared to the control mice *2. This, with in addition
to the other studies suggest an important role of STAT3 in the activation/regulation of the
response to cigarette smoke.

In our experiments, we used JAK/STAT inhibitors to assess the role the pathway during
LPS+CSE stimulation on MDMs. Using a specific inhibitor (AG490) and non-specific inhibitor
(Ruxaolitinib), we observed a diminution of the production of IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 and
IL-6 by the MDM s stimulated with LPS and CSE. GRO-oa/CXCL1 was also reduced by AG490,
but (non-significantly) increased by Ruxolitinib. With these results, we demonstrated for the
first time that the inhibition of JAK/STAT signaling triggers an anti-inflammatory response,
tending to restore the basal levels of cytokines, observed in our control conditions. The action
of Ruxolitinib could be slightly different for GRO-a/CXCLI1, as it seems increase the level of
the cytokine when higher concentration of inhibitor is used.

It is well known that the inhaled corticosteroids, with their anti-inflammatory effects, are
commonly used treatments for COPD exacerbation. On the other hand, their use can increase
the risk of infectious diseases, and we often must face resistance to those corticosteroids.
Interestingly, in 2009, Barnes and Adcock had already listed the JAK3/STATS5 pathway among
the different mechanisms of resistance to corticosteroids °. Our use of JAK/STAT inhibitors,
and particularly Ruxolitinib, showed an effective, but more moderate anti-inflammatory action
which might bring a better balance to avoid opportunist infections. This help us think that the
JAK/STAT pathway is indeed a promising therapeutic target for COPD treatments, and could
also bring a complementary solution for the resistances to classical treatments. However, this
promising therapeutic target must still be considered with caution, as they also seem to increase
the risk of opportunistic and viral infections, and their safety in terms of malignancy as not yet
been totally established *.

In summary, our results showed and confirmed the versatility of the effects of cigarette smoke
of monocyte-derived macrophages, with both pro and anti-inflammatory signals, associated to
a strong chemotactic response and a decreased uptake capacity. The JAK/STAT inhibitors we

used were able to partially recover the base level of our cytokines of interest in our cells,
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without changing the phagocytosis capacity making it a possibly relevant alternative to the

actual treatments for COPD.
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Figure 1. The effects of exposure to CSE on the production of cytokines and pathways
activation by MDM. The MDMs were incubated with medium alone (Control) or with 4%
CSE for 30 minutes or 24h. The culture supernatants were collected, and the concentration of
multiple cytokines were measured using a protein array (a). Proteins were extracted from cell
after the 30 minutes incubation with CSE treatments and used in the kinase array to measure
pathways activations (b). The data is expressed in percentage of the control condition.
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Figure 2
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Figure 2. The effects of exposure to CSE on the production of GRO-o/CXCL1, IL-6, IL-
8/CXLC8 and MCP-1/CCL2 by MDMs. The MDMs were incubated with medium alone (Ctl)
or with 4% CSE for 24h. The culture supernatants were collected, and the concentrations of IL-
8/CXCL8, GRO-o/CXCL1, MCP-1/CCL2 and IL-6 were measured using and ELISA (a-d).

The data were assessed in an ANOVA, followed by a Bonferroni post-test. The data correspond

to the mean + SEM of 4 to 10 donors. * p<0.05, compared to the control.
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Figure 3
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Figure 3. Effects of the CSE-LPS combination on the production of pro-inflammatory
cytokines and microsphere uptake by MDMs. The MDMs were incubated with medium
alone (Ctl), 4% CSE, 0.1pg/ml LPS or 4% CSE + 0.1pg/ml LPS for 24h. The culture
supernatants were collected, and the concentrations of IL-8/CXCL8, GRO-a/CXCL1, MCP-
1/CCL2 and IL-6 were measured using an ELISA (a-d). The data were assessed in an ANOVA,
followed by a Bonferroni post-test. The data correspond to the mean £ SEM of 4 to 9 donors. *
p<0.05, compared to the control; a p<0.05 compared to 4% CSE; # p<0.05 compared to
0.1pg/ml LPS
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Figure 4
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Figure 4. Effects of Dexamethasone on the production of CSE-LPS induced pro-
inflammatory cytokines. The MDM were incubated with medium alone (Ctl), 4% CSE
+0.1pg/ml with or without 5uM dexamethasone for 24h. The culture supernatants were
collected, and the concentrations of IL-8/CXCL8, GRO-o/CXCL1, MCP-1/CCL2 and IL-6
were measured using an ELISA. The data were assessed in an ANOVA, followed by a
Bonferroni post-test. The data correspond to the mean + SEM of 8 donors. * p<0.05, compared

to the control.
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Figure 5
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Figure 5. Effects of JAK/STAT inhibitors on the production of pro-inflammatory
cytokines. The MDMs were incubated with medium alone (Ctl), vehicle (0.0125% DMSO),
AG490 (0.5uM, 5uM, 25uM) (a-e) and Ruxolitinib (0.5uM, 5uM, 25uM) (f-j) 2h prior to
stimulation with 4 % CSE + 0.1ug/ml LPS for 24h. The culture supernatants were collected,
and measured using an ELISA. The data correspond to the mean = SEM of 3 donors. * p<0.05

compared to the control; a p <0.05 compared to the 4% CSE + 0.1pg/ml LPS.
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Figure 6
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Figure 6. Effects of JAK/STAT inhibitors and Dexamethasone on microsphere uptake by
MDMs. After 24h of exposure to treatments, the culture medium was renewed with medium
containing fluorescent microspheres (size 100nm) and incubated overnight. After incubation,
the culture medium was discarded and PBS was added to measure of fluorescence. The
fluorescence emitted by microspheres inside cells was analyzed using the POLARstar Omega.
The intrinsic fluorescence of MDMs was measured in the absence of microspheres. The data

correspond to the mean + SEM of 4 donors. * p<0.05, compared to the control.
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Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1. Effects of the CSE concentration on the MDMs viability. The
MDMs were incubated with medium alone (Ctl) or with 2%, 4%, 8% or 10% CSE for 24h. The
viability was assessed by an MTT assay. The data correspond to the mean + SEM of 5 to 7

donors. * p<0.05, compared with the control.
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B. Résumeé des principaux résultats

Nous avons montré que les macrophages humains exposés a un extrait de fumée de cigarette
libérent de I’1L-8/CXCLS8. Si cette exposition est associée a une stimulation par du LPS, la
libération d’IL-8/CXCL8 augmente et est associée a la libération de MCP-1/CCL2. On note
aussi une diminution de libération de 1’IL-6 et du GRO-a/CXCL1 par rapport a la stimulation

avec le LPS seul.

La libération de ces cytokines est réduite par I’utilisation de la dexaméthasone, notre traitement
anti-inflammatoire de référence. L’utilisation d’inhibiteurs de la voie JAK/STAT, I’AG490
(inhibiteur spécifique de JAK2) et le ruxolitinib (inhibiteur de JAK1 et JAK2) a permet de
diminuer la libération de ces cytokines apres le traitement LPS+CSE. Le ruxolitinib montre une

action plus modeérée, n’inhibant pas la libération du GRO-a/CXCL1.

La capacité de phagocytose des macrophages est légérement diminuée aprés 1’exposition au
CSE+LPS et devient quasiment inexistante aprés 1’exposition a la dexaméthasone. En revanche

I’utilisation des deux inhibiteurs de JAK/STAT n’altére pas cette capacité.

C. Discussion

Notre étude se base sur des macrophages humains dérivés de monocytes extraits du sang
de donneurs sains. Ces macrophages ont été exposés a un traitement combinant le CSE avec du
LPS afin d’obtenir un modéle d’étude mimant la BPCO. Ceci nous permet de tester des
inhibiteurs (ici des inhibiteurs de la voie de signalisation JAK/STAT) pour bloquer les effets de

la fumeée de cigarette.

Les macrophages exposés au CSE et au LPS montrent plusieurs réponses. On détecte la
libération d’IL-8/CXCLS8 et de MCP-1, des chimiokines responsables de la chimiotaxie dirigée
respectivement vers les neutrophiles et vers les monocytes (Yoshimura 2015; Deshmane and
al. 2009Db). Cette augmentation correspond aux autres données d’ une autre équipe qui a montré
que I’association d’un traitement LPS avec du CSE induit une augmentation d’expression d’IL-
8/CXCL8 dans les macrophages alvéolaires des patients BPCO (Metcalfe and al. 2014). La
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concentration d’IL8/CXCLS est aussi augmentée dans les lavages bronchoalveolaires de ces
patients (EI-Shimy and al. 2014).

En revanche, nos données sur I’augmentation de la MCP-1/CCL2 vient contredire une étude
sur la lignée de monocytes THP-1, ou cette chimiokine est diminuée ans les cellules exposées
au CSE (Hamon and al. 2018). A noter que cette réponse se produit avec du CSE & 10%, une
concentration plus importante que les 4% que nous avons utilisé. Nos données montrent un effet
toxique du CSE a 10% sur les macrophages, ce qui pourrait expliquer la différence avec les

résultats obtenus par cette équipe.

Dans nos expériences, I’exposition des macrophages au LPS+CSE diminue la production de
I’IL-6 par rapport au LPS seul. C’est aussi le cas dans les macrophages alvéolaires de souris
(Gaschler and al. 2008). Dans les mémes conditions, notre equipe avait déja mis en lumiére la
diminution de production du GRO-a/CXCL1 (da Silva and al. 2020), résultat confirmé ici. Le
traitement LPS+CSE a aussi pour effet de réduire la capacité de phagocytose des macrophages,

une diminution observée dans la BPCO (Papi and al. 2006).

La fumée de cigarette induit des effets variés et méme opposés, dus a la multitude de composés
contenus dans les cigarettes. Parmi ceux-ci, la nicotine est capable de diminuer la signalisation

de plusieurs cytokines pro-inflammatoires (Cui and al. 2013).

Pour cette étude, nous avons choisi de nous concentrer sur I’implication de la voie JAK/STAT
dans la réponse des macrophages a la fumée de cigarette et son réle dans la BPCO. L’activation

de ces voies a déja été décrite dans plusieurs modéles d’études.

Chez des rats traités au CSE+LPS pour établir un modéle de BPCO, les cellules épithéliales
pulmonaires montrent des niveaux de phosphorylation de JAK1, JAK2, STAT1, STAT3 et
STATS plus élevés. Les animaux présentent aussi une augmentation des niveaux de plusieurs
cytokines pro-inflammatoires et une diminution des cytokines anti-inflammatoires (Wang and
al. 2017). Dans un autre modéle, des souris traitées seulement a la fumée de cigarette voient
I’expression de JAK3/STAT3 et NF-kB augmentée dans les tissus pulmonaires, de méme
qu’une augmentation de la libération de cytokines pro-inflammatoires, comme I’'TL-1f, le TNF-
a et I’IL-6. Le traitement des souris avec de 1’ergostérol, une drogue aux propriétés anti-
inflammatoire, permet de modérer ces changements d’une maniére similaire a la

dexaméthasone, utilisée comme référence dans cette étude (Huan and al. 2017).
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Chez I’homme, les voies STAT1 et STAT3 sont activees chez les fumeurs et les patients BPCO
(Yew-Booth and al. 2012). Des souris mutantes STAT3 (n’exprimant pas son isoforme () ont
été exposees 8 jours a de la fumée de cigarette. L’expression des protéases et des cytokines pro-
inflammatoires est diminuée chez les souris STAT3) en comparaison aux souris STAT3(/
(Geraghty and al. 2013). La voie de signalisation JAK/STAT semble donc impliquée dans la
réponse induite par la fumée de cigarette et par extension impliquée dans le développement de
la BPCO.

Nous avons utilis¢ des inhibiteurs de la voie JAK/STAT, 1’AG490 (inhibiteur JAK1) et le
ruxolitinib (inhibiteur JAK1 et JAK2) avant de stimuler des macrophages humains avec du CSE
et LPS. L’action de ces deux inhibiteurs a ét¢ comparée a celle de la dexaméthasone, notre
traitement anti-inflammatoire de référence. Ces inhibiteurs ont réduit la libération de I’IL-
8/CXCLS8, de la MCP-1/CCL2, de I’'lIL-6 et du GRO-a/CXCL1. Chaque inhibiteur a montré
une inhibition plus ou moins importante selon la cytokine observée. Le ruxolitinib,
contrairement aux autres traitements, n’a pas réduit la libération du GRO-0/CXCL1. La
capacité de phagocytose des macrophages, qui était déja diminuée par le traitement LPS+CSE,
est totalement bloquée apres le traitement a la dexaméthasone, mais n’est pas affectée par
I’utilisation des inhibiteurs de JAK/STAT.

L’action plus modérée des inhibiteurs JAK/STAT pourrait étre un atout. En effet, les
traitements actuels ne permettent pas combattre la progression de la maladie ou diminuer la
mortalité et les effets sur les exacerbations ne sont pas assez satisfaisants (Vogelmeier and al.
2017). A cela s’ajoutent les effets secondaires provoqués par I’utilisation de ces traitements.
Les corticostéroides inhalés sont communs pour le traitement des exacerbations dans la BPCO,
mais dans un contexte ou les patients font régulierement face a des infections opportunistes, un
traitement aux propriétés anti-inflammatoires trop importantes peut se montrer délétére (Papi
and al. 2006). L’action du ruxolitinib pourrait s’ intégrer dans un mécanisme anti-inflammatoire
plus modéré permettant un meilleur équilibre entre 1’effet anti-inflammatoire d’un traitement,

et une moindre répression du systeme immunitaire combattant I’ infection.

En 2009, Barnes et Adcock avaient déja listé la voie JAK/STAT (notamment JAK3 et STATD)

dans les mécanismes possibles de la résistance aux traitements corticostéroides (Barnes and

Adcock 2009). Nos résultats confirment I’implication de la voie JAK/STAT dans les

mécanismes de réponse a la fumée de cigarette et nous permettent de suggérer cette voie comme

une possible cible thérapeutique pour les traitements de la BCPO. Néanmoins, 1’utilisation des

inhibiteurs de la voie JAK/STAT reste encore a considérer avec prudence, car les infections
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opportunistes semblent aussi se manifester pendant leur utilisation et leur potentiel cancérogéne

n’a pas encore été totalement défini (Winthrop 2017).

D. Conclusion

Cette étude a permis de confirmer les effets assez paradoxaux de la fumée de cigarette,
qui entraine a la fois des mécanismes pro-inflammatoires, avec une augmentation des signaux
chimiotactiques vers les neutrophiles et les monocytes, mais aussi anti-inflammatoires, en
diminuant ’expression de certaines cytokines et en réduisant la capacité de phagocytose des
cellules. L utilisation d’inhibiteurs de la voie JAK/STAT a permis de modérer les effets de la
fumée de cigarette sur les macrophages, confirmant I’implication de cette voie dans les
mécanismes de réponse a la fumée de cigarette. Contrairement a la dexaméthasone, les
inhibiteurs de la voie JAK/STAT n’ont pas détérioré la capacité de phagocytose des
macrophages. Ces observations nous permettent de suggérer la voie JAK/STAT comme une

cible thérapeutique possible pour les traitements de la BPCO.
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CHAPITRE Il : Effets du NGF et de sa protéine de
transport, la BSA, sur les monocytes humains

A. Contexte et objectifs

Découvert dans les années 50 par Rita-Levi Montalcini et son équipe (Rita Levi-
Montalcini and Hamburger 1951), le NGF a été décrit pour son role dans la survie, la
prolifération et la différenciation des cellules nerveuses (Levi-Montalcini 1987; Levi-
Montalcini and al. 1995). Depuis plusieurs années, le NGF est considéré comme un possible
facteur clé dans le développement de maladies pulmonaires inflammatoires telles 1’asthme ou

I’hypertension pulmonaire (Freund-Michel and Frossard 2008; Freund-Michel and al. 2015).

Les monocytes, recrutés aux poumons de facon plus importante dans des modeles
d’hypertension pulmonaire (Li and al. 2011; Frid and al. 2006) peuvent contribuer a
I’inflammation observée dans la pathologie (Hu and al. 2020). Les monocytes et les
macrophages expriment les récepteurs au NGF (Minnone, De Benedetti, and Bracci-Laudiero
2017), ils peuvent étre la cible d’une activation autocrine ou paracrine. L’exposition des
monocytes THP-1 au NGF induit une augmentation de 1’expression et de la libération d’une
puissante cytokine pro-inflammatoire, I’IL-1p (Datta-Mitra and al. 2015). Peu de données sont
disponibles quant aux effets du NGF sur les monocytes et macrophages humains en culture

primaire et particulierement sur les monocytes non différencieés.

L’objectif de cette étude est d’explorer les effets du NGF sur les monocytes/macrophages a la
recherche de signaux inflammatoires, chimiotactiques, ou de remodelage. Ceci pourrait aider a
comprendre la contribution du NGF dans le développement de pathologies comme I’HTP. Nous
pourrons évaluer son action directe sur les monocytes/macrophages, mais aussi indirecte sur les
cellules musculaires lisses, les cellules endothéliales ou les fibroblastes via des cytokines ou

des facteurs de croissance libérés par les monocytes et macrophages.
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B. Résultats

1. Le potentiel de différenciation du NGF sur les monocytes humains

a) Différences de réponse au NGF entre monocytes et macrophages

A Monocytes Macrophages
GM-CSF (CSF2) GM-CSF (CSF2)
Serpin E1 (PAI-l, PAI-1, Nexin ) Serpin E1 (PAI-l, PAI-1, Nexin )
TNF-alpha (TNFSF1A) TNF-alpha (TNFSF1A)
Chitinase 3-like 1 (CHI3L1, YKL-40) Chitinase 3-like 1 (CHI3L1, YKL-40)
MIP-1a/MIP-1b (CCL3/CCL4) : MIP-1a/MIP-1b (CCL3/CCL4)
MIP-3alpha (CCL20, Exodus-1, LARC) MIP-3alpha (CCL20, Exodus-1, LARC)
Osteopontin (OPN) : Osteopontin (OPN)
IL-8 (CXCL8) IL-8 (CXCL8)
MMP-9 (CLG4B, Gelatinase B) MMP-9 (CLG4B, Gelatinase B)
uPAR (PLAUR) uPAR (PLAUR)
RANTES (CCL5)A RANTES (CCL5)
TIM-3 (HAVCR2 TIM-3 (HAVCR2
IL-6-19 IL-6

Emmprin (CD147, Basigin)-
GROalpha (CXCL1, MSGA-alpha)-g

IL-1ra (IL-1F3)
ENA-78 (CXCL5)L

Emmprin (CD147, Basigin)
GROalpha (CXCL1, MSGA-alpha)
IL-1ra (IL-1F3)

ENA-78 (CXCL5)
GDF-15 (MIC-1) GDF-15 (MIC-1)
SHBG (ABP) SHBG (ABP)
Apoliprotein A-l (ApoA1) Apoliprotein A-l (ApoA1)
RBP4 RBP-4 :
Myeloperoxidase Myeloperoxidase
Relaxin-2 (RLN2, RLXH2) Relaxin-2 (RLN2, RLXH2) E EELF
Adiponectin (Acrp30) Adiponectin (Acrp30) :
Kallikrein 3 (PSA, KLK3) Kallikrein 3 (PSA, KLK3) :
IL-2 IL-2
0 50 100 150 [ 50 100 150 200

Expression de la protéine (% arbitraire) Expression de la protéine (% arbitraire)

Figure 17 : Criblage des cytokines produites par les monocytes et les macrophages humains en réponse au
NGF

Evaluation des expressions relatives des cytokines par puce a protéines dans le surnageant des monocytes aprés
24h d’exposition au NGF a 100ng/ml, ou dans le surnageant des macrophages apres 7 jours de différenciation
par le GM-CSF & 50ng/ml, suivi de 24h d’exposition au NGF a 100ng/ml. Les 20 protéines (sur 105) avec les
expressions les plus importantes sont montreées ici (tri effectué selon les valeurs des macrophages). Les données
sont présentées sous la forme de la moyenne du duplicata technique des échantillons provenant d’'un donneur
sain.

Afin d’ouvrir des pistes de recherche, un criblage par puce a protéine a été effectué. Des
monocytes, différenciés ou non en macrophages ont été exposés au NGF (100ng/ml) pendant
24h, les surnageants ont été collectés et les cytokines produites analysées semi-quantitativement

graces aux puces a protéines. De nombreuses cytokines sont induites, parmi lesquelles des
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cytokines pro-inflammatoires, des chimiokines, des protéines jouant sur le remodelage
tissulaire et des facteurs de croissance. Les monocytes (Fig. 17A) produisent des cytokines en
quantité moins importante que les macrophages (Fig. 17B). Le niveau de la condition contrdle
des monocytes est souvent trés faible, voire indétectable et observe des augmentations relatives
importantes avec le traitement NGF. Les macrophages au contraire, ont des niveaux de base
élevés et détectables pour toutes les cytokines, mais 1’augmentation relative avec le traitement

NGF est moins importante.

b) Différenciation via I’exposition au NGF

A- CTL négatif: Non traité B- CTL positif: GM-CSF 50ng/ml

¥ P2
¢ A

D- NGF 10ng/ml E- NGF 100ng/ml

Figure 18 : Différenciation des monocytes exposés au NGF sur une longue durée

Photographies au microscope optique a contraste de phase de monocytes/macrophages apres 7 jours de culture
dans différents milieux de différenciation. Condition « contrle négatif» non traitée (A), condition
« controle positif » exposée au GM-CSF & 50ng/ml (B), et conditions « test » exposées au NGF a 1, 10 ou 100ng/ml
(C-E).

I a été tenté d’exposer les cellules pendant 1 semaine & du NGF au lieu du GM-CSF
utilisé habituellement pour voir évaluer le potentiel de différenciation du NGF sur les
monocytes. La condition non traitée (Fig. 18A), ne se différencie que tres peu. Apres 7 jours la
majorité des cellules sont mortes et ont été décollées par les lavages et changements de milieu.
Les cellules restantes ont pour la plupart gardé le phénotype des monocytes non différenciés,
petits avec des contours irréguliers. La condition de différenciation « classique », exposée au
GM-CSF (Fig. 18B) montre des cellules bien attachées, avec leur forme caractéristique « d’ceuf
au plat ». Les monocytes exposés au NGF a 1ng/ml (Fig. 18C) semblent montrer une meilleure

survie que les monocytes CTL, présentes dans le puits en plus grand nombre. Une partie des
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cellules prend I’apparence des cellules différenciées, mais on retrouve aussi des phénotypes tres
effilés, quasi fibroblastiques et certains monocytes gardent la forme des cellules non
différenciées apreés 7 jours. Les cellules traitées avec 10ng/ml de NGF (Fig. 18D) montrent une
apparence tres similaire a la condition GM-CSF, les cellules sont nombreuses, bien attachées
au support, avec cette méme forme trés arrondie. Les cellules traitées avec le NGF a 100ng/ml
(Fig. 18E) montrent un phénotype similaire au traitement avec 1ng/ml, mais plus de cellules

semblent décollées du support.
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c) Expression du marqueur de différenciation macrophagique CD68 dans les
différentes conditions de différenciation

125;

100

90:

257

% d'expression de CD68

J+7: NGF (ng/ml)

Figure 19 : Expression du marqueur CD68 apres 7 jours de différenciation

Evaluation de I'expression relative du marqueur membranaire CDG68 a la surface des cellules, mesurée par
cytométrie en flux. Mesure effectuée sur les cellules qui ont été fixées et marquées apres les 7 jours de
différenciation avec différents traitements : conditions non-traitées (Monocytes), condition contréle positif
(Macrophages) exposée au GM-CSF a 50ng/m), et conditions « test » exposées au NGF a 1, 10 ou 100ng/ml.

Apres les traitements de différenciation, les cellules ont été décollées, fixées et marquées
par des anticorps anti-CD68, un des marqueurs de différenciation des macrophages humains.
Le niveau d’expression en surface de ce marqueur a été évalué par cytométrie en flux (Fig. 19).
Les monocytes avant différenciation (J+0) ont un niveau tres faible d’expression de CD68, par
rapport aux macrophages différenciés (GM-CSF a J+7). Les « monocytes » & J+7 montrent une
plus grande expression de CD68 qu’a J+0, de I’ordre de 35% de ’expression des macrophages
différenciés. Les monocytes traités au NGF montrent aussi une expression accrue de CD68,
particulierement pour les cellules traitées avec 1ng/ml et 10ng/ml de NGF. Dans ces conditions,
I’expression de CD68 avoisine les 75-80% du niveau des cellules differenciées. En revanche,

les cellules traitées avec 100ng/ml de NGF montrent un niveau de CD68 de moins de 25%.
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d) Comparaison des profils de réponse GM-CSF, LPS et NGF

A

IL-8 (CXCLB)
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Figure 20 : Criblage des cytokines produites par les monocytes en réponse a un stimulus inflammatoire ou
a un facteur de différenciation

Evaluation des expressions des cytokines par puce a protéines dans le surnageant des monocytes aprés 24h
d’exposition au NGF a 100ng/ml, au LPS a 100ng/ml, ou au GM-CSF a 50ng/ml. Les 20 protéines (sur 105) avec
les concentrations les plus importantes sont montrées ici (tri effectué selon les valeurs de la condition traitée au
LPS). Les données sont presentées sous la forme de la moyenne du duplicata technique des échantillons provenant
d’un donneur sain.

Pour évaluer si le NGF induit un signal de différenciation ou un signal inflammatoire,
un nouveau criblage a été effectué. Les monocytes non différenciés ont été traités 24h avec du
NGF, du LPS du GM-CSF. Les réponses ont ensuite été comparées 2 a 2 : LPS vs. NGF (Fig.
20A) et GM-CSF vs. NGF (Fig. 20B). Il apparait que les réponses au NGF et au LPS sont trés
similaires ; la quasi-totalité des cytokines montrent moins de 5-10% d’écart entre les niveaux
induits par les deux traitements. En revanche, la comparaison entre les réponses au NGF et au
GM-CSF donne des profils trés différents.
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2. Inflammation, chimiotactisme et remodelage des monocytes exposes au NGF

a) L’action du NGF sur I’expression et la production de cytokines pro-
inflammatoires.
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Figure 21 : Réponse des monocytes humains a différentes concentrations de NGF sur les expressions de
génes et la libération de cytokines pro-inflammatoires

Evaluation de [’expression relative des génes par méthode RT-QPCR sur les ARNm de monocytes humains aprés
extraction et rétrotranscription. ARNm extraits aprés 6h de traitement avec le NGF & Ong/ml (CTL), 10ng/ml,
30ng/ml et 100ng/ml. Quantification pour I'IL-1 (A), IL-6 (C) et TNF-a (D). Données normalisées selon le niveau
d’expression du géne de ménage GAPDH. Dosage des cytokines par méthode ELISA dans le surnageant de culture
des monocytes aprés 24h de traitement avec le NGF a Ong/ml (CTL), 10ng/ml, 30ng/ml et 100ng/ml. Dosage de
I’IL-1p (B), IL-6 (D) et TNF-a (F). Données présentées sous la forme de la moyenne +/- écart-type pour 3 & 7
donneurs sains. *correspond a p<0,05 ; ** correspond a p<0,01 comparé a la condition CTL.

Nous nous sommes concentrés sur des expositions courtes des monocytes au NGF. Ici,
des expériences en concentration-réponse ont éte effectuées sur les monocytes. Les
changements d’expression de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-1p, I’'TL-6 et le TNF-
a ont été observés par RT-gPCR (réaction de polymérase en chaine quantitative en temps réel)
(Fig. 21A, 21C et 21E) et ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) (Fig. 21B, 21D et
21F). Pour I’IL-1p et I’IL-6, la concentration de NGF a 100ng/ml déclenche une augmentation
significative de I’expression de la cytokine. Cette augmentation est détectée au niveau genique

et protéique. Pour le TNF-a, cette augmentation est significative seulement au niveau protéique.
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b) L’action du NGF sur la balance MMP/TIMP

A RT-qPCR B ELISA
5 5. p=0.08__ 10000
I an: 4 £ 8000 ikl
- E =
MMP-9 55, 2 o0
L9 o
T2 2 d 4000
3R = *
g9 1 = 2000
2
0 o
cTL 10 30 100 cTL 10 30 100
C NGF (ng/mL) D NGF (ng/mL)
c 3 5000
.g E - *k
TiMP-1 £ £
Lo 23000
R =
s o 2000
ag 1 =
g E 1000
2
0 0
cTL 10 30 100 ciL 10 30 100
NGF (ng/mL) NGF (ng/mL)
E TIMP-2 F TIMP-3 c Gis,  TIMP-4
§¢g 19 § wE
22 B2 e
g @ % a< 10
RT-gPCR =< 10 ge 4 88 *
o O *%k o o T T
R T2 s%E
3E 05 SE 2 g% 05
g gs ¢
Se £® 2L
= 0.0 = 0 = 0.0
ToeTe 10 30 100 CTL 10 30 100 cTL 10 30 100
NGF (ng/mL) NGF (ng/mL) NGF (ng/mL)

Figure 22 : Réponse des monocytes humains a différentes concentrations de NGF sur la balance
MMP/TIMP au niveau génique et protéique

Evaluation de [’expression relative des génes par méthode RT-QPCR sur les ARNm de monocytes humains aprés
extraction et rétrotranscription. ARNm extraits aprées 6h de traitement avec le NGF a Ong/ml (CTL), 10ng/ml,
30ng/ml et 100ng/ml. Quantification pour MMP-9 (A), TIMP-1(C), TIMP-2 (E), TIMP-3 (F) et TIMP-4 (G).
Données normalisées selon le niveau d’expression du géne de ménage GAPDH Dosage des cytokines par méthode
ELISA dans le surnageant de culture des monocytes apres 24h de traitement avec le NGF a Ong/ml (CTL), 10ng/ml,
30ng/ml et 100ng/ml. Dosage de MMP-9(B) et TIMP-1 (D). Données présentées sous la forme de la moyenne +/-
écart-type pour 3 & 7 donneurs sains. *correspond a p<0,05 ; ** correspond & p<0,01 comparé a la condition

CTL

Le declenchement d’une réponse inflammatoire peut étre associé ou suivi de
changements liés au remodelage tissulaire. Un intérét a donc été porté aux modifications
d’expression de MMP et & leurs inhibiteurs tissulaires (TIMP) apres 1’exposition au NGF. Le
NGF a 100ng/ml induit une augmentation d’expression des ARNm de MMP-9, sans atteindre
le seuil de significativité (Fig. 22A). En revanche, la concentration de MMP-9 dans les
surnageants de culture est significativement augmentée (Fig. 22B). Les expressions de TIMP-
1 et TIMP-3 ne sont pas significativement modifiées par le NGF (Fig. 22C et 22F). On détecte
une diminution significative des expressions de TIMP-2 et TIMP-4 en sa présence (Fig. 22E et
22G). La concentration de TIMP-1 dans les surnageants de culture est significativement

augmentée en presence du NGF a 100ng/ml (Fig. 22D).

101



¢) Cinétique de production des cytokines
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Figure 23 : Cinétique de libération des cytokines par les monocytes humains pendant I’exposition au NGF
Dosage des cytokines par méthode ELISA dans le surnageant de culture des monocytes apres 12h, 16h, 20h et 24h
de traitement avec le NGF 100ng/ml. Dosage de /’I1L-15 (A), IL-6 (B), TNF-a (C) et MMP-9 (D).

Données présentées sous la forme de la moyenne +/- écart-type pour 4 donneurs sains.

Des cinétiques ont été mises en place pour repérer le temps ou la réponse au NGF est la
plus importante. Les cellules ont été traitées avec le NGF a 100ng/ml, les surnageants ont été
récoltés entre 12h et 24h et analysés par technique ELISA pour quantifier I'IL-1f (Fig. 23A),
I’IL-6 (Fig. 23B), le TNF-a (Fig. 23C) et la MMP-9 (Fig. 23D). Pour les cellules « CTL »,
aucune cytokine n’est détectée, sauf de tres 1égers niveaux de MMP-9. Pour les cellules traitées
au NGF, la faible taille d’échantillons ne permet pas de ressortir des données significatives. Les
tendances observées montrent un « pic » de concentration a 16h pour la majorité des cytokines,
avec un niveau qui diminue 1égérement a 24h pour I’IL-6 et le TNF-a. La concentration de

MMP-9 suit une évolution différente et augmente progressivement entre 12h et 24h.
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d) Chimiokines libérées apres 1’exposition au NGF
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Figure 24 : Chimiokines libérées par les monocytes humains exposés au NGF

Evaluation de [’expression relative des génes par méthode RT-qPCR sur les ARNm de monocytes humains aprés
extraction et rétrotranscription. ARNm extraits apres 6h de traitement avec le NGF a Ong/ml (CTL) et 100ng/ml
(NGF). Quantification pour MCP-1 (A), CXCL5(B), IL-8 (C). Données normalisées selon le niveau d’expression
du géne de ménage GAPDH. Dosage de cytokines par méthode ELISA dans le surnageant de culture des monocytes
aprés 24h de traitement avec le NGF a Ong/ml (CTL) et 100ng/ml (NGF). Dosage I’IL-8 (D). Données présentées
sous la forme de la moyenne +/- écart-type pour 3 & 7 donneurs sains. *correspond a p<0,05 ; ** correspond a
p<0,01 comparé a la condition CTL.

Dans le criblage effectué par puce a protéine, plusieurs chimiokines semblaient induites
par le NGF. Le niveau d’expression des ARNm de ces chimiokines a été quantifié par RT-
gPCR pour vérifier les données semi-quantitatives des puces a protéines. L’expression de
plusieurs chimiokines est effectivement augmentée. C’est le cas de la MCP-1/CCL2 (Fig. 24A),
de ENA/CXCLS5 (Fig. 24B) et de I’IL-8/CXCL8 (Fig. 24C) significativement augmentés par
le NGF a 100ng/ml. L’augmentation de 1I’'IL-8 a aussi été confirmée par ELISA dans les

surnageants de culture (Fig. 24D).
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e) Blocage des effets du NGF par ciblage du NGF, de TrkA ou de p75 NTR
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Figure 25: Blocage du NGF ou de ses récepteurs avec des anticorps et inhibiteurs

Evaluation de de la viabilité cellulaire des monocytes humains par méthode MTT (A) aprés 24h de traitement avec
le NGF a 100ng/ml avec ou sans inhibiteur a 30nM, 100nM ou 300nM. Contréle de l'effet du véhicule avec le
DMSO. Evaluation de 1'évolution de la concentration en IL-6 (B) par méthode ELISA dans le surnageant de
culture des monocytes aprés 24h de traitement avec les inhibiteurs, dans mes mémes conditions. Les surnageants
ont été prélevés avant de procéder au test MTT présenté. Dosage de I’IL-1f (C), IL-8 (D) et MMP-9 (E) dans les
surnageants de culture apres exposition des cellules pendant 24h au NGF a 100ng/ml avec ou sans inhibiteur
k252a (100nM), anticorps anti-p75NTR (10pg/ml) ou anticorps anti-NGF (10pg/ml). Données présentées sous la
forme de la moyenne +/- écart-type pour 1 & 4 donneurs sains. *correspond a p<0,05 ; ** correspond a p<0,01
comparé a la condition CTL.

Pour apporter des précisions sur les récepteurs et voies de signalisation en jeu dans la
réponse des monocytes exposés au NGF, nous avons tenté d’utiliser un inhibiteur du récepteur
TrkA, le k252a. Son utilisation a différentes concentrations a légerement augmenté la viabilité
des monocytes exposés (Fig. 25A) et n’as pas permis de bloquer la réponse induite par le NGF.
Contrairement a 1’effet recherché, 1’inhibiteur induit méme une augmentation de la libération
de I’'TL-6 comparé a la condition traitée au NGF seul (Fig. 25B). Les anticorps bloquants dirigés
contre le récepteur p75 NTR et contre le NGF ont aussi été utilisés. La réponse des monocytes
au NGF n’a pas non plus été diminuée. De la méme fagon qu’avec le k252a, la production de
cytokines est augmentée pour 1’’IL-1p (Fig. 25C), I’'IL-8 (Fig. 25D) et la MMP-9 (Fig. 25E).
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f) Changements d’expression des récepteurs TrkA et p75 NTR
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Figure 26 : L’expression du NGF et de ses récepteurs chez les monocytes exposés au NGF

Evaluation de ’expression relative des genes par méthode RT-qPCR (A) sur les ARNm de monocytes humains
apres extraction et rétrotranscription. ARNm extraits apres 6h de traitement avec le NGF & Ong/ml et 100ng/ml.
Quantification pour le NGF, le récepteur TrkA et pour le récepteur p75N™R. Données normalisées selon le niveau
d’expression du géne de ménage GAPDH. Données présentées sous la forme de la moyenne +/- écart-type pour 4
donneurs sains. Evaluation par technique de Western-Blot (B) du niveau d’expression et de phosphorylation des
récepteusr TrkA (Tyr490) et p75N™R de monocytes humains aprés 5 minutes d’exposition au NGF, avec ou sans
préexposition au k252 pendant 1h. Quantité de protéines chargées contrélée par [’expression de la p-Actine.
Densitométrie effectuée sur la membrane pour évaluation semi-quantitative du signal mesuré. Données présentées
pour les échantillons provenant d’un donneur sain.

La difficulté a bloguer la réponse induite par le NGF nous a poussé a verifier si ses
récepteurs étaient bien exprimeés chez les monocytes humains. Apres une exposition au NGF a
100ng/ml, I’expression du NGF est augmentée (Fig. 26A). L’expression du récepteur TrkA ne
semble pas varier et celle de p75N™R s’approche d’une augmentation significative. Les protéines
des récepteurs sont détectables en Western-Blot (Fig. 26B et 26C), mais a des niveaux
relativement faibles. Le récepteur p75 NTR est quasiment indétectable. La phosphorylation du
récepteur TrkA est observée, mais ne semble pas varier en présence du NGF, ni de I’inhibiteur

k252a, censé bloquer sa phosphorylation.
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g) La réponse liée a la protéine de transport : Albumine du Sérum Bovin
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Figure 27 : Blocage du NGF ou de ses récepteurs avec des anticorps et inhibiteurs, test de toutes les
conditions contrdles

Dosage de MMP-9 dans les surnageants de culture de monocytes humains aprés I’exposition au NGF a 100ng/ml
avec ou sans inhibiteur k252a (100nM), ou anticorps (10pg/ml) ou BSA (1pg/ml). Dosage de I’IL-1f3 (B) et MMP-
9 (C) dans les surnageants de culture apres exposition des cellules pendant 24h a des BSA de différents
fournisseurs (Millipore/eurobio/Research Organics/Roche) a 1ug/ml ou 10ug/ml Données présentées sous la
forme de la moyenne +/- écart-type pour 1 a 4 donneurs sains. *correspond a p<0,05 ; ** correspond a p<0,01
comparé a la condition CTL.

Les expériences de blocage du NGF ont été reitérées avec un maximum de conditions
contréle. Un dosage de MMP-9 dans le surnageant a été effectué pour suivre les conditions
capables de stimuler les cellules, avec ou sans NGF (Fig. 27A). 1l apparait que les anticorps et
inhibiteurs, utilisés seuls, sont capables d’induire une augmentation de la libération de MMP-
9. Une des conditions contrdle est particulierement importante ici, la condition traitée avec
I’albumine de sérum bovin (BSA). La BSA est la protéine de transport présente dans la solution
stock de NGF. Dans cette condition, une quantité équivalente de BSA a éteé injectée dans le
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milieu de culture sans le NGF. Cette condition montre une capacité a induire une augmentation
de MMP-9 du méme ordre de grandeur, si ce n’est plus importante que la condition NGF. Nous
avons Vérifié que le probleme ne venait pas d’un lot isolé ou du fournisseur. Quatres références
de BSA ont éte testées, montrant toutes une capacité a augmenter la libération d’IL-1p (Fig.

27B). Deux de ces quatre références augmentent aussi la libération de MMP-9 (Fig. 27C).

Ce résultat qui remet en question la fiabilité des données préliminaires présentées, a été
exploré plus précisément et decrit dans le manuscrit qui suit. Ce travail sera soumis

prochainement dans le journal « Clinical and Experimental Pharmacology and Physiology ».
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Abstract

The nerve growth factor (NGF) has been previously shown to be involved in cellular
proliferation, differentiation, survival or wound healing. The present study investigated the pro-
inflammatory and remodeling effects of NGF and its carrier protein, the bovine serum albumin
(BSA), on human blood monocytes. These cells were obtained from blood of healthy donors
and treated with NGF at various concentrations. This treatment induced an increased expression
of pro-inflammatory, chemotactic and remodeling genes: interleukin (IL)-1B, IL-6, tumor
necrosis factor (TNF)-a and IL-8/C-X-C motif ligand (CXCL)8 and also increased the protein
levels of IL-8/CXCL8 and MMP-9 in the cell supernatants measured by ELISA. We then
evidenced that a part of this response was induced by BSA, that could even induce a response
if used alone without NGF, but with a weaker response. More precisely, it is likely the
impurities contained in the “low grade” BSA used in our experiments that induced this
response, as it completely vanished after using a high-purity BSA in the same conditions. In
addition, with the high purity BSA, NGF did not display anymore the previously observed
response. This suggest that NGF is able to enhance monocyte inflammatory responses once
cells are stimulated with another signal but is not able to directly activate it. This work
highlights the importance to find suitable vehicles and set up the right control conditions for
treatments in research and can be helpful for anyone using BSA in cell culture.

Keywords: Bovine Serum Albumin, Inflammation, Monocytes, Nerve Growth Factor,
Vehicle Control
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List of abbreviations

-BSA: Bovine serum albumin

-CCL.: C-C motif ligand

-CD: Cluster of differentiation

-CXCL: C-X-C motif ligand

-DMSO: Dimethyl sulfoxide

-DNA: Deoxyribonucleic acid

-EDTA: Ethylene diamine tetra acetic acid
-ELISA: Enzyme linked immunosorbent assay
-FBS: Fetal Bovine Serum

-IL: Interleukin

-LPS: Lipopolysaccharide

-MAPK: Mitogen-activated protein kinases
-MCP: Monocyte chemoattractant protein
-MMP: Matrix metalloproteinase

-NF-kB: Nuclear factor-kappa B

-NGF: Nerve Growth Factor

-p75NTR: p75 neurotrophin receptor

-PBS: Phosphate buffered saline

-RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium
-RT-gPCR: Real-time quantitative polymerase chained reaction
-TIMP: Tissue inhibitor of metalloproteinase
-TLR: Toll-like receptor

-TNF: Tumor necrosis factor

-TrkA: Tropomyosin-related kinase A
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Introduction

The nerve growth factor (NGF) is a protein constituted of two homodimers of 13.5kDa that can
bind two different receptors, the Tropomyosin-related kinase A (TrkA) and the p75
neurotrophin receptor (p75N™R), respectively with high (picomolar) and low (nanomolar)
affinity binding (Levi-Montalcini and Hamburger 1951; Sutter et al. 1979). NGF was first
described for its action on differentiation, survival and proliferation of neural cells (Levi-
Montalcini 1987; Levi-Montalcini et al. 1995). NGF was also linked to chronic pain,
inflammation and wound healing (Norman and McDermott 2017; Caroleo et al. 2001; Schenck
and al. 2017). Since the past years, it is also considered as a possible key factor in pulmonary
inflammatory diseases such as asthma or pulmonary hypertension (Freund-Michel and al. 2015;
Freund-Michel and Frossard 2008).

Circulating cells can play an important role in pulmonary inflammatory diseases and contribute
to the progression of the pathology (Li and al. 2011; Frid and al. 2006; Florentin and al. 2018).
In addition, since most of these cells express NGF receptors (Minnone, De Benedetti, and
Bracci-Laudiero 2017), they may be able to respond to the circulating NGF and/or to the NGF
produced locally by other cells. It was already shown that THP-1 monocytes can respond to
NGF by increasing the liberation of interleukin (IL)-1p, a potent pro-inflammatory cytokine
(Datta-Mitra and al. 2015), but few data are available regarding the effects of NGF on

undifferentiated human monocytes.

In order to bring more insight on the human monocyte response to NGF, we evaluated the
expression of IL-1B, IL-6 and tumor necrosis factor (TNF)-a, since the secretion of these
cytokines is known to be frequently involved in pro-inflammatory responses (Rossol and al.
2011b; Guha and Mackman 2001; Chanput and al. 2010). We previously found that the
chemokines IL-8/C-X-C motif ligand (CXCL)8 and monocyte chemoattractant protein (MCP)-
1/C-C motif ligand (CCL)-2 are important factors in the inflammatory response of monocyte-
derived macrophages (da Silva and al. 2020), the expression of these chemokines was also
investigated. Finally, monocytes and macrophages often take part in tissue remodeling by
regulating the matrix metalloproteinase (MMP)/ tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP)
balance, that can play a crucial role in the development of pathological conditions (Khokha,
Murthy, and Weiss 2013; Duda et al. 2020; Lagente and al. 2005). In particular, since MMP-9
and TIMP-1 expressed by inflammatory cells can play a major role in pulmonary inflammation
and remodeling (Lagente and al. 2005; Corbel and al. 2002), NGF-induced alterations of MMP-
9 and TIMP-1 expression in human blood-extracted monocytes have also been investigated.
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When used in vitro, NGF is required to be associated with a carrier protein that helps to maintain
its stability in the cell culture media. Classically, the carrier used is the bovine serum albumin
(BSA), a 66.5kDa protein extracted from cow plasma that is widely used for different
applications in cellular and molecular biology. In our experiments, we will assess the
importance of BSA and its purity, in the response of blood extracted monocytes treated with
NGF in order to find in vitro results on inflammation, chemotaxis and remodeling, that might
be relevant to in vivo physiological and/or pathophysiological conditions.

Methods
Materials

Bovine Serum albumin “Probumin” was purchased from Millipore (82-045-1), (Merck,
Darmstadt, Germany); endotoxin low and fatty acid low Bovine Serum Albumin was purchased
from Sigma, (Merck, Darmstadt, Germany); “DuoSet” Enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) kits and human recombinant Nerve Growth factor were supplied by R&D systems
(Biotechne, Minneapolis, USA); CD14 magnetic microbeads kit was supplied by Miltenyi
Biotec (Bergish, Germany); ethylene diamine tetra acetic acid (EDTA) was purchased as “0.5M
pH 8.0 Ultrapure EDTA” from Invitrogen (Waltham, USA); Phosphate buffered saline (PBS),
RPMI 1640 medium, L-Glutamine and Penicillin-Streptomycin were purchased from Gibco
(Life Technologies, USA); Fetal Bovine Serum (FBS) “Hyclone” came from Fischer scientific
(USA); Ficoll centrifugation tubes are from eurobio scientific (France); RT-PCR kit “High-
capacity cDNA Achieve Kit”, the “Power SYBR Green PCR MasterMix”, the thermocycler
“QuantStudio™ 7 Flex System” bought from Applied Biosystems (USA)

Cell culture

Human monocytes were harvested from blood sample of healthy donors. The buffy coats
donations were obtained from the French Blood Agency (Etablissement Francais du Sang,
Rennes, France). All experiments were conducted in compliance with the French legislation on
blood transfusion safety (Act 93-5, January 4™, 1993). All samples are from donors that gave

their informed and written agreement to participate in a research project.

Briefly, the buffy coat was diluted 1:1 in PBS with 2mM of EDTA and centrifuged using Ficoll

to separate the peripheral blood mononuclear cells (PBMC). PBMC were then washed several
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times with PBS-EDTA and sorted using the CD14 magnetic microbeads separation Kit to target
the CD14+ monocytes. These isolated cells were then resuspended the culture medium (RPMI
1640 supplemented with 2% of FBS, 1% of L-Glutamine and 0.1% of Penicillin/Streptomycin),

and seeded at 1.5x10° cells/ml in 6-well plates.

Treatments

As recommended by the manufacturer, NGF was reconstituted in PBS with 0.1% BSA. Two
NGF stock solutions were prepared at 100ug/ml, reconstituted in PBS with either “low-grade
purity” BSA (NGF-BSA) or “high-grade purity” BSA (NGF-BSA.p). Cells were then incubated
in the absence or presence of NGF-BSA or NGF-BSA.y, at a final NGF concentration of either
10 or 100ng/ml, for 6h to perform mRNA quantification assays, or for 24h to perform protein
quantification assays. In parallel, as controls, two PBS-BSA solutions were also prepared
without NGF (PBS-BSA or PBS-BSA,p) to treat monocytes with a similar amount of BSA that
the one found in the NGF treatments (10ng/ml of NGF contained 0.1pg/ml of BSA and
100ng/ml of NGF contained 1ug/ml of BSA).

MRNA guantification assays

Total mMRNA was extracted from cells using the NucleoSpin RNA extraction kit (Macherey-
Nagel, Duren, Germany), following manufacturer recommendations and quantified using a
Nanodrop™ Spectrophotometer (Nyxor Biotech, Paris, France). 300ng were used to proceed a
retro-transcription. 5ng of cDNA of each sample were then used to proceed RT-gPCR
quantification, using the SYBR-Green method. The mRNA levels were evaluated using the 2¢
ddCT) formula, and were normalized using glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) as a housekeeping gene.

Protein quantification assays

Levels of IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-8, MMP-9 and TIMP-1 in the cell culture supernatants were
quantified using ELISA assays, following the manufacturer’s protocol and using the

“POLARSstar Omega” plate reader (BMG Labtech, Ortenberg, Germany).
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Statistical analysis

The data are presented as the mean * standard deviation (SD) of N =3 or 4 independent
experiments. The data were assessed in a non-parametric one-way ANOVA followed by a Dunn
post-hoc test. The significance threshold was set at the p-value of 0.05. All statistical analyses
were conducted with the GraphPad Prism software (v8.0, GraphPad, USA).

Results

Effects of NGF and BSA on various gene expression in human monocytes

The primary focus of the study was to assess the inflammatory and remodeling response of the
human monocytes after NGF exposure. For that, monocytes were exposed during 6 hours to
NGF at two different concentrations (10 or 100ng/ml), initiallyaafp using a low-grade purity
BSA as protein carrier (NGF-BSA solution). Treatment with NGF-BSA (100ng/ml of NGF)
significantly increased the mRNA levels of IL-1B, IL-6, TNF-a, and IL-8/CXCLS8 (Fig 1a, 1b,
1c, and 1d). Increased expression was also observed for MCP-1/CCL2, MMP-9 and TIMP-1
(Fig 1e, 1f and 1g), but without reaching statistical significance. Treatment with NGF10-BSA
(10ng/ml of NGF) showed no significant changes (Fig 1).

To verify the specificity of the monocyte response to NGF, monocytes were treated with the
vehicle used in the previous NGF treatment (PBS-BSA solution) and results were compared to
control untreated cells. PBS-BSA at 0.1ug/ml of BSA did not induce any significant effect. By
contrast PBS-BSA at 1 pg/ml of BSA was able by itself to significantly increase MMP-9 mRNA
expression (Fig 1f). IL-1B, IL-6 TNF-qa, IL-8/CXLC8, MCP-1/CCL2, and TIMP-1 mRNA
expression also tended to increase, although without reaching statistical significance (Fig 1a,
1b, 1c, 1d, 1e and 1g). However, except for MMP-9 gene expression, the increase in mMRNA
levels were greater with the NGF-BSA treatment than with the PBS-BSA treatment (Fig 1).

Effects of NGF and BSA on cytokine production from human monocytes

Cytokines in the monocyte supernatants were quantified after 24h of the same treatments, using
NGF-BSA or PBS-BSA solutions. The levels of IL-1p, IL-6 and TNF-a were too close to the
limit of detection to be reliable. IL-8/CXCL8, MMP-9 and TIMP-1 levels could be measured

within the range of detection in our experimental conditions. Treatment with NGF10-BSA
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(10ng/ml of NGF) did not induce significant changes. By contrast, treatment with NGF100-
BSA (100ng/ml of NGF) was able to significantly increase IL-8/CXCL8 and MMP-9 protein
expression (Fig 2a and 2b). TIMP-1 protein expression was slightly, but not significantly,

increased (Fig2c).

Monocytes were also treated with the vehicle (PBS-BSA solution) and results were compared
to control untreated cells. PBS-BSA at 0.1 pug/ml of BSA did not induce any changes (Fig 2).
By contrast, PBS-BSA at 1 pg/ml of BSA was able by itself to significantly increase MMP-9
protein expression (Fig 2b). IL-8/CXCL8 and TIMP-1 levels also tended to increase, without
reaching statistical significance (Fig 2a and 2c). Except for MMP-9 protein expression, the
changes observed with NGF-BSA treatment were greater than with PBS-BSA treatment.

Effects of NGF and ultrapure BSA on various gene expression in human monocytes

To identify potential effect of low grade BSA, we used an ultrapure BSA (BSAyp). This BSA
was tested alone (PBS-BSAyp) and as a carrier protein of NGF (NGF-BSAyp). The monocyte
response to these new treatments containing BSAyp was nearly null with both treatments for
most of the gene expression studied (Fig 3). Only IL-8/CXCL8 mRNA expression was slightly
but significantly reduced after treatment with PBS-BSAp at 1 pg/ml of BSAy, (Fig 3d).

Effects of NGF and ultrapure BSA on cytokine production from human monocytes

The cytokines in the supernatant of monocytes treated with NGF-BSAy, or PBS-BSAy, were
also quantified. IL-1p, IL-6 and TNF-a levels were still too close to the limit of detection to
provide reliable data. The quantification of 1L-8/CXCL8, MMP-9 and TIMP-1 did not show

any significant modification (Fig 4).

Discussion

The primary aim of our study was to get a better understanding of the role of NGF in the
inflammatory and remodeling processes of human monocytes, possibly linked to the
development of pulmonary inflammatory diseases. In our experiments, fresh human monocytes

were exposed to NGF, but because of the need of a carrier protein for NGF, monocytes were
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also in contact with a certain quantity of BSA. Therefore, a “vehicle” control condition with

BSA alone, was necessary.

We showed that the BSA alone (PBS-BSA) was able to significantly increase MMP-9 gene and
protein expression. Increases in the gene expression of IL-1pB, IL-6, TNF-a, IL-8/CXCLS,
MCP-1/CCL2 and TIMP-1 as well as in protein expression of IL-8/CXCL8 and TIMP-1 protein

expression were observed, although not reaching statistical significance.

BSA is widely used in cell culture as a carrier protein for different growth factors or cytokines.
To our knowledge, no data about a pro-inflammatory effect of BSA has been described, so it
was unlikely that the pro-inflammatory effects observed in the PBS-BSA conditions really came
from BSA itself. Thus, we investigated the possibility that these results were due to the use of
a low grade BSA. Depending on the supplier and on the purity of the product, BSA can contain
important amounts of endotoxins or fatty acids that may be able to stimulate fresh human
monocytes. Indeed, due to their sensor role in the immune system, these cells are meant to easily

respond to exogenous signals.

Endotoxins, also known as lipopolysaccharides (LPS), can activate the nuclear factor (NF)-xB
and mitogen-activated protein kinases (MAPK) pathways and induce the release of many pro-
inflammatory cytokines such as IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a and many others (Guha and Mackman
2001; Rossol and al. 2011b). Even very low doses of LPS around 0,1-0,2ng/ml are able to prime
or activate monocytes (Landmann and al. 1996; Monguié-Tortajada and al. 2018). Saturated
fatty acids can also activate the production of IL-1p and MCP-1/CCL2 through TLR stimulation
and activation of the NF-kB pathway (Han and al. 2010; Snodgrass and al. 2013). Meanwhile,
polyunsaturated fatty acids have been described to decrease the production of pro-inflammatory
cytokines by inhibition of the NF-kB pathway (Zhao and al. 2005). It could therefore be
interesting to determine what type of fatty acids are present in the low grade BSA used in order
to possibly explain the observed inflammatory response. It is unlikely that fatty acids are the
sole responsible for our observation, because in our treatments, we only used 1ug/ml of BSA
with a 99% purity, in which we can expect a maximum of 0,01pg/ml of “impurities”, while
these studies are using 1 to 100uM of fatty acids, which correspond to approximatively 0,25 to
25pug/ml (Zhao and al. 2005; Snodgrass and al. 2013).

In order to know whether endotoxins and/or fatty acids contained in the BSA used may explain
our results in the PBS-BSA condition, monocytes were also treated with another BSA, certified

“ultrapure” (PBS-BSAyp) with a very low endotoxin and fatty acid levels. In these BSAyp
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conditions, we did not observe any increase in the expression of the genes that were observed
with the previous BSA. Despite not having done a quantification of the fatty acids and
endotoxins in our cell supernatant to confirm this difference, the absence of pro-inflammatory
response with BSAyp strongly suggests that the problem indeed came from the lower grade of
the BSA initially used, and not the BSA itself.

Surprisingly, we noticed a significant decrease in IL-8/CXCL8 mRNA levels in the PBS-BSAyp
condition. We observed previously that the impurities contained in low-grade BSA are
potentially able to impact cytokine production, with pro-inflammatory, or anti-inflammatory
effects. In our data, the low grade BSA showed to be on the pro-inflammatory side, which
disappeared after using high-grade BSA. It is possible that removing the pro-inflammatory
stimulation left more room for the anti-inflammatory counterpart, for example with the action
of polyunsaturated fatty acids, able to down-regulated NF-xB (Zhao and al. 2005), one of a
pathways for IL-8/CXCL8 production (Hoffmann and al. 2002), explaining the observed
decrease.

These differences in the grade of BSA used were impactful in our experiments with NGF. When
associated with the “ultrapure” BSA (NGF-BSAyp), NGF did not induce any increase in mMRNA
expression of the genes we observed. By contrast, when associated to the “low-grade” BSA
(NGF-BSA), NGF led to a greater increase in mRNA expression for IL-1p, IL-6, TNF-o and
IL-8 than the “low-grade” BSA alone. These results therefore suggest that fresh human
monocytes are unable to respond to NGF alone, but are able to respond to NGF once they are

primed by another signal, i.e. “low-grade” BSA here.

Another issue in our experiments is that the increased mRNA expression for IL-1p, IL-6, TNF-
a and IL-8 could not be confirmed at the protein level for all cytokines. Only the increase of
IL-8/CXCL8 was confirmed at the protein level. A few optimizations could be done on the
timing of the harvest of the supernatants to be able to quantify IL-1p, IL-6 and TNF-a. Lapara
et al (2020) exposed murine peritoneal macrophages to different stimulation and followed the
evolution of the release of multiple cytokine up to 19 hours after stimulation. Among those
cytokines, we can see that TNF-a was already decreasing at 19h when IL-6 levels were still
going up at this time (Lapara and Kelly 2010). Even if the cellular model is slightly different
that the one used in our study, it suggests that the dynamics of the searched cytokines are too
different to be quantified with a single time point for all of it. Experiment with multiple time
points between 0 to 48 hours could help find the best timing for every cytokine.
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MCP-1 and TIMP-1 mRNA expression and TIMP-1 protein expression were not significantly
modified by NGF, suggesting that NGF does not modulate their expression in fresh human
monocytes. No induction of TIMP or MCP-1 expression by NGF seem to be described in the
literature, but expression of TIMP-1 and NGF were found to be correlated in a group of asthma
patients (Kim and al. 2013), mechanisms of interaction between the two proteins might still be

undisclosed.

Finally, NGF does not seem to alter MMP-9 expression in fresh human monocytes in our
conditions, since the increase in MMP-9 mRNA and protein expression already occurs when
treating cells with “low grade” BSA alone. It was shown on differentiated macrophages that
MMP-9 levels were decreased after 3 days of NGF stimulation, while MMP-1, MMP-7, MMP-
8 and MMP-11 were increased (Williams and al. 2015). The differentiated model and the longer
time of exposure makes the comparison difficult, as we only have the point after 3 days and
don’t know how the MMP-9 level could have changed during the 72 hours between stimulation
and sampling. However, it was already shown by different teams that MMP-9 can be induced
by LPS exposure on monocytes (Tian and al. 2018; Speidl and al. 2004). Fatty acids does not
seem to be able to increase MMP-9 levels, their effect could in fact be opposite, as they have
been described to regulate MMP in different models (Bonacci and al. 2011; Hong and al. 2018;
Liuzzi and al. 2007). This suggest that fatty acids might not be responsible for the stimulation

with low-grade BSA and that endotoxins are the most relevant suspect at the moment.

In conclusion, we have highlighted here the importance of testing BSA alone as a vehicle
control when BSA is used as a carrier protein for the stimulus tested, i.e. NGF in our
experiments. Our results also highlight the importance of the purity of BSA used, as it may alter
the results observed, as in our experiments were “low grade” BSA was able to activate the cells
unwillingly. This information can be of great use for anyone using BSA in cell culture, in order
to properly start a new project on good basis, or to verify the foundations of an existing one.

Nevertheless, these experiments gave us the opportunity to discover that NGF is able to
stimulate fresh human undifferentiated monocytes, but apparently only in the presence of a
priming signal, possibly the LPS. These results, although deserving further investigation to
better understand the precise mechanisms of this NGF-dependent effect, strengthen the
knowledge of how NGF-activated monocytes may participate in pathophysiological conditions

involving these inflammatory cells.
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Figure 2.

IL-8/CXCLS (pg/mL)

3000+
2000

1000%

IL-8/CXCL8
*
CTL 01 1 10 100
PBS.BSA NGF-BSA

MMP-9 (pg/mL)

2500+

2000+

-
(2]
(=
2

1000

500

MMP-9 TIMP-1
* 1500
*
z
S 1000
e
-
o
S 500
=
0
CTL 01 1 10 100 CTL 01 1 10 100
PBS-BSA NGF-BSA PBS-BSA NGF-BSA

124



Figure 3.
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Figure 4.
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Figures legends

Figure 1. Gene expression of human monocytes treated with nerve growth factor and/or
bovine serum albumin

The monocytes were incubated with the control medium, with PBS-BSA (ng/ml) or BSA-NGF
(ng/ml) for 6 hours. After the incubation the supernatant was discarded and the cell monolayer
was frozen at -20°C before going through mRNA extraction, reverse transcription and finally
RT-qPCR. The mRNA levels of expression of IL-18, IL-6, TNF-a, IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2,
MMP-9 and TIMP-1 were evaluated, compared to the housing gene GAPDH.

The data were assessed in a non-parametric one-way ANOVA followed by Dunn post-test, and
correspond to the mean + SD of 4 healthy donors.

A p-value of 0.05 or less was considered significant, when compared to the control condition.
« * » is used for comparison to the control condition

Figure 2. Cytokines levels in the supernatant of human monocytes treated with nerve
growth factor and/or bovine serum albumin

The monocytes were incubated with the control medium, with PBS-BSA (ng/ml) or BSA-NGF
(ng/ml) for 24 hours. After the incubation the supernatant was harvested and frozen at -20°C
before going through ELISA to quantify the levels ofIL-18, IL-6, TNF-a, IL-8/CXCL8, MMP-
9 and TIMP-1 in the supernatant.

The data were assessed in a non-parametric one-way ANOVA followed by Dunn post-test, and
correspond to the mean + SD of 4 healthy donors.

A p-value of 0.05 or less was considered significant, when compared to the control condition.
« * » is used for comparison to the control condition

Figure 3. Gene expression of human monocytes treated with nerve growth factor and/or
ultrapure bovine serum albumin

The monocytes were incubated with the control medium, with PBS-BSAup (ug/ml) or NGF-
BSAup (ng/ml) for 6 hours. After the incubation the supernatant was discarded and the cell
monolayer was frozen at -20°C before going through mRNA extraction, reverse transcription
and finally RT-qPCR. The mRNA levels of expression of IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-8/CXCLS,
MCP-1/CCL2, MMP-9 and TIMP-1 were evaluated, compared to the housing gene GAPDH.
The data were assessed in a non-parametric one-way ANOVA followed by Dunn post-test, and
correspond to the mean + SD of 4 healthy donors.

A p-value of 0.05 or less was considered significant, when compared to the control condition.
« * » 1s used for comparison to the control condition

Figure 4. Cytokines levels in the supernatant of human monocytes treated with nerve
growth factor and/or ultrapure bovine serum albumin

The monocytes were incubated with the control medium, with PBS-BSAup (ng/ml) or NGF-
BSAup (ng/ml) for 24 hours. After the incubation the supernatant was harvested and frozen at
-20°C before going through ELISA to quantify the levels ofIL-1p, IL-6, TNF-a, IL-8/CXCLS,
MMP-9 and TIMP-1 in the supernatant.

The data were assessed in a non-parametric one-way ANOVA followed by Dunn post-test, and
correspond to the mean + SD of 4 healthy donors.

A p-value of 0.05 or less was considered significant, when compared to the control condition.
« * » is used for comparison to the control condition
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C. Résumé des principaux résultats

Nous avons montré que les traitements au NGF induisent une augmentation
d’expression de I’IL-1P, de I’IL-6, du TNF-a et de I’'IL-8/CXCL8 sur des monocytes non
différenciés. La libération de I’IL-8/CXCL8 et de MMP-9 par les monocytes est aussi
augmentée. Cette induction n’est pas due au seul effet du NGF, mais au moins en partie a la
présence de sa protéine de transport, la BSA. Cette BSA, utilisée seule dans les quantités
équivalentes a celles contenues dans les traitements avec le NGF, augmente 1’expression de

cytokines et notamment MMP-9.

Une autre référence de BSA dite « Ultrapure », certifiée avec un faible taux d’endotoxines et
d’acides gras, n’induit pas les augmentations d’expression ou libération de cytokines comme
précédemment observé. Cette BSA génére en revanche une faible diminution d’expression de
I’IL-8/CXCL8. Avec cette BSA ultrapure, utilisée comme nouvelle protéine de transport,

aucune réponse des monocytes n’a été détectée suite a leur exposition au NGF.

D. Discussion

Nous allons aborder dans un premier temps les résultats préliminaires sur le projet
d’étude des effets physiopathologiques du NGF. Au vu de la problématique liée a 1’utilisation
de la BSA, ces résultats sont remis en question. Il est néanmoins intéressant de tout de méme

les discuter en ayant le recul vis-a-vis de I’action de la BSA dans les réponses observeées.

Nous avons commencé par comparer la réponse des monocytes et des macrophages vis-a-vis
du NGF. Les monocytes possedent un meilleur potentiel de réponse au NGF que les
macrophages (Ehrhard and al. 1993). Chez I’homme, les monocytes et macrophages
n’expriment pas tous les récepteurs au NGF. Dans le sang d’un donneur sain, la proportion de
monocytes exprimant les récepteurs TrkA et/ou p75NR est plus élevée celle observée chez les
macrophages. De plus, les niveaux de co-expression de ces récepteurs sont aussi plus importants

chez les monocytes que chez les macrophages (Williams and al. 2015).

Les monocytes non différenciés et les macrophages provenant d’un méme donneur ont été

traités avec du NGF pendant 24h (Figure 17). On observe que les surnageants des macrophages
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contiennent plus de cytokine que ceux des monocytes. Méme en condition non traitée, les

macrophages produisent plus de cytokines que les monocytes stimulés.

Differentes études ont comparé la production de cytokines des monocytes et des macrophages.
Des travaux sur la lignée THP-1 montrent que les macrophages différenciés expriment plus les
TLR que les monocytes, permettant des productions de cytokines plus élevées (Eng, Hsu, and
Lin 2018). A I’opposé, d’autres travaux réalisés sur des cellules humaines montrent que les
monocytes produisent des quantités de cytokines plus importantes que les macrophages et que
la lignée THP-1 (Daigneault and al. 2010). Dans leur étude, les macrophages ont été
différenciés avec un protocole sensiblement différent du nétre. Les cellules sont successivement
exposées a du sérum humain, puis du sérum bovin, mais sans étre stimulé avec une du GM-
CSF ou du M-CSF comme nous ’avons fait. Aussi, cette différenciation dure 14 jours, contre
les 7 jours que nous appliquons. Les macrophages obtenus suite a ce protocole sont sans doute

sensiblement différents, la comparaison des résultats obtenus semble difficile.

D’autre part, nos résultats montrent que les macrophages ont une faible amplitude de réponse
vis-a-vis du NGF, alors que les monocytes y sont plus sensibles, libérant des cytokines
indétectables dans la condition contréle. Ceci confirme 1’idée que les monocytes aient un
meilleur potentiel de réponse au NGF que les macrophages. La production variée de cytokines
par des monocytes humain non différenciés en réponse au NGF n’est pas renseigné dans la
littérature. Pour la suite de ces travaux nous nous sommes donc concentrés sur la réponse des

cellules non différenciées.

L’expression des récepteurs au NGF diminue au cours de la différenciation des
monocytes en macrophages, ceci suggere que le NGF puisse étre impliqué dans ce processus.
L’implication du NGF dans la maturation des cellules dendritiques a déja été montrée (Jiang

and al. 2007; Q. Xia and al. 2015) et pourrait donc aussi se produire pour les macrophages.

Nous avons cherché a évaluer ce potentiel de différenciation en exposant des monocytes a du
NGF pendant 7 jours en substitution au GM-CSF habituellement utilisé. Dans les clichés
microscopiques (Figure 18), les cellules non traitées pendant 7 jours montrent une faible survie.
Elles sont peu adhérentes et facilement éliminées par les lavages et les changements de milieu.
Ce résultat est attendu, du fait que la durée de vie des monocytes est courte. Leur population
commence a décliner 4 jours aprés leur formation (Patel and al. 2017). En revanche, les cellules

exposées aux plus faibles concentrations de NGF survivent. Les clichés microscopiques de ces
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cellules montrent une apparence assez proche de ce qui est observé chez les monocytes
différenciés « normalement » avec le GM-CSF qui donne aux cellules une apparence « d’ceuf

au plat ».

De plus, ’expression du marqueur de différenciation macrophagique CD68 a été évaluée par
cytométrie en flux (Figure 19). L’expression de ce marqueur est augmentée chez les cellules
traitées au NGF, mais sans atteindre le niveau des macrophages obtenus avec du GM-CSF.
Nous noterons que méme les cellules non traitées voient leur expression de CD68 légérement
augmentée. On peut suggérer qu’une partie des cellules se sont d’elles-mémes engagées dans
un processus de différenciation, leur permettant de se maintenir dans la culture. En revanche
les cellules traitées avec 100ng/ml de NGF pendant 7 jours ne paraissent pas bien différenciées
et leur expression de CDG68 est faible. L’exposition durant plusieurs jours a cette concentration

de NGF ne semble pas favorable au développement des cellules.

Ces données, suggerent que le NGF influe sur la différenciation des cellules. 1l serait néanmoins
nécessaire de compléter ces données en utilisant une plus grande variété de marqueurs de
différenciation. On peut penser a CD11c, CD68, CD169, CD206 et HLA-DR (I’antigéne des
leucocytes humains). Ce sont des marqueurs de macrophages alvéolaires qui donneraient une
meilleure idée de I’état de différenciation des cellules (Byrne, Maher, and Lloyd 2016). Si les
macrophages sont effectivement différencieés, il serait intéressant de quantifier les cytokines
qu’ils produisent pour avoir une idée de leur profil de polarisation, vu que celle-ci peut se
produire dans ’HTP.

Nous avons ensuite cherché a évaluer si I’action du NGF correspondait un signal de
différenciation ou a une stimulation pro-inflammatoire. Dans le premier cas, il est envisageable
qu’en différenciant les cellules, elles s’approchent du phénotype des macrophages qui
expriment et produisent plus de cytokines. L’autre possibilité, sans différenciation est que les
cellules réagissent au NGF comme a un stimulus inflammatoire. Le LPS, connu pour générer
une réponse inflammatoire chez les monocytes/macrophages en est un bon exemple (Rossol
and al. 2011a).

Les cellules ont été exposees au NGF, au LPS ou au GM-CSF et nous avons analysé les
surnageants des monocytes aprés 24h de traitement (Figure 20). Dans cette expérience, les
réponses induites par le LPS et par le NGF sont trés similaires. Le profil de réponse entre le

GM-CSF et le NGF est en revanche relativement différent. Cette observation suggere une
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réponse inflammatoire des monocytes au NGF. Au vu de la similarité des réponses, il est
possible que la voie d’activation soit la méme que pour le LPS, c’est-a-dire la voie NF-xB
(Rossol and al. 2011a). Nous noterons que les traitements aux LPS et au NGF induisent chez
les monocytes une légere production de GM-CSF. Ceci laisse a penser que dans un
environnement inflammatoire, les cellules produisent d’elles-mémes les facteurs dont elles ont
besoin pour se différencier, expliquant les résultats de nos expériences précédentes sur la
différenciation.

Connaissant maintenant les résultats a venir vis-a-vis de 1’utilisation de la BSA, cette forte
similarité le NGF et le LPS suggere que la réponse induite par la BSA est bien liée a la présence
de LPS dans sa composition.

Les données des puces a protéines, qui sont semi-quantitatives, ont été confirmée en
RT-gPCR et ELISA (Figure 21). L’expression et la libération des cytokines comme 1’IL-1f et
I’IL-6 sont augmentées. Ces cytokines sont augmentées dans ’'HTAP (El Chami and Hassoun
2012; Le Hiress and al. 2015; Hu and al. 2020). Les traitements a 10ng et 30ng/ml de NGF
n’induisent quasiment aucune réponse, alors que le traitement a 100ng/ml de NGF déclenche
la libération de cytokines. Cette concentration de NGF correspond des concentrations de 1’ordre
du nano molaire. C’est a partir de ces concentrations que NGF est censé pouvoir se lier au

récepteur p75NR, ce qui pourrait I’implication de ce récepteur dans la réponse observée.

Du LPS est potentiellement présent dans nos traitements via I’utilisation de la BSA. Cette
concentration de « NGF » a partir de laquelle les monocytes répondent pourrait aussi informer
sur les quantités de LPS dans nos conditions.

On note aussi une augmentation de la libération du TNF-a. Cette cytokine pro-inflammatoire
est augmentée chez les patients de 'HTAP et est capable de déréguler la signalisation BMPR2
un des principaux facteurs génétiques de cette maladie (Huertas and al. 2020; Hurst and al.
2017). Dans les macrophages murins, la production de TNF-a peut étre régulée par le NGF
(Barouch and al., 2001).
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Nous nous sommes aussi intéressés aux variations des molécules agissant sur la matrice
extracellulaire, comme les MMP et les TIMP. En réponse au NGF, nous observons une

augmentation d’expression et de libération de MMP-9 et de son inhibiteur TIMP-1 (Figure 22).

Sur des macrophages humains, Williams and al (2015) montrent des résultats différents, ou la
production de MMP-9 diminue suite a 3 jours d’exposition au NGF. Dans le méme temps, les
niveau de MMP-1, de MMP-7, de MMP-8 et de MMP-11 sont augmentés (Williams and al.
2015). Ces resultats suggerent une implication du NGF dans la modulation de la balance
MMP/TIMP. Ces protéines sont impliquées dans les processus de remodelage et un déséquilibre
de leur expression peut conduire a la progression de multiples pathologies (Cabral-Pacheco et
al. 2020).

Contrairement aux autres cytokines ou le NGF a un rdle dans leur libération, les résultats de
notre article montrent que la BSA est entierement responsable de I’induction de MMP-9. Cette
donnée vient invalider I’augmentation observée ici. Les différences relevées entre les travaux
de Williams and al et les ndtres peuvent étre dues au fait que 1I’expression des MMP détectés a

72h n’est pas encore présente a 24h.

Des cinétiques de stimulation nous ont permis de se renseigner sur la dynamique de
libérations des cytokines. Ceci nous permet de s’assurer que prélever les surnageants apres 24
heures de traitement permet bien de suivre la réponse des monocytes au NGF. Dans nos
expériences (Figure 23), les cytokines pro-inflammatoires sont plus concentrées entre 12h et
16h, diminuant légerement a 24h. La production de MMP-9 suit une dynamique différente, la
concentration est faible aprés 12h de traitement mais augmente jusqu’a 24h. Le temps a 24h

permet a la fois de suivre les changements relatifs aux cytokines et aux métalloprotéases.

L écart entre la cinétique de la MMP-9 et celles des autres cytokines (IL-1f, IL-6 et TNF-a),
appuie la différence entre les effets liés uniquement a la BSA (qui sont plus tardifs) et les effets

lies au NGF (déja notables 12h apres le début du traitement).
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Les cellules immunitaires sont recrutées aux poumons lors de ’'HTAP (Frid and al.
2006), il est donc important de rechercher la production par nos cellules de chimiokines pouvant
expliquer ce recrutement. Les expressions de chimiokines telles que la MCP-1/CCL2, la
ENA/CXCLS5 et I’IL-8/CXCL8 sont augmentées apres 1’exposition des monocytes au NGF
(Figure 24). La MCP-1/CCL2 exerce une activité chimiotactique dirigée vers les monocytes
(Deshmane and al. 2009b) alors que 1’1L-8/CXCLS8 vise le recrutement des neutrophiles (Knall,
Worthen, and Johnson 1997; Yoshimura 2015). Ces deux cytokines sont surexprimées dans
I’HTAP (Rabinovitch and al. 2014; Mamazhakypov and al. 2021; EI Chami and Hassoun 2012).
La ENA/CXCL5, d’une maniére similaire a 1I’IL-8/CXCLS8, est capable de recruter les
neutrophiles (Walz and al. 1991). Cette chimiokine n’a pas été liée a la maladie, mais a déja été

mise en cause dans le développement d’autres pathologies inflammatoires (Walz and al. 1997).

La BSA participe aussi a I’augmentation d’expression de ces chimiokines, mais nos données
montrent que cette augmentation n’est pas attribuable uniquement a la BSA. Le NGF pourrait

donc générer ces signaux chimiotactiques.

Aprés avoir décrit la réponse des monocytes au NGF, nous avons cherché a identifier
les récepteurs impliqués dans cette réponse. Dans un premier temps, le récepteur TrkA a été
ciblé en utilisant son inhibiteur, le k252a. Ce dernier I’inhibe en se fixant sur son site de liaison
a ’ATP, empéchant la phosphorylation de la tyrosine 490, nécessaire a la transduction du
signal. (Figure 25). L’inhibiteur n’a pas permis de réduire la libération de cytokine induite par
le NGF et a méme généré une légere augmentation. D’autres essais ont ét¢ menés avec les
anticorps bloquant le récepteur p75 N'R et les anticorps dirigés contre le NGF. Ces derniers
n’ont pas non plus permis de bloquer la réponse induite par le traitement NGF. Avec ces
anticorps, on observe aussi 1’augmentation de la réponse. A défaut de ne pas étre diminuée,

celle-ci ne devrait pas varier.

A ce stade, deux problémes sont présents : la réponse observée avec le traitement NGF n’est
pas bloquée spécifiqguement et les outils utilisés pour bloquer cette réponse semblent méme
I’accentuer. L’absence des récepteurs en surface des cellules pourrait en partie justifier cette
observation, mais comme évoqueé dans les travaux de Williams and al (2015), ces récepteurs
sont présents en surface des monocytes et macrophages. Nos résultats préliminaires en Western-

Blot semblent le confirmer. Nous avons alors cherché a comprendre la raison de 1I’augmentation
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de la réponse lors des tentatives de blocage. Les traitements ont été réitérés avec tout les
contrdles seuls pour les inhibiteurs et anticorps utilisés (Figure 27). 1l s’avére que méme sanS
le traitement NGF, les différents inhibiteurs/anticorps induisent une réponse dans nos cellules.
Il est difficile de savoir assurément comment le k252a induit la libération de cytokines, mais
son action affectant les protéines kinase C (PKC) (Kase, Iwahashi, and Matsuda 1986) pourrait
en étre responsable. Les PKC régulent I’inflammation (Yang and al. 2019), leur inhibition
pourrait donc contribuer a augmenter la libération de cytokines pro-inflammatoires. L’effet des
anticorps pourrait s’expliquer par leur fragment constant, qui pourrait stimuler les monocytes

via le récepteur Fc qu’ils expriment (Zhu and al. 2001; Olas and al. 2005).

Dans cette derniere expérience, une condition contréle contenait le véhicule du NGF, ¢’est-a-
dire la BSA. En effet, le NGF nécessite une protéine de transport pour étre stabilisé en culture
cellulaire, sans quoi il s’y dégrade trop rapidement. L’utilisation de cette BSA seule, dans des
quantités équivalentes a celles utilisées pour le traitement NGF, a augmenté la libération de la
MMP-9. Cette découverte a donc remis en question 1’intégralité des résultats que nous avions
produits antérieurement. Nous avons par la suite cherché a mieux comprendre le processus

responsable de cette réponse inattendue.

Afin de comprendre I’effet de la BSA et du NGF sur les monocytes humains, nous avons

repris ce travail avec des cellules extraites du sang de nouveaux donneurs.

Nous avons retrouvé les mémes tendances que précédemment. Le traitement avec le NGF
(NGF-BSA) induit une augmentation d’expression de I’'IL-1p, de I’IL-6, du TNF-a et de I’'IL-
8/CXCLS8 (Figure 1 de I’article). En revanche, la MCP-1/CCL2, la MMP-9 et leTIMP-1 ne
sont pas significativement augmentés. Les cellules recues de ces donneurs pas permis de
quantification pour I’'IL-1B, I’'IL-6 et le TNF-o dans les surnageants de culture. Les
concentrations des cytokines étant trop faibles pour étre détectés en ELISA. Néanmoins, I’TL-
8/CXCLS8, la MMP-9 et le TIMP-1 ont pu étre quantifiées dans les surnageants. L’1L-8/CXCL8
et la MMP-9 augmentent aprés le traitement avec le NGF (NGF-BSA). Dans les grandes lignes,
le traitement NGF-BSA permet bien de retrouver les effets pro-inflammatoires,

chimiotactiques, et de remodelage précédemment décrit.

Le probleme réside dans le fait que la BSA seule (PBS-BSA) augmente I’expression et la
production de MMP-9 de fagon aussi, sinon plus importante qu’avec le traitement NGF-BSA.

Ceci confirme que nos observations ne sont pas uniquement liées a 1’exposition au NGF et
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doivent donc étre remises en question. Pour les autres cytokines, la BSA n’induit pas
d’augmentation significative de leur expression ou de leur libération. On observe néanmoins
des variations non significatives qui laissent un doute sur la capacité de la BSA a induire leur

expression.

La BSA est freqguemment utilisée en culture cellulaire en tant que protéine de transport pour
divers facteurs de croissance, cytokines ou autres protéines. A notre connaissance, il n’est pas
décrit dans la littérature que le BSA puisse induire une telle réponse. Il est donc peu probable
que les effets que nous avons observés soit provoques par notre protéine de transport en tant

que telle.

Nous avons fini par envisager la possibilité que la moindre qualité du stock de BSA utilisé en
soit responsable. En effet, selon la qualité du produit, les BSA commerciales peuvent contenir
une certaine quantité « d’impuretés », par exemple des endotoxines, des acides gras, ou bien
des immunoglobulines. Les monocytes, du fait de leur réle de « sentinelles » dans le systéme

immunitaire, sont facilement stimulés par ce type de signaux exogenes.

Les endotoxines proviennent de certaines bactéries a Gram négatif. Elles sont plus souvent
reconnues sous le nom de lipopolysaccharide (LPS). Comme évoqué précédemment, les LPS
activent la voie NF-xB et MAPK et induisent la libération de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires comme I’IL-1p, I’'IL-6 et le TNF-a (Guha and Mackman 2001; Chanput and al.
2010; Rossol and al. 2011a). Dans les monocytes, I’expression de MMP-9 est aussi induite par
le LPS (Tian and al. 2018; Speidl and al. 2004). Méme de trés faibles concentrations sont
capables d’activer les cellules. Des réponses sont détectées dés 0.1-0.2ng/ml de LPS
(Landmann and al. 1996; Monguio6-Tortajada and al. 2018). Les BSA utilisées affichent des
puretés pouvant varier entre 98 et 100%, il y a donc potentiellement 2% d’impuretés dans le
stock utilise. Pour un traitement qui contenant 1pg/ml de BSA, cela représente jusqu’a 20ng/ml
de composants inconnus qui se retrouvent au contact des cellules. La quantification des
endotoxines n’est pas disponible pour le lot commercial utilisé, mais il n’est pas inenvisageable
que les niveaux d’endotoxines atteignent effectivement un seuil permettant de stimuler les
monocytes. Nous avons évoqué plus tot la forte similarité entre le profil de réponse des
monocytes au NGF et aux LPS (Figure 20). Ceci pourrait confirmer 1’idée que la BSA utilisée

contient suffisamment de LPS pour stimuler nos cellules.

Les acides gras sont aussi capables de déclencher des réponses venant des monocytes. Les

acides gras saturés augmentent la production de I’IL-1B et de la MCP-1/CCL2 via une
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stimulation des TLR qui active la voie NF-xB (Han and al. 2010; Snodgrass and al. 2013). Les
acides gras insaturés ou polyinsaturés agissent différemment. lls interférent avec la production
de cytokines pro-inflammatoires en bloguant la voie de signalisation NF-xB (Han and al. 2010;
Zhao and al. 2005). Considérant cela, il y aurait plus de chances que les acides gras
potentiellement présents dans notre BSA saturés. Le manque d’informations de la part du
fournisseur ne nous permet pas de statuer a ce sujet. Nous noterons cependant que les
concentrations nécessaires pour stimuler les cellules semblent plus importantes que ce qu’on
pourrait retrouver dans notre BSA. Les stimulations effectuées le sont avec 1 a 100uM d’acides
gras, ce qui correspond a 0,25 et 25ug/ml. Cette concentration est trop élevée pour correspondre
notre quantité théorique de 20ng/ml d’impuretés et ne devrais donc pas pouvoir stimuler nos
cellules. De plus, les acides gras ne semblent pas capables d’augmenter la production de MMP-
9. 1l ont méme au contraire un réle de régulation de 1’expression des MMP (Bonacci and al.
2011; Hong and al. 2018; Liuzzi and al. 2007).

Enfin, les immunoglobulines potentiellement présentes dans la BSA sont aussi capables de
stimuler les monocytes, via une liaison au récepteur Fc qui est exprimé en surface des cellules
(Zhu and al. 2001). Selon le contexte, cette stimulation peut déclencher une réponse pro-
inflammatoire avec induction d’IL-1p et diminution de I’IL-10 et du TGF-B; ou bien une
diminution des cytokines pro-inflammatoires comme 1I’IL-6, la MCP-1/CCL2 ou le TNF-a
(Olas and al. 2005). Parmi les trois catégories « d’impuretés » abordées, seules les
immunoglobulines sont présentées dans les certificats d’analyses de la BSA et sont décrites
comme indétectables. Elles ne devraient donc théoriquement pas étre le composant qui pose
probléme ici.

Afin de verifier si les endotoxines ou les acides gras sont responsables de 1’effet observé,
nous avons traité nos cellules avec une autre référence de BSA certifiée « Ultrapure ». Celle-
ci contient normalement avec des quantités plus faibles d’endotoxines et d’acides gras. Avec
cette BSA ultrapure (PBS-BSAup) (Figures 3 et 4 de I’article), nous n’avons pas observe
d’augmentation ni de I’expression, ni de libération de cytokines ou de MMP. Ceci semble
confirmer que les endotoxines et/ou acides gras sont responsables des réponses induites par
précédente BSA. Nous n’avons pas effectué de quantification de ces deux composés dans nos
surnageants de culture. A I’avenir, il serait bénéfique de quantifier les endotoxines et les acides
gras dans nos surnageants afin de valider quantitativement la diminution de leurs
concentrations.
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Etrangement, 1’utilisation de cette référence de BSA ultrapure induit une légére diminution de
I’expression de I’'TL-8/CXCL8. Comme évoqué précédemment, il n’y a pas de données de
littérature qui puisse expliquer une influence de la BSA elle-méme sur nos cellules. Des
« impuretés » sont peut-étre encore présentes, méme dans cette référence ultrapure. On peut
suggerer qu’apres avoir éliminé la composante inflammatoire due aux endotoxines, il puisse
rester des composés comme les acides gras polyinsaturés avec une action anti-inflammatoire
expliquant cette diminution. L’IL-8/CXCL8 est partiellement dépendante de la voie de
signalisation NF-xB (Hoffmann and al. 2002), son expression pourrait donc étre affectée par
des acides gras insaturés. On notera cependant que le changement d’expression de I’IL-

8/CXCLS8 ne s’est pas répercuté sur la libération de la cytokine dosée par ELISA.

Cette BSA ultrapure a éte utilisée comme protéine de transport pour le NGF dans des
traitements « NGF-BSAup » (Figures 3 et 4 de Darticle). Ces traitements n’ont permis
I’augmentation ni de 1’expression, ni de la production d’aucune de nos cytokines d’intérét. Ceci
suggere que les monocytes humains extraits, ne sont pas capables de répondre a une stimulation
avec du NGF « seul ». lIs pourraient avoir besoin d’étre co-stimulés par un autre composé, ici
les « impuretés » de la BSA. Au vu de ces résultats, il serait intéressant de réitérer certaines de
nos expériences préliminaires avec cette nouvelle protéine de transport « ultrapure ». Nous
pourrions Vvérifier si le NGF n’induit aucun effet a lui seul, ou si certaines réponses seraient
toujours visibles, particuliérement vis-a-vis de son potentiel de différenciation, qui n’a pas été

réexploré dans cet article.

E. Conclusion

Cette étude montre I’importance capitale de la présence d’une condition contrdle
« véhicule BSA » qui n’est pourtant pas toujours présent dans la littérature. De plus, la qualité
de la BSA utilisée est importante. L’écart de pureté entre les deux références de BSA génere
une reponse significativement différente et peut changer du tout au tout le regard que 1’on porte

aux résultats.

Il semblerait que sur les monocytes humains non différenciés, le NGF ne soit pas capable
d’induire de lui-mé&me une réponse inflammatoire. Le NGF montre en revanche un potentiel de
stimulation des monocytes lors d’une co-stimulation. En effet, la réponse des monocytes au

NGF (qui contient de la BSA), est plus importante que la réponse a la méme BSA seule.
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PERSPECTIVES
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Ces travaux sur la voie JAK/STAT ouvrent plusieurs perspectives de recherche :

Cette étude a été menée sur des macrophages différenciés, mais pourrait aussi étre transposee
sur des monocytes avant leur différenciation. Ils sont aussi capables de produire des cytokines,
des chimiokines et peuvent étre recrutés aux poumons s’ils rencontrent des signaux
chimiotactiques. Pour une pathologie comme la BPCO avec un important influx de cellules
immunitaires dans les poumons, leurs mécanismes de réponses seront certainement intéressants

a explorer.

Aussi, afin d’enrichir notre modele, nous pourrions étudier les interactions des
monocytes/macrophages vis-a-vis cellules épithéliales alvéolaires en utilisant les lignées A549,
NCI ou Calu3. Ces cellules pourraient étre exposées a des milieux conditionnés de macrophages
traités au CSE+LPS, ou étre directement mises en culture ensemble. Il serait alors possible
d’observer si I’interaction entre ces populations influence les productions des cytokines que
nous avons déja quantifiées (IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, IL-6, GRO-0/CXCL1). En plus de
quantifier les cytokines, nous pourrions quantifier les ERO produites par les macrophages et
rechercher la présence de dégats a I’ADN. Il est aussi possible que la capacité de migration des
monocytes/macrophages soit différente au contact des cellules épithéliales. Complexifier le
modele en y incluant plusieurs types cellulaires pourrait permettre d’étendre notre d’étude a

d’autres parameétres physiopathologiques de la BPCO.

L’utilisation des inhibiteurs de la voie JAK/STAT pourrait aussi étre diversifiée en reproduisant
nos expériences avec des inhibiteurs pour chacun des membres de la famille JAK. Ceci
permettrait de trouver d’autres cibles dont 1’inhibition affecte la réponse au CSE. Nous avons
étudié le ruxolitinib, dont I’utilisation est déja approuvée. Il est possible d’envisager le
tofacitinib, inhibiteur de JAK3 et JAK1 ou I’oclacitinib, inhibiteur de JAK1, qui sont aussi
approuves. Parmi les molécules en phase de test, on peut trouver 1’ASP015K, inhibiteur de
JAK3/JAK1 qui posséde aussi une affinité pour JAK2 et TYK2 ; le pacritinib, qui semble cibler
JAK2 uniquement ; ou le decernotinib, qui cible uniquement JAK3. Les inhibiteurs de STAT
sont moins nombreux et variés dans les protocoles d’études cliniques, du fait des homologies
importantes entre les membres de cette famille, qui rendent difficile un ciblage spécifique
(O’Shea and al. 2015).

On sait que les cigarettes contiennent de tres nombreux composés, dont les quantités varient
d’une marque a I’autre. Les quantités de nicotine, de goudron et de monoxyde de carbone dans

une cigarette changent du simple au triple selon les marques (Calafat 2004). Reproduire ces
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travaux avec différentes références de cigarettes pourrait aider a evaluer quels sont les

composés les plus nocifs.

Aussi, du fait de I’émergence des approches analytiques en spectrométrie de masse, il serait
possible d’analyser les surnageants de culture au cours du temps pour évaluer 1I’évolution de sa
composition avant/pendant/aprés 1’exposition au CSE. Ainsi nous pourrions savoir quels
composés restent dans le surnageant, lesquels sont assimilés, dégradés, métabolisés, ou
accumulés par les cellules. De nouveaux mécanismes d’action de la fumée de cigarette

pourraient ainsi étre découverts.

Cette approche est envisageable in vitro dans les surnageants des cellules et dans leurs lysats
cellulaires, mais aussi in vivo, dans les modeles murins de BPCO (Huan and al. 2017; Wang
and al. 2017). Les composés présents dans les cigarettes ne se contentent pas d’affecter les
poumons et peuvent étre retrouvés dans le sang et les urines (Jain 2019). Il serait donc
intéressant de récupérer différentes matrices biologiques comme les LBA, le sang, les urines,
la salive ou des tissus pulmonaires pour ensuite y chercher les composés venant de la fumée de

cigarette et suive leur évolution au cours du temps.

Une meilleure compréhension de la dangerosité des différents composés contenus dans les
cigarettes et de leur I’impact sur la santé humaine aidera a faire évoluer les réglementations sur
les quantités légales autorisées dans les cigarettes afin de réduire les conséquences de leur
consommation. L’idéal reste évidemment de ne jamais y €tre exposé. Pour ceux qui n’auraient
pas cette chance, les progres effectués dans la compréhension des mécanismes de mise en place
de la BPCO serviront a améliorer les thérapies actuelles en mettant a jour de nouvelles cibles

thérapeutiques, comme la voie JAK/STAT.

Concernant le réle du NGF dans le développement de I’HTP, les axes de recherche
futurs devraient porter sur les interactions des monocytes-macrophages avec d’autres types
cellulaires durant ou apres I’exposition au NGF. On peut notamment penser aux CMLAP ou
aux CEAP qui sont au contact des macrophages dans les arteres pulmonaires. Leurs interactions
pourraient étre étudiées grace a des milieux conditionnés ou des cocultures. Les cytokines et
chimiokines produites par les monocytes-macrophages pourraient par exemple augmenter la
prolifération de ces cellules, leur migration, leur différenciation ou leur contraction. Pour
identifier les dysfonctionnements dans la réponse des monocytes-macrophages des patients, il

serait necessaire de comparer les réponses observées chez les cellules de ces patients, aux
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réponses des donneurs sains. On peut envisager que les réponses inflammatoires soient plus
importantes et durent plus longtemps, que les cellules aient une différenciation ou polarisation
alterée. 1l est aussi possible que les monocytes-macrophages des patients, une fois sortis de leur
« environnement pathologique » ne montrent pas de différences avec les cellules des donneurs
sains. Ceci suggererait alors que ces cellules ne soient pas directement a ’origine de la

pathologie.

Enfin, il serait possible de mettre a contribution dans un méme projet, 1I’expérience acquise dans
les deux axes de recherche sur la BPCO et ’HTP. La BPCO est le principal facteur de risque
dans le développement de I’HTP du groupe Il (Seeger and al. 2013; Hurdman and al. 2013).
Nous pourrions donc chercher a savoir si dans un modéle de BPCO, des paramétres liés a 'HTP
sont observables. Apres une exposition au CSE+LPS, du NGF pourrait étre produit par les
monocytes-macrophages, les CEAP, ou les CMLAP. Ces cellules sont capables de libérer du
NGF suite a des stimulus inflammatoires (Minnone, De Benedetti, and Bracci-Laudiero 2017).
Nous pourrions doser le NGF par ELISA dans les surnageants de cultures des cellules traitées
par CSE+LPS. Nous avons vu dans ces travaux que le NGF ne semblait pas capable d’induire
de lui-méme une réponse. Nous pourrions chercher a savoir si apres une stimulation CSE+LPS,
la réponse des cellules vis-a-vis du NGF est amplifiée. Le CSE et/ou le LPS pourraient

constituer ce signal de « priming » nécessaire pour déclencher une réponse au NGF.

L’objectif est que I’ensemble des travaux décryptant les mécanismes d’action du NGF dans le
contexte de I’HTP apportent suffisamment d’information pour construire une étude clinique sur
le blocage du NGF. Le tanezumab et le tasinumab sont des anticorps bloquants du NGF déja
été utilisés dans le traitement de douleurs chroniques (Dakin and al. 2019; Tive and al. 2019).
Ces anticorps, s’ils permettent effectivement de réduire le remodelage, I’hyperréactivité
artérielle et/ou d’inflammation chez les patients, pourraient se montrer d’une aide précieuse
dans le traitement des maladies respiratoires inflammatoires telle que 1’hypertension

pulmonaire.
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Matériels

Lecteur d’absorbance, luminescence et de fluorescence : POLARstar Omega®, BMG
Labtech® / Cigarettes: Marlboro Red (contiennent en moyenne 13mg de goudron, 10 mg de
monoxyde de carbone et 1mg de nicotine) / Diméthyl Sulfoxide (DMSO) : Sigma-Aldrich /
Microspheéres : yellow-greed carboxylate-modified FluoSpheres 100nm, Molecular Probes,
Eugene, USA/LPS : LPS from E. coli 055:B5 (Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, Allemagne)
[ AG490 : AG490 (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) / Ruxolitinib :
Ruxolitinib ( Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) / Milieu de culture :
RPMI 1640 (Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) / L-Glutamine : L-Glutamine
200nM (Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) / Antibiotiques : Pen Strep (10 000
U/ml), (Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA)/ Phosphate Buffered Saline
(PBS) : (Gibco, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) / Sérum de Veau Feetal (SVF) :
FetalClone® Il (Hyclone, Cytiva USA) / Acide éthylenediamine tétraacétique (EDTA) :
0,5M pH 8.0 Ultrapure EDTA (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) / Tubes
de centrifugation Ficoll : Tubes Unisep Maxi (50ml/10ml) 18x50ml (avec 10ml MSL)
(Eurobio Scientific, France) / Billes magnétiques : CD 14 MicroBeads (Miltenyi Biotec,
Bergish, Allemagne) / Filtre de Séparation : Pre-Separation Filter (30um) (Miltenyi Biotec,
Bergish Allemagne) / Colonne magnétique : LS-Columns (Miltenyi Biotec, Bergish,
Allemagne) / Support magnétique : MACS MultiStand (Miltenyi Biotec, Bergish,
Allemagne) / Equipement d’extraction ARN : NucleoSpin RNA (Macherey-Nagel, Diiren,
Allemagne) / Equipement de RT-PCR : High-capacity cDNA Achieve Kit (Applied
Biosystems, Californie, USA) / SYBR Green : Power SYBR Green PCR MasterMix (Applied
Biosystems, Californie, USA) / Amorces : H20-100uM SePOP Desalted primers (Eurogentec,
Liege, Belgique) / GM-CSF : Recombinant Human GM-CSF Protein (R&D Systems,
biotechne, Minneapolis, USA) / Nanodrop : Nyxor Biotech, Paris, France) / BSA
« classique » :  Probumin [82-045-1] (Millipore, Merck, Darmstadt, Allemagne) /
BSA «ultrapure » : Bovine Serum Albumin [A8806] (Merck, Darmstadt, Allemagne) /
NGF : Recombinant Human beta-NGF protein (R&D Systems (biotechne, Minneapolis, USA
/ Inhibiteur TrkA : K-252a [K2015] (Merck, Darmstadt, Allemagne) / Anticorps anti-NGF :
Anti-Nerve Growth Factor-p Antibody [AB1526] (Merck, Darmstadt, Allemagne) / Anticorps
anti-p75 NTR: Anti-p75NTR (Neurotrophin Receptor) Antibody, clone [ME20.4] (Merck,
Darmstadt, Allemagne) / Anticorps anti-IgG de lapin : Normal Rabbit 1gG [12-370] /
Equipement ELISA : Gamme « DuoSet » , R&D Systems, biotechne, Minneapolis, USA /
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Puce a protéines (cytokines): Proteome Profiler Human XL Cytokine Array Kit (R&D
Systems, biotechne, Minneapolis, USA) / Puce a protéines (Voies de signalisation) :
Proteome Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit, (R&D Systems, biotechne, Minneapolis,
USA / Appareil de révélation Western-Blot/Puces a protéines : Fusion Fx (Vilbert Lourmat,
Germany) / Logiciel de traitement d’images Western/Puces : FusionCapt Advance (Vilbert
Lourmat, Germany) / Anticorps Western-Blot anti-p75 NTR : Anti p75N™R [07-476] (Sigma-
Aldrich, Merck, Darmstadt, Allemagne) / Anticorps Western-Blot anti-TrkA : Anti TrkA
Antibody [06-574] (Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, Allemagne) / Anticorps Western-Blot
anti Phospho-TrkA : Anti Phospho-TrkA (Phosphotyrosine 490) [T9691- 1ML] (Sigma-
Aldrich, Merck, Darmstadt, Allemagne) / Anticorps secondaire anti-Rabbit : Polyclonal Goat
Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP (Dako Products, Agilent, Santa Clara, USA) / Anticorps
secondaire anti-Goat : Polyclonal Rabbit Anti-Goat Immunoglobulins/HRP (Dako Products,
Agilent, Santa Clara, USA) / Anticorps secondaire anti-Mouse : Polyclonal Goat Anti-Mouse
Immunoglobulins/HRP (Dako Products, Agilent, Santa Clara, USA) /Tween : Tween ® 20
[P1379-1L] (Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, Allemagne) / Réactifs de révélation
chimioluminescence : SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate [34075] (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, USA) / Tampon RIPA : RIPA Lysis Buffer 10X 100ML (Merck,
Darmstadt, Allemagne) / Inhibiteur de phosphatases : Phosphatase inhibitor cocktail 2 et
Phosphatase inhibitor cocktail 3 (Merck, Darmstadt, Allemagne) / Cocktail d’inhibiteurs de
protéases : cOmplete [11697498001] (Roche Diagnostics, Mannheirn, Allemagne) / Réactif
de dosage des protéines : Protein Assay Dye Reagent Concentration [500-0006] (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, USA) / Gels d’électrophorése : iD PAGE Gel, 4-12% (Eurogentec,
Liege, Belgique) / Tampon de migration : NUPAGE MOPS SDS Running Buffer (20X)
(Novex, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) / Appareil de transfert :iBlot™ Gel
Transfer Device (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA) / Membrane de nitrocellulose :
iBlot TM Transfer Stacks, nitrocellulose, regular size (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA) / Tampon de charge : Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)
/ B-mercaptoéthanol : 2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, Allemagne) /
Formaldéhyde : 16% Formaldehyde Solution (w/v) Methanol Free [28908] (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, USA) / Trypsine : Trypsin-EDTA (0.05%) phenol red (Gibco, Thermo
Fischer Scientific, Waltham, USA) / Anticorps CD68 : FITC Mouse Anti-Human CD68
[562117] (Becton Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, USA) / Cytometre : LSR Fortessa
X-20 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) .
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Extraction des monocytes humains depuis une poche de sang

Les monocytes humains sont extraits a partir de concentrés leuco-plaquettaires venant de
donneurs sains, préparés par 1’établissement francais du sang (EFS). Toutes les expériences
sont réalisées dans le respect de la législation frangaise sur 1’utilisation des produits du sang
(Article 93-5 du 4 Janvier 1993).

La veille de I’expérimentation, un tampon spécial « Miltenyi » est préparé avec 45ml de PBS +
2mM EDTA + 225ul de SVF. Le tampon est agité énergiquement et dégazé pendant la nuit a
4°C.

Le sang est d’abord dilué dans un volume équivalent de PBS + 2mM EDTA, puis centrifugé
pendant 20 minutes a 1000g et 20°C, avec des pentes d’accélération et de frein les plus faibles
possibles. Un anneau est formé par les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC)
pendant cette centrifugation. Il est aspiré et mis en suspension dans 45ml de PBS-EDTA, puis
centrifugé & 500g pendant 10 minutes. Le surnageant est ensuite éliminé et le culot repris a
nouveau dans 45ml de PBS-EDTA et centrifugé 15 minutes a 160g. Le culot est remis en
suspension dans 10ml de PBS+EDTA et passé a travers le filtre de séparation. Une numération
du total des PBMC isolées est effectuée et les cellules a nouveau centrifugées 10 minutes a
500g.

Le culot de cellules est repris dans un volume de 0.8ml du « Tampon Miltenyi » » par tranche
de 100 millions de PBMC. Les billes magnétiques sont ajoutées a cette suspension, a hauteur
de 100l par tranche de 100 millions de PBMC comptées, avec un maximum de 600ul. Apres
agitation, le mélange est incubé 15 minutes a 4°C avant d’étre rincé avec 15ml de « Tampon
Miltenyi » et centrifugé 10 minutes a 500g. Le culot est ensuite repris dans un volume 0.5ml de
« Tampon Miltenyi » par tranche de 100 millions de PBMC comptées. La colonne magnétique
est montée sur son support magnétique et est humidifiée avec 3ml de « Tampon Miltenyi »
avant d’y faire passer la suspension cellulaire. La colonne est ensuite lavée a trois reprises avec
3 ml de « Tampon Miltenyi ». L’écoulement sortant de la colonne pendant les lavages contient
les cellules CD14 négatives. Une fois les lavages terminés, la colonne est détachée du support
magnétique et installée sur un tube de collecte propre. Un volume de 5 a 7 ml de « Tampon
Miltenyi » est poussé a travers la colonne a 1’aide du piston dedie afin de récupérer les cellules
CD14 positives. Une numération cellulaire est réalisée pour déterminer le nombre de cellules

récoltées.
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Culture cellulaire

Les monocytes sont mis en culture dans du milieu RPMI 1640 (2% SVF, 1% L-Glutamine,
0.1% d’antibiotiques). Un ensemencement entre 2,5 — 5.10° cellules/cm? est souhaitable. Les
monocytes non différenciés ne sont pas gardés en culture plus de 48h. Les macrophages sont
obtenus en 7 jours, par différenciation des monocytes dans du milieu RPMI supplémenté de
10% SVF, 1% L-Glutamine, 0.1% d’antibiotiques et SOng/ml de GM-CSF. Un tiers du milieu
doit étre renouvelé aprés 3 jours d’incubation. Le milieu peut étre intégralement renouvelé,

apres le septieme jour, la veille des traitements.

Préparation du CSE

Le CSE est préparé en aspirant la fumée de deux cigarettes a I’aide d’une pompe péristaltique,
cette fumée est bullée dans 20ml de milieu de culture et filtrée au travers d’'une membrane de
0.2um. Le pH du milieu est ensuite ajusté a 7.0 en utilisant du NaOH ou HCI et I’absorbance a
326nm est ajustée entre 1.5 et 2.0 par dilution dans du milieu de culture. Cette solution ajustée
est considérée comme la solution mere a 100% de CSE et est utilisée pour préparer

extemporanément les dilutions a 2%, 4%, 8% et 10%.

Traitements

Les traitements avec le NGF sont réalisés a partir d’une solution stock a 100ug/ml, reconstituée
dans du PBS + 0,1% de BSA. Différentes BSA ont été utilisées a cet usage, notamment une
BSA « classique » de basse qualité et une BSA « ultrapure » de haute qualité, spécifiée avec un
faible taux d’endotoxines et acides gras. Les traitements avec le NGF sont effectués avec des
concentrations allant de 1 a 100ng/ml. Les traitements durent quelques minutes pour I’étude de
la phosphorylation des récepteurs, 6 heures pour I’étude des expressions d’ARNm, de 12 & 24
heures pour observer les libérations de cytokines dans les surnageants de culture et 7 jours pour
I’étude de la différenciation des monocytes. Pour les traitements de 7 jours, le protocole de
différenciation est suivi pour le NGF de la méme fagon qu’une différenciation classique avec
le GM-CSF. Le milieu est renouvelé a 3 jours et a 7 jours. Pour les puces a protéines, le LPS
ultrapur a éteé utilisé a 100ng/ml et le GM-CSF utilisé a 50ng/ml. Les traitements avec la BSA

seule ont eté realises sur des durées identiques aux traitements avec le NGF, avec des

150



concentrations calquées sur les quantités de BSA trouvées dans les traitements NGF. A noter
gu’en suivant les recommandations du fournisseur de NGF, une concentration de NGF de
100ng/ml est nécessairement associée a 1jug/ml de BSA. Le blocage de I’activité du NGF est
réalisé en suivant les traitements habituels, précédés d’une préexposition des cellules aux
inhibiteurs/anticorps pendant 1 heure. L’inhibiteur k252 a été utilisé dans des concentrations
allant de 30 & 300 nM, les anticorps anti-NGF, anti-p75NR et anti 1gG de lapin ont été utilisés
a 10pg/ml.

Les traitements avec le CSE ont été réaliseés sur des concentrations allant de 4 a 10% de CSE
associé ou non a du LPS & 0,1pg/ml, sur une durée de 24h. Les inhibiteurs de JAK/STAT
(AG490 et Ruxolitinib) ont été utilisés a des concentrations allant de 0,5uM a 25uM. La
condition contréle du solvant des inhibiteurs, le DMSO, a été mise en place a 0,0125% et
0,025%. Les inhibiteurs sont utilisés 2h avant 1’ajout des traitements CSE+LPS. La
dexaméthasone a été utilisée comme traitement anti-inflammatoire de référence. Les
traitements sont réalisés dans du milieu sans sérum, qui est retiré du milieu avant les traitements.
Au terme de tous les traitements, les surnageants sont récoltés, les tapis cellulaires secs et les

surnageants sont conservés a -80°C en attendant de procéder aux différentes analyses.

Test de viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire a été évaluée par un test au sel de tétrazolium (bromure de 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium) (MTT). Aprés les traitements, le milieu de
culture est aspiré et remplacé par du milieu contenant 0.5mg/ml de MTT. Aprés 1h d’incubation
(37°C et 5% de CO2 humidifié), le milieu est & nouveau aspire et remplacé par du DMSO pour
libérer le produit de la réaction. Aprés homogénéisation, I’absorbance a 540nm est mesurée. La
viabilité est exprimée en fonction de la valeur d’absorbance de la condition controle, normalisée

par la valeur d’absorbance d’un blanc ne contenant que du DMSO, sans cellules.

Dosage des cytokines par ELISA

La quantification ELISA est effectuée en se basant sur le protocole recommandé par le
fournisseur. Du PBS + 1% BSA est utilisé comme agent de saturation et comme diluant pour
les échantillons, les standards de gamme, les anticorps de detection, et pour la streptavidine-
HRP. Du H2S0O4 a 5% est utilise comme solution « Stop ».

151



Les surnageants peuvent étre dilués le cas échéant pour ne pas dépasser la fenétre de détection.
Cette fenétre varie d’une cytokine a I’autre, les surnageant trop concentrés ont donc été dilués
dans du PBS +1% BSA afin de permettre une quantification précise. Les intervalles de détection
des cytokines étudiées sont les suivants : IL-1p : 3.9-250pg/ml ; 1L-6 : 18.7-600pg/ml ; TNF-a
15.6-1000pg/ml ; IL-8 : 31.2-2000pg/ml ; /IMMP9 : 31.2-2000pg/ml ; TIMP1 : 31.2-2000pg

/ml

Puces a protéines

Les criblages par puces a protéines ont été réalisés en suivant les instructions du fournisseur.
Pour les puces a protéines permettant la quantification de cytokines 500ul de surnageant de
culture a été utilisé comme matrice pour I’incubation des membranes. Pour les puces a protéines
concernant les voies de signalisation, 500ug de protéines extraites du tapis cellulaire ont été
utilisés comme matrice pour I’incubation des membranes. Les valeurs d’expression relatives
des protéines/phosphorylations sont ensuite exprimées en fonction de la densité de pixels de
chaque emplacement d’anticorps. La normalisation est faite en fonction des valeurs

d’emplacements contréles positifs non spécifiques et d’emplacements contrdles négatifs.

Western-Blot

Pour I’étude par Western-Blot de nos échantillons, les protéines sont extraites dans du tampon
de lyse RIPA avec inhibiteur de protéases et inhibiteurs de phosphatases. Les cellules sont
dissociées mécaniquement sur glace, dans le tampon de lyse. La suspension cellulaire est
ensuite placée dans un microtube en agitation sur une roue pendant 30 minutes a 4°C et ensuite

centrifugées 5 minutes a 20 000g. Le surnageant est transféré dans un nouveau micro tube.

Les protéines sont quantifiées a ’aide du reéactif de Bradford selon les instructions du
fournisseur et a 1’aide d’une gamme de protéines avec un intervalle de quantification de
0.031mg/ml & 2mg/ml. Environ 40ug de chaque échantillon est préparé avec le tampon de
charge +5% de B-mercaptoéthanol et chauffe a 95°C pendant 5 minutes, avec le dépot sur le gel

d’électrophorese.

L’électrophorése est réalisée pendant 1 heure a 150v et 400mA dans des gels d’acrylamide
baignés dans un tampon NuPAGE MOPS SDS. Aprés la migration, le transfert sur une
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membrane de nitrocellulose est réalisé a 1’aide du dispositif de transfert rapide iBlot. Apres la
migration, la membrane est colorée au rouge ponceau pour Vérifier la qualité de la migration et
du transfert. Elle est ensuite lavée sous agitation dans du tampon TBST avant d’étre saturée
pendant 1 heure dans du TBS + 5% BSA. L’incubation avec I’anticorps primaire se déroule sur
la nuit a 4°C, sous agitation. Trois lavages au TBST sont effectués avant de procéder a
I’incubation de 1 heure avec I’anticorps secondaire. Apreés trois lavages supplémentaires, la
membrane est exposée aux réactifs de révelation par chimioluminescence pendant 5 minutes.
La membrane est ensuite disposée dans le lecteur UV et les clichés sont pris. L’évaluation semi-
quantitative de I’expression des protéines ciblées est effectuée par analyse d’image de la densité

de pixel sur les clichés effectués.

Cytométrie en flux

Apreés les traitements de différenciation, les cellules sont décollées avec de la Trypsine a
0.05%, puis centrifugées 5 minutes a 800g et re suspendues dans du Paraformaldéhyde a 4%
et incubées 15 minutes a 1’obscurité. Les cellules sont ensuite lavées au PBS et incubées 30
minutes, a I’obscurité, sur glace, avec le tampon de blocage (PBS 1X + 5% de SVF + 20ul
d’anticorps CD68). Les cellules sont ensuite lavées 2 fois avec un nouveau tampon (PBS 1X,
2.5% SVF, 2mM EDTA) et reconstituées dans du PBS pour passer au FACS et étre triées

selon le signal de I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) correspondant a I’anticorps CD68.
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Quantification des ARN messagers

Les ARN messagers sont extraits des cellules au terme des traitements en culture cellulaire.
L’extraction est réalisée en suivant les instructions de 1’équipement commercial « NucleoSpin
RNA ». Pour les modéles cellulaires contenant peu d’ARN comme les monocytes non
differenciés, plusieurs puits d’une méme condition sont rassemblés dans une méme colonne
d’extraction pour augmenter le rendement, la concentration et la pureté des ARN extraits. Aussi,
le volume d’¢élution final est diminué¢ de 50% afin de concentrer encore plus les ARN. Les

ARNmM sont quantifiés a 1’aide d’un spectrophotomeétre « Nanodrop ».

Les ARNm extraits sont ensuite rétro-transcrits en ADN complémentaire (ADNCc) grace aux
produits fournis par biotechne. Le programme du thermocycleur comprend 10 minutes a 25°C,
2 heures & 37°C puis 5 minutes & 85°C. A la fin du programme, les ADNc obtenus sont dilués

pour atteindre 2.5ng/pl.

La RT-gPCR est ensuite réalisée dans une plaque 384 puits avec un volume final de 10pl. Les
ADNCc sont d’abord déposés en triplicata technique pour un total de 5ng par puits. Le mélange
réactionnel (Sul de SYBR Green ; 300nM d’amorce sens et 300nM d’amorce antisens ; qsp 8l
avec H20 sans RNase) est dépose dans chaque puits. La plague est ensuite centrifugée 1 minute
a 150g avant d’étre insérée dans le thermocycleur. Le détail du protocole est résumé dans la
Figure 28. Les données obtenues sont normalisées avec le géne de ménage de la
Glyceéraldéhyde-3-phosphate deshydrogénase (GAPDH) selon la formule 2(-33Ct).

T(°Q) Montée initiale (x1) Amplification (x40) Courbe de dissociation (1x)
100 —p--- T gsec | 95 95°C G5o(
/ 10:00 | 16°C¢/s 00:15 [\ /00:15 | / 00:15
/ \ / /
75 . _\L6°C/s CJLECs | N\16Cls /0,05°C/s
/1,6°C)s / /
\_60°C |/ N, 60°C
so 50°C |/ ___0L:00
~02:00
1,6°C/s
25 -
0

Figure 28 : Paramétres des cycles d’amplification de RT-gPCR

Le thermocycleur commence son protocole en montant de la température ambiante a 50°C, qu’il maintient 2
minutes, puis monte a 95°C et maintient 10 minutes. Viennent ensuite 40 cycles d’amplification qui alternent 15
secondes & 95°C, suivis de 1 minute & 60°C. Le protocole se finit avec un dernier cycle qui permet d’établir la
courbe de dissociation de la cible amplifiée. Tous les changements de températures se font avec un gradient de
1.6°C/s, a ’exception du gradient de la courbe de dissociation, qui se fait a 0.05°C/s. Les mesures sont effectuées
par 'appareil a la fin de chaque cycle d’amplification, et pendant la dissociation finale.
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Liste des amorces

Séquence (5’ - 3%)
Nom Sens Antisens
IL1-B ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA GTCGGAGATTCGTAGCTGGA
IL-6 AAAGAGGCACTGGCAGAAAA TTTCACCAGGCAAGTCTCCT
IL-8 ACTGAGAGTGATTGAGAGTGGAC AACCCTCTGCACCCAGTTTTC
TNF-a GAGGCCAAGCCCTGGTATG CGGGCCGATTGATCTCAGC
CXCL-5 AGCTGCGTTGCGTTTGTTTAC TGGCGAACACTTGCAGATTAC
CCL-2 CAGCCAGATGCAATCAATGCC TGGAATCCTGAACCCACTTCT
MMP-9 AGACCTGGGCAGATTCCAAAC CGGCAAGTCTTCCGAGTAGT
TIMP-1 CTTCTGCAATTCCGACCTCGT ACGCTGGTATAAGGTGGTCTG
TIMP-2 GCTGCGAGTGCAAGATCAC TGGTGCCCGTTGATGTTCTTC
TIMP-3 CAGGTCGCGTCTATGATGGC AGGTGATACCGATAGTTCAGCC
TIMP-4 GCCAACAGCCAGAAGCAGTA AGGGCTCGATGTAGTTGCAC
NGF CCCAAGCCCACTGGACTAAA TCCACAGTAATGTTGCGGCT
TrkA TGGCTTGGCTGATACTGGCA CAGATGCTGCTGGTTCTCGAT
p75NTR AAGCTTCTCAACGGCTCTGC GAGTCTATGTGCTCGGGCTG
GAPDH ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG GCCATCACGCCACAGTTTC

Tableau 1 : Liste des amorces utilisées

Test de captation de microspheres

L’évaluation de la capacité de captation des microsphéres a été réalisée en aspirant le milieu de
culture au terme des traitements et en en remplagant par du milieu contenant 10ul/ml de
microsphéres pendant une nuit. Le milieu de culture est ensuite aspiré et lavé avec du PBS avant
de mesurer la fluorescence 520 nm (excitation a 485nm). La capacité de captation est

représentée par la moyenne de fluorescence.

Analyses statistiques

Les jeux de données contenant plus de 2 conditions ont été analysés par ANOVA 1 voie, non
paramétrique (Kruskal-Wallis) suivie d’un post-test de Dunn. Les jeux de données ne contenant
que 2 conditions a comparer ont été soumis a un t-test non paramétrique (Mann-Whitney). Le
seuil de significativité a été placé a p < 0.05. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées

sur le logiciel GraphPad Prism (version 8.0, GraphPad, USA).
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Abstract: Human hepatoma HepaRG cells express most drug metabolizing enzymes and constitute
a pertinent in vitro alternative cell system to primary cultures of human hepatocytes in order to
determine drug metabolism and evaluate the toxicity of xenobiotics. In this work, we established novel
transgenic HepaRG cells transduced with lentiviruses encoding the reporter green fluorescent protein
(GFP) transcriptionally regulated by promoter sequences of cytochromes P450 (CYP) 1A1/2, 2B6 and
3A4 genes. Here, we demonstrated that GFP-biosensor transgenes shared similar expression patterns
with the corresponding endogenous CYP genes during proliferation and differentiation in HepaRG
cells. Interestingly, differentiated hepatocyte-like HepaRG cells expressed GFP at higher levels
than cholangiocyte-like cells. Despite weaker inductions of GFP expression compared to the strong
increases in mRNA levels of endogenous genes, we also demonstrated that the biosensor transgenes
were induced by prototypical drug inducers benzo(a)pyrene and phenobarbital. In addition, we used
the differentiated biosensor HepaRG cells to evidence that pesticide mancozeb triggered selective
cytotoxicity of hepatocyte-like cells. Our data demonstrate that these new biosensor HepaRG
cells have potential applications in the field of chemicals safety evaluation and the assessment of
drug hepatotoxicity.

Keywords: HepaRG cells; cell-based biosensors; cytochromes P450; drug screening; hepatotoxicity

1. Introduction

The liver plays a crucial role in the biotransformation and elimination of chemicals, pollutants and
drugs since the normal hepatocytes express a large panel of phase I, Il and III metabolism enzymes [1]
that catalyze the conversion of endogenous toxins and xenobiotics in hydrophilic products that are
more easily eliminated in urine and bile. As a consequence, the liver that accumulates noxious
compounds is also a main target of toxicity triggered by xenobiotics themselves and their down-stream
reactive metabolites as demonstrated by the fact that a frequent cause for the market withdrawals of
approved medications is the liver toxicity evidenced by the pharmacovigilance agencies after initial
drug approval [2].
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The establishment of metabolism pathways and the toxicity assessment of xenobiotics are
technically difficult, often expensive and time-consuming processes that require the use of both in vitro
cell systems [3] and in vivo animal models prior to any clinical trials in humans [4]. Among the
different in vitro hepatic cell systems available, primary cultures of human hepatocytes are recognized
as the most pertinent cell systems to accurately predict metabolism pathways and regulat phase I, Il and
IIT enzyme expressions and hepatotoxicity by synthetic compounds [1,4,5]. However, primary cultures
of hepatocytes have several drawbacks considerably limiting their use. These cells are isolated from
surgical biopsies of patients suffering from hepatic diseases, which lead to great variations in metabolic
activities including enzymes involved in drug metabolism such as the cytochrome P450 enzymes
(CYP). Furthermore, the reproducibility of the experiments is impaired by the fact that hepatocytes are
isolated from different donors with variations in age, liver diseases and treatments [1,4]. In addition,
the hepatocytes in primary cultures have a short lifespan. Thus, because of all these drawbacks as well
as the relative shortage in human biopsies and the constraining ethical regulation, a limited number of
laboratories have access to these culture models.

The hepatoma cell lines represent an attractive alternative to the use of human hepatocytes
in primary culture to study the toxicity [3] and genotoxicity of xenobiotics [4,6]. These cell lines,
however, express drug metabolism enzymes at low levels compared to normal hepatocytes in the
liver and in primary cultures [1,7]. To circumvent this drawback, subclones of hepatoma cells have
been derived such as HBG [8] and HepG2C3A that express higher amounts of at least some CYP [9].
Similarly, recombinant hepatoma cell lines have been generated through stable transfection of genes
encoding drug metabolism enzymes [10] or liver-specific transcription factors driving transcription of
liver-specific functions [11]. Most hepatoma cell lines show, however, reduced expression levels of
phase I and II enzymes and limited induction upon treatments with their canonical xenobiotic inducers.

The human hepatoma HepaRG cells are bipotent hepatic progenitors actively proliferating at
low density but are capable of differentiating into biliary- and hepatocyte-like cells when kept as a
confluent cell monolayer in appropriate culture medium [12]. This cell model represents a unique
in vitro cell system to investigate the molecular signalling pathways controlling the hepatocyte
differentiation [13,14]. Moreover, HepaRG hepatocyte-like cells that express most of the major phase
I, II and IIT enzymes [15-17] provide a valuable in vitro alternative model to primary cultures of
hepatocytes and are used worldwide for studying the metabolism [15,18,19], drug toxicity [20,21] and
genotoxicity of xenobiotics [4,22,23].

In the assessment of drug hepatotoxicity, an important aspect is the induction of drug metabolism
enzyme expressions by xenobiotics in order to evidence the activation of metabolic pathways [4].
Beyond the study of the drug metabolisms, the expression of phase I and II in human hepatocytes
is also strongly regulated by endogenous noxious compounds, hormonal factors such as growth
factors and cytokines [24,25], and hypoxia [19]. In order to study the regulation of expression of drug
metabolism genes, the mRNA and/or protein levels must be measured and, when an assay is available,
the quantification of their enzymatic activity is performed. These experiments require relatively
large amounts of cells and analytical measurements or molecular biology experiments that are labour
intensive. To overcome these problems, rapid high-throughput cell-based assays that measure cell
responses and gene induction are being developed to provide early warning on metabolic pathway
activations and toxicity [4]. Among these assays, whole cell biosensors in HepaRG [21,26,27] and
HepG2 [26-29] hepatoma cell lines have been developed in order to detect mitochondrial dysfunction,
toxicity, metabolism and genotoxicity [4].

In the present study, we describe the development and validation of whole cell-based biosensor
recombinant hepatoma HepaRG cells that were transduced with lentiviral particles carrying the partial
gene promoters of CYP1A1/2, 2B6 and 3A4, driving the transcription of the reporter Green Fluorescent
Protein (GFP). Characterization of these CYP1A1/2-, 2B6- and 3A4-GFP transgenic biosensor HepaRG
cells demonstrated that GFP expression correlated with the expression levels of liver-specific functions.
Furthermore, the treatment of biosensor HepaRG cells with prototypical inducers of CYP via xenobiotic



Sensors 2019, 19, 2245 30f17

responsive elements present in their promoters, benzo(a)pyrene and phenobarbital, induced the GFP
expression levels. In addition, we demonstrated that differentiated CYP1A1/2, 2B6 and 3A4 biosensor
HepaRG cells can be used to show selective hepatocyte toxicity following exposure to hepatotoxic
compounds such as the mancozeb.

2. Materials and Methods

2.1. Reagents

Benzo(a)pyrene (B(a)P), thioacetamide, mancozed and insulin were purchased from Sigma-Aldrich
(Saint Quentin Fallavier, France). Phenobarbital (PB) was provided by Sanofi-Aventis (Gardenal).
William’s E medium was purchased from Eurobio (Les Ulis, France). Fetal calf serum (FCS) was
obtained from Lonza (Levallois-Perret, France). Penicillin, streptomycin and L-glutamine were
purchased by Life Technologies (Saint Aubin, France).

2.2. HepaRG Cell Culture

HepaRG cells were seeded at a density of 3 X 10* cells/cm?. These cells were cultured in William’s
E medium supplemented with 10% of FCS, 5 pg/mL insulin, 2 mM L-glutamine, 50 units/mL penicillin,
50 pg/mL streptomycin and 50 uM Hydrocortisone hemisuccinate sodium salt. Two weeks after plating,
the cells were maintained for 2 more weeks in the same William’s E medium further supplemented with
2% dimethylsulfoxide (DMSO) in order to obtain the full hepatocyte differentiation [13,30]. For half
maximal inhibitory concentration (ICs() assays, parental differentiated HepaRG cells were exposed to
various concentrations of thioacetamide (1 to 250 mM) and mancozeb (2.5, 5 and 22.5 uM) for 24 h.
For the induction of selective cytotoxicity, CYP-GFP biosensor HepaRG cells were treated with 3.5 uM
of mancozeb for 24 h.

2.3. GFP Reporter Dene Constructs.

DNA fragments corresponding to the 5" flanking region of Homo sapiens CYP1A1/CYP1A2 locus
(bidirectional 5" flank CYP1A1/2 promoter region) (—1679/+80 base pairs upstream of exon 1), CYP2B6
gene (—1995/+1 base pairs) and distal CYP3A4 gene enhancer region (—1429/+1 base pairs) were cloned
into the lentiviral expression pLV-GFP vector upstream of the GFP reporter gene (Supplementary
Material 1 for promoter sequences). The CYP3A4 promoters have been previously described [19,31,32].

2.4. Lentiviral Infection and Selection of Biosensor HepaRG Cells.

The CYP1A1/2, CYP2B6 and CYP3A4 promoter sequences were subcloned into the lentiviral
expression pLV-GFP backbone upstream of the GFP reporter genes using the Kpnl (5" end) and Sacl
(3" end) restriction sites. The production of lentiviral particles was performed in HEK293T packaging
cell line (Vectalys, Toulouse, France). Proliferating progenitor HepaRG cells seeded in 24-well plates
were infected for 48 h at a multiplicity of infection of 5, 24 h after plating the cells. After 2 days,
the mediums were discarded and cell monolayers were washed with regular medium. Two weeks
later, GFP positive hepatocyte-like HepaRG cells were sorted by flow cytometry. These GFP positive
cells were expanded and frozen prior to further experiments.

2.5. Immunoblotting Blotting

For immunoblotting, culture medium was discarded and adherent cells were washed once with
cold PBS and lyzed in the dish wells using lysis buffer: 50 mM HEPES pH 7.9, 150 mM, NaCl,
0.1 mM EDTA, 10% glycerol, 0.5% Tween 20 supplemented with protease inhibitors (EDTAfree, Roche).
Following a brief sonication, total protein contents of cell extracts were quantified using Biorad protein
reagent assay. For immunoblotting, 20 pug of protein was separated on NuPAGE® Novex® Bis-Tris
4-12% gels kit (Invitrogen) and transferred to PVDF membranes (Trans-blot® Turbo™ Transfer System,
Biorad) prior to immunoblotting using the following primary antibodies: CYP3A4 (anti-human
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CYP3A4 rabbit polyclonal antibody, AB1254, Millipore Sigma), CYP1A1/2 (anti-human CYP1A1/2
mouse monoclonal antibody, ABIN614141, Daiichi Pure Chemicals Co., Tokyo, Japan) and CYP2B6
(anti-human CYP2B6 rabbit polyclonal antibody, MBS9409762, Daiichi Pure Chemicals Co., Tokyo,
Japan), CYP2E1 (anti-human CYP2B6 rabbit polyclonal antibody, PA26, Oxford Biomedical, MI, USA),
GSTA1 and Mu (Biotrin, Dublin, Ireland), albumin and transferrin (Kent laboratories, WA, USA),
HSC70 (B-6, sc-7298, Santa Cruz Biotechnology), GFP (mAb 8758, Abnova), and cyclin A (anti-human
cyclin A rabbit polyclonal antibody, H-432, sc-751, Santa Cruz Biotechnology). Primary antibodies
were detected using secondary goat or rabbit antibodies coupled to horseradish peroxidase (Dako,
Denmark), and detection of the immune complex was performed by chemiluminescent detection
(Pierce™ ECL Substrate). The signals were quantified with scanning densitometry using the Quantity
One software program (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Densitometry data were normalized
with the loading control HSC70.

2.6. RNA Expression by RetroTranscription Quantitative Polymerase Chain Reaction

After discarding the culture medium and brief washing with cold PBS, cells were lysed in dish
wells and the total RNA was extracted using a Macherey-Nagel NucleoSpin® RNA kit. Following
elution, quantification of total RNAs was performed by measuring the optical density at 260 nm. Then,
reverse transcription was performed using 500 ng of total RNAs and High capacity cDNA reverse
transcription kit (Applied Biosystems). The RNA expression levels of specific genes were measured
with SYBR Green PCR Master Mix kit (Applied Biosystems) using the ABI PRISM 7900HT instrument.
TATA Binding Protein (TBP) genes were used as normalizing genes. Primers sequences are shown in
Table 1:

Table 1. Forward and reverse primers used for quantitative PCR.

Forward Reverse
CYP1A1 TCTTCCTTCGTCCCCTTCAC ACACCTTGTCGATAGCACCA
CYP2B6 TTCCTACTGCTTCCGTCTATC GTGCAGAATCCCACAGCTCA
CYP2E1 TTGAAGCCTCTCGTTGACCC CGTGGTGGGATACAGCCA
CYP3A4 CTTCATCCAATGGACTGCATAAA  TCCCAAGTATAACACTCTACACACACA
CK19 TTTGAGACGGAACAGGCTCT AATCCACCTCCACACTGACC
GFP ACAACAGCCACAACGTCTAT GGGTGTTCTGCTGGTAGTG
TBP GAGCTGTGATGTGAAGTTTCC TCTGGGTTTGATCATTCTGTA

2.7. Fluorescence Microscopy and Flow Cytometry Analyses.

The cellular DNA was stained using the BD Cycletest™ Assay (BD Biosciences) and detected
using a FACSCalibur™ equipment (BD Biosciences) using the CellQuest™ software. The DNA content
was analyzed for 5000 cells. Percentages of cells in G0/G1, S and G2/M phases was established using
the ModFit LT™ software (Supplementary Materials). The GFP was detected in HepaRG cells by
fluorescence microscopy using Zeiss Inverted Microscope, and photographs were analyzed with the
AxioVision Software. The quantification of GFP was carried out by flow cytometry: The cells were
detached with trypsin and resuspended in William’s E medium containing FCS. The fluorescence
intensity of 10,000 cells was analyzed with a Becton Dickinson le LSRFortessa™ X-20 (cytometry core
facility of the Biology and Health Federative research structure Biosit, Rennes, France) to measure
the fluorescence of the GFP positive cells. Flow cytometry data were analyzed using DIVA software
(Becton Dikinson).

2.8. Statistical Analyses

The Results were expressed as mean + SD (the standard deviation) of two or three independent
experiments including three to six independent culture wells. Statistically significant variations after
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treatment were compared with controls using Student’s test with Excel software; * p value < 0.05,
**p <0.01 and ** p < 0.001.

3. Results
3.1. Subsection

3.1.1. Expression of Phase I and II Enzymes in HepaRG Hepatocyte-Like Cells.

The most appropriate procedure to expand HepaRG cells is to culture them over 2 weeks between
two passages (Figure 1A). As previously reported [4,12-14], HepaRG cells actively proliferate during the
first 8 to 10 days after seeding as confirmed by the increasing cell counts and the high numbers of cells
in S and G2/M phases during this period (Figure 1B,C). Two weeks after cell seeding, the proliferation
activity strongly decreased and over 95% of cells became quiescent (G0/G1 phase) while nearly 50% of
quiescent HepaRG cells committed toward the hepatocyte-like cell lineage as demonstrated by the
appearance of well-defined colonies of hepatocytes and the high expression of albumin detected by
immunoblotting (Figure 1D).

To further enhance the expression of hepatocyte-specific functions, especially cytochrome P450’s,
committed HepaRG are cultured for 2 more weeks with culture medium supplemented with 2% DMSO.
Hepatocyte-like cells complete their differentiation and undergo drastic morphological changes to
give rise to well-defined colonies of hepatocytes characterized by a dark cytoplasm, a large nucleus
with a single nucleolus, and functional neo-canaliculi (Figure 1A), while the overall cell number is
slightly reduced following DMSO treatment (Figure 1B). In most reports, the expression of liver-specific
functions in HepaRG cells has been investigated at the mRNA levels [14] and/or by the quantification
of drug metabolism enzyme’s catalytic activities [15]. In our study, we studied the expression of several
phase I and II proteins by immunoblotting during a 31-day time-course to establish their sequential
activation during the first 2 weeks of expansion and the 2 weeks of stimulation by DMSO treatment
(Figure 1D). The proliferation was correlated with the expression of the cyclin A from day 1 to day 8
after cell seeding. Confluent cells detached by trypsin and seeded at low density (day 0) express high
levels of albumin, confirming that HepaRG cells are committed to the hepatocyte lineage. The albumin
expression was decreased during the active phase of proliferation between days 1 and 8 and increased
until day 14. The addition of DMSO to the culture medium did not further enhance its expression.
In contrast, transferrin, another plasma protein secreted by the hepatocytes, was barely detectable in
proliferating and quiescent HepaRG cells during the first 2 weeks post-seeding. Its expression was
induced by the DMSO treatment since at day 31, in absence of DMSO, the transferrin was expressed
at very low levels. The GSTA1 and GST Mu were expressed in proliferating cells; their expression
increased when cells became quiescent and the treatment by DMSO did not significantly increase their
expression levels. In contrast, the expressions of the CYP1A1/2, CYP2E1, CYP3A4 and CYP2B6 had very
low levels in quiescent cells at day 14, were undetectable during proliferation, and strongly increased
in HepaRG hepatocyte-like cells upon stimulation by DMSO. Our data confirmed the commitment to
the hepatocyte lineage following an active phase of proliferation, and full hepatocyte differentiation
during the 2-week treatment by DMSO [4].
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Figure 1. Proliferation and differentiation of HepaRG cells. Morphology in phase contrast of HepaRG
cells at different stages of differentiation after plating (A). At day 1: bipotent progenitors at low density;
1 day after trypsination; subconfluent HepaRG cells at day 7 after trypsination, committed HepaRG
hepatocyte-like (Hep) and biliary (BC) cells at day 14 post trypsination; and highly differentiated
hepatocyte-like HepaRG and biliary cells 30 days after passage. To obtain full differentiation, cells
were maintained for 2 weeks in culture medium supplement with 2% DMSO. Scale bar: 100 pm. Time
course of cell counts of HepaRG cells at different times after cell plating (B). Percentages of cells in
the different phases of the cell cycle (DNA content: G0/G1, S and G2/M) measured by flow cytometry
at different times after cell plating (C). Immunoblotting of cyclin A, albumin, transferrin, CYP2B6,
CYP2E1, CYP3A4, CYP1A1/2, GST Mu, GSTA1 and HSC70 used as a loading control, during the
proliferation and differentiation of HepaRG cells (D). Densitometry analysis of CYP1A1/2, 2B6 and
3A4 immunoblottings at days 14 and 31 expressed in fold change compared to expression at day 1 and
normalized with HSC70 protein levels (E).

3.1.2. Establishment of Biosensor HepaRG Cells

In order to establish stable CYP1A1/2, CYP2B6 and CYP3A4 biosensor HepaRG cells, we subcloned
the partial promoter sequences of the CYP1A1/2, CYP2B6 and CYP3A4 (Supplementary Materials) in
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the lentiviral pLV-GFP backbone expression vector (Figure 2). The CYP promoters were thus supposed
to regulate the transcription of the GFP open reading frame and to allow the expression of GFP detected
in situ by fluorescence microscopy and by flow cytometry to quantify the fluorescence intensities in
HepaRG cells.
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Figure 2. Schematic representation of CYP’s promoter constructs and establishment of biosensor
HepaRG cell lines. CYP1A1/2 (A), CYP2B6 (B) and CYP3A4 (C) promoters were used in GFP reporter
constructs. Visualization of the GFP by fluorescent microscopy and quantification of GFP fluorescent
intensity by flow cytometry (charts) in the promCYP1A1/2-, CYP2B6- and CYP3A4-GFP HepaRG
biosensor cells at day 2 after plating (progenitor HepaRG cells); at day 14 when confluent HepaRG
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cells have committed to biliary/cholangiocyte (BC) or hepatocyte (Hep) cell lineages; and at day 28 in
differentiated HepaRG cells following 2 weeks of culture in DMSO-supplemented culture medium.
Scale bar: 400 pm. Statistics: Fluorescence intensities were significantly higher in cells at day 14
(* p value < 0.05 and ** p < 0.01) versus cells at day 2, and in cells at day 28 (§ p value < 0.05 and
S p < 0.01) versus cells at days 2 and 14.

After lentiviral transduction and selection of recombinant cells stably transduced, we studied
the expression of the GFP in these derived HepaRG cell lines in order to evaluate the patterns of
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transcription of the different CYP promoter-GFP transgenes during the proliferation and differentiation
processes taking place over 30 days after cell splitting (protocol described in Figure 1). The GFP
expression was detected in situ by fluorescent microscopy and quantified by flow cytometry (Figure 2).
Visualization of the GFP by fluorescent microscopy demonstrated the low transcriptional activities of
the CYP1A1/2, CYP2B6 and CYP3A4 promoters within the integrated lentiviral transgene at day 2
after HepaRG cell seeding. For all the transgenes, the GFP expression increased at days 14 and 28 after
stimulation by DMSO and was much stronger in colonies of hepatocyte-like cells compared to the very
low intensity of fluorescence detected in cholangiocyte-like cells.

These data of in situ GFP visualization were confirmed by the GFP protein detection by Western blot
(Figure 3A). A time-course analysis of the GFP expression in the CYP1A1/2-, CYP2B6- and CYP3A4-GFP
HepaRG biosensor cells was performed and compared to the expression of the corresponding
endogenous CYP proteins. Immunoblotting showed very similar expression patterns for the GFP
and the corresponding endogenous CYP (Figure 3A), demonstrating that the endogenous CYP gene
and the corresponding transgene containing the CYP promoter driving the GFP expression shared
similar transcriptional regulation during the process of proliferation and differentiation in the HepaRG
cells [4].

Cultures of differentiated HepaRG cells include both hepatocyte- and cholangiocyte-like HepaRG
cells. To further demonstrate that GFP was mainly expressed in hepatocyte-like HepaRG cells and
not in cholangiocytes, the two cell types were selectively detached using mild trypsinization as
previously described [13], and fluorescence intensity was analyzed (Figure 3B). Enriched cultures of
hepatocyte-like HepaRG cells showed high levels of fluorescence while the GFP expression was much
lower in cholangiocyte-like cells.
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Sensors 2019, 19, 2245 9o0f 17

Prom CYP3A4-GFP

B Contrast

Lo, T 3

W 0
FITCA

Cholangiocytes-like HepaRG cells

Figure 3. Correlated expression of GFP and endogenous CYP1A1l, CYP2B6 and CYP3A4.
Immunoblotting of endogenous CYP1A1, CYP2B6 or CYP3A4 and GFP in promCYP1A1-, CYP2B6-
and CYP3A4-GFP HepaRG cells (A). HSC70 was used as loading control. Expression of GFP in
hepatocytes-like and cholangiocytes-like HepaRG cells in enriched cell populations (B). Both cell
types were selectively detached from differentiated CYP3A4-GFP biosensor HepaRG cells using a
mild-trypsin detachment protocol previously described [13], and GFP expression was visualized by
fluorescence microscopy and quantified by flow cytometry. Scale bar: 200 pm.

3.1.3. Induction of GFP Expression in Biosensor HepaRG Cells by Xenobiotics

We next compared the expression of endogenous CYP genes at the mRNA levels and the GFP
expression by flow cytometry following treatment with prototypical inducers of CYP450 genes in
differentiated biosensor HepaRG cells (Figure 4). Differentiated biosensor HepaRG cells were treated
for 48 h with benzo(a)pyrene B(a)P at 5 uM and phenobarbital (PB) at 1.5 mM, then, the expression
of endogenous CYP1A1, 2B6 and 3A4 mRNA was analyzed by RT-qPCR (Figure 4A). The CYP1A1/2
mRNA levels were strongly and significantly induced (~350-fold) by B(a)P and to a much lesser extent
by PB (~3.7-fold). The expression of CYP2B6 and CYP3A4 showed a 30- and 50-fold increase after
treatment by PB, respectively, while B(a)P led to a 2.7 increase in CYP3A4 expression and no effect on
CYP2B6 mRNA levels [4].

We next evaluated the induction of GFP expression by flow cytometry in the same biosensor
HepaRG cells following treatments with B(a)P and PB (Figure 4B). Despite much weaker inductions
(three- to four-fold) in GFP expression compared to the strong inductions of endogenous CYP mRNAs
(Figure 4A), we showed that CYP1A1/2-GFP reporter transgene was also significantly induced by B(a)P
with a three- to four-fold increase in fluorescence intensities in biosensor hepatocyte-like HepaRG cells
while the fluorescence was not significantly induced by PB. Conversely, the CYP2B6 and CYP3A4-GFP
reporter transgenes were significantly induced by PB with three to four-fold increases in fluorescence
intensities but not by B(a)P.
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Figure 4. Induction of GFP expression in biosensor HepaRG cells by drugs. Expression levels of
endogenous CYP1A1, CYP2B6 and CYP3A4 mRNAs in biosensor HepaRG cells (A). HepaRG cells were
treated for 24 h with prototypical inducers of CYP genes, the phenobarbital (PB) and Benzo(a)pyrene
(B(a)P). The endogenous CYP1A1, CYP2B6 and CYP3A4 RNA expression levels were studied by
quantitative PCR and results were expressed as fold changes compared to untreated control cells.
Quantification of the GFP expression by flow cytometry in promCYP1A1/2, CYP2B6 and CYP3A4-GFP
biosensor HepaRG cells following treatments with B(a)P and PB (B). Results were expressed as fold
changes in fluorescence relative to the signal measured in untreated control cells (Ctrl) arbitrarily set as
1. Statistics: * p value < 0.005, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

3.1.4. Detection of Selective Hepatocyte-Like Cytotoxicity

A main feature of the progenitor HepaRG cells is their ability to differentiate into two hepatic
lineages leading to a differentiated coculture model of hepatocyte- and cholangiocyte-like cells (Figure 1).
Thus, we next evaluated whether the CYP-GFP biosensor HepaRG cells could be used to evidence
selective cell death of hepatocyte-like HepaRG cells triggered by drugs known to induce hepatocyte
toxicity. We selected two hepatotoxic fungicides, the thioacetamide-inducing centrolobular hepatocyte
necrosis in vivo [33-35] and the mancozed triggering necrosis/apoptosis in rat liver [36] and in HepG2
hepatoma cells [37].

In order to determine whether these two compounds induce the cell death of differentiated HepaRG
cells, the morphological alterations were monitored and a cell viability was assayed by measuring the
ATP content following treatments by increasing the concentrations of thioacetamide and mancozed
(Figure 5). Twenty-four hours after exposure to 2.5 uM or higher concentrations of mancozeb, colonies
of hepatocyte-like HepaRG cells were disrupted with cells that rounded up while cholangiocyte-like
cells remained adherent (Figure 5A). This observation suggested a selective hepatocyte toxicity induced
by the mancozeb. This conclusion was strengthened by the dose-dependent decrease in ATP content at
2.5 and 7 uM with a half maximal inhibitory concentration (IC50) at 5 pM =+ 0.5 (Figure 5B). The highest
dose of 22.5 uM did not further reduce the ATP content, confirming that a large fraction of the HepaRG
cell population was resistant to very high doses of mancozed. In contrast, the thioacetamide induced
a dose-dependent decrease in ATP content leading to complete cell death of all the HepaRG cells
for concentrations higher than 100 mM, demonstrating that thioacetamide triggers cell death of both
cholangiocytes- and hepatocyte-like HepaRG cells (Figure 5A).
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Figure 5. Viability of differentiated HepaRG cells upon treatment by thioacetamide and mancozeb.
Viability of HepaRG cells following a 24 h exposure to various concentrations of thioacetamide (1 to
250 mM) and mancozeb (2.5, 5 and 22.5 pM) was evaluated by phase contrast microscopy (A) and by
measuring the relative ATP content compared to untreated control cultures (B).

To further evaluate whether the promCYP1A1/2-, CYP2B6- and CYP3A4-GFP biosensor HepaRG
cells could be used to detect selective hepatocyte cytotoxicity, differentiated HepaRG cell cultures
were then treated with mancozeb for 24 h and the GFP expression was visualized by fluorescence
microscopy (Figure 6) and quantified by flow cytometry (Figure 7). As previously observed (Figure 5),
the mancozeb induced a strong alteration of hepatocyte-like HepaRG cell colonies visible in phase
contrast and fluorescence microscopy with a reduction of the GFP expression in promCYP1A1/2-,
promCYP2B6- and promCYP3A4-GFP biosensor cells (Figure 6A-C and Figure 7A-C). Quantification
by flow cytometry showed a 40 to 50% decrease in GFP mRNA expression levels and fluorescence
intensity in mancozeb-treated GFP biosensor cells (Figure 7). The decrease in GFP expression also
correlated with the strong reduction in the mRNA expression levels of endogenous hepatocyte-specific
genes CYP3A4 and CYP2E1 following exposure to mancozed in the GFP-biosensor HepaRG cells.
In contrast, the mRNA expression levels of the cytokeratin 19, which are expressed at higher levels
in cholangiocytes- than in hepatocyte-like HepaRG cells [13], did not decrease upon treatment by
mancozeb (Figure 7).
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Figure 6. Selective toxicity of the mancozeb towards CYP-GFP biosensor hepatocyte-like HepaRG
cells. Phase contrast microscopy (upper panels) and detection of GFP by fluorescence microscopy
(lower panels) in promCYP1A1/2 (A), promCYP2B6 (B) and promCYP3A4 (C) biosensor HepaRG
cells exposed to mancozed for 24 h. Scale bar: 400 um. BC: biliary- or cholangiocytes-like cells, Hep:
hepatocyte-like HepaRG cells.
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Figure 7. Selective toxicity of toxic compounds towards hepatocyte-like HepaRG cells. The mRNA
expression levels of endogenous CYP3A4, CYP2EI], cytokeratin 19 (CK19) and GFP were evaluated by
RT-gPCR, and the GFP fluorescence intensities were measured by flow cytometry in promCYP1A1/2-
(A), promCYP2B6- (B) and promCYP3A4 (C) biosensor HepaRG cells either untreated (control cells) or
exposed to mancozed for 24 h. The mRNA expression levels in control cells were arbitrarily set as 1
while the mean of fluorescence in control cells was set as 100%. Statistics: * p value < 0.005, *** p < 0.001.

These data indicated that mancozeb induced cell death preferentially in promCYP1A1/2-,
promCYP2B6- and promCYP3A4-GFP biosensor hepatocyte-like HepaRG cells while cholangiocyte-like
cells showed no major morphological changes.

4. Discussion

The most relevant feature of the hepatocyte-like HepaRG cells is their remarkable levels of
expression of most specific liver functions since nearly 90% of the genes found expressed in primary
culture of human hepatocytes are also expressed in differentiated HepaRG cells [38]. In addition, these
cells exhibit a high metabolism capacity with very active mitochondrial oxidative phosphorylation [39]
and xenobiotic metabolism [22,40,41]. This unique cell model has been used to develop whole
cell biosensors [21,26,27] for studying gene inductions activation of the hepatic metabolic pathway
and cytotoxicity. We have also recently developed an original transfection procedure to efficiently
introduced exogenous DNA in hepatocyte-like HepaRG cells [42]. This protocol was used to transfect
in differentiated HepaRG-like hepatocytes a biosensor plasmid expressing the luciferase reporter gene
under the transcriptional control of a consensus Xenobiotic Responsive Element motif and a minimal
promoter. This transgene transiently expressed was able to sensor the induction of the Xenobiotic
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Responsive Element (XRE) following treatments by the drug-activating transcription factor, binding to
the consensus xenobiotic responsive element sequence through the detection of luciferase activities [42].

This initial study prompted us to develop new biosensor HepaRG cell lines. Because of the
raising interest in hepatocyte-like HepaRG cells for drug metabolism studies [40,41] and for analyzing
the process of differentiation from hepatic progenitors towards hepatocytes, we herein report the
establishment of three recombinant HepaRG cell lines that express the GFP under the transcriptional
control of partial promoters of CYP1A1/2, CYP2B6 and CYP3A4 genes. We demonstrated that the
CYP-GFP transgenes and the corresponding endogenous CYP genes shared similar expression patterns
during proliferation and differentiation of HepaRG cells. As expected, differentiated hepatocyte-like
HepaRG cells expressed GFP at higher levels compared to cholangiocyte-like cells. The prototypical
drug-inducers benzo(a)pyrene and phenobarbital trigger the induction of GFP expression in prom-CYP
biosensor HepaRG cells, which, however, remained in much lower magnitudes compared to the
strong increases in mRNA levels of corresponding endogenous CYP genes detected by RT-qPCR.
We and others have previously reported similar levels of inductions (3- to 10-fold) of such reporter
genes [26,27,42]. These limited induction rates can be explained by the use of partial promoter gene
sequences that most likely lack some of the regulatory elements such as distant enhancer sequences.
In addition, the loci of the transgene insertions may also play an important role in the transcriptional
regulation of the reporter gene. Furthermore, the CYP1A1/2-, CYP2B6- and CYP3A4-GFP biosensor
HepaRG lines established in our study are pools of GFP positive cells. Individual clones could be
further derived to isolate cells with higher rates of induction by drugs. Nevertheless, the pattern of GFP
expression during differentiation of HepaRG cells correlated well with the expression of endogenous
CYP proteins, and the induction by drugs observed in CYP1A1-, CYP2B6- and CYP3A4-GFP biosensor
HepaRG cells was reproducible.

We also used the differentiated CYP-GFP biosensor HepaRG cells to evidence that the mancozeb
triggered selective cytotoxicity of hepatocyte-like cells while cholangiocyte-like cells were not strongly
affected by the treatment. In contrast, the thioacetamide induced a strong cytotoxicity towards both
hepatocyte- and cholangiocyte-like HepaRG cells as previously reported in vivo and in vitro in primary
cultures of rat hepatocytes [34,35].

These HepaRG cell-based biosensor systems present two major advantages. The CYP-GFP
biosensor transgenes are integrated in the genome of HepaRG cells, leading to stable GFP expressions
in these metabolically competent hepatoma cells that allow for the detection of the indirect-acting
compounds on CYP expression without the use of exogenous metabolic activation. In addition,
the variations in GFP fluorescence intensities of the GFP can be performed either by direct in situ
fluorimetry quantification in culture microplates or by flow cytometry, which provide in both cases
easy handling and data acquisition.

Together, our data demonstrated that the novel transgenic biosensor HepaRG cells described
in this manuscript could be pertinent cell models for potential applications in the evaluation of
xenobiotic safety and the assessment of drug hepatotoxicity. Further experiments are currently in
progress to assess the inductibility of the CYP-GFP biosensor cells upon stimulation by other canonical
inducers and to study the selective cytotoxicity of a larger collection of pesticides and environmental
contaminants that were shown to induce genotoxicity in HepaRG cells [23].

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1424-8220/19/10/2245/s1,
Figure S1.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ethanol is the most frequently psychoactive substance used in the world, leading to major public health pro-
Ethanol blems with several millions of deaths attributed to alcohol consumption each year. Metabolism of ethanol occurs
Ethylglucuronide mainly in the liver via the predominant oxidative metabolism pathway involving phase I enzymes including
Ethylsulfate alcohol dehydrogenases (ADH), cytochrome P450 (CYP) 2E1 and catalase. In a lesser extent, an alternative non-
He,pémcyfes oxidative pathway also contributes to the metabolism of ethanol, which involves the uridine diphospho-glu-
Uridine diphospho-glucuronosyltransferase . L "

Sl curonosyltransferase (UGT) and sulfotransferase (SULT) phase II enzymes. Using liquid chromatography-high

resolution mass spectrometry, ethylglucuronide (EtG) and ethylsulfate (EtS) produced respectively by UGT and
SULT conjugation and detected in various biological samples are direct markers of alcohol consumption. We
report herein the efficient non-oxidative metabolic pathway of ethanol in human differentiated HepaRG cells
compared to primary human hepatocytes (HH). We showed dose- and time-dependent production of EtS and EtG
after ethanol (25 or 50 mM) treatment in culture media of differentiated HepaRG cells and HH and a significant
induction of CYP2E1 mRNA expression upon acute ethanol exposure in HepaRG cells. These differentiated he-
patoma cells thus represent a suitable in vitro human liver cell model to explore ethanol metabolism and more
particularly EtG and EtS production. In addition, using recombinant HepG2 cells expressing different UGT1A
genes, we found that UGT1A9 was the major UGT involved in ethanol glucuronidation.

1. Introduction attributed to alcohol is mainly related to cancer, cirrhosis, road acci-

dents, psychoses, and dependencies (Guérin et al., 2013).

Ethanol is the most consumed legal drug worldwide and is con-
sidered to be the third leading cause of death in the United States (Nutt
et al., 2007). Chronic excessive consumption of ethanol is associated
with multi-organ toxicities, including hepatic, neurologic, cardiovas-
cular or hematologic disorders (Biihler and Mann, 2011; Smith et al.,
2015; Osna et al., 2017; Obad et al., 2018; Le Daré et al., 2019). Alcohol
is also involved in carcinogenesis of mouth, esophageal, hepatic, colic
and breast cancer (Seitz and Stickel, 2007). Thus, the mortality

In humans, ethanol is mainly metabolized through oxidative path-
ways in hepatocytes. Ethanol is initially oxidized into acetaldehyde by
three enzymatic pathways located in different cellular compartments.
This predominant phase I metabolism occurs in the cytosol via alcohol
dehydrogenases (ADHs) but ethanol can also be metabolized by cyto-
chrome P450 2E1 (CYP2E1) in the endoplasmic reticulum membrane
(and to a lesser extent in mitochondria) and by catalase located in
peroxisomes. Acetaldehyde is then oxidized by acetaldehyde

Abbreviations: BSA, bovine serum albumin; CYP, cytochrome P450; LC-HRMS, liquid chromatography coupled to high resolution mass spectrometry; UGT, UDP-
glucuronosyltransferase; SULT, sulfotransferase; CHZ, chlorzoxazone; EtG, ethylglucuronide; EtS, ethylsulfate; CHZ-O-Glc, CHZ-O-glucuronide; OH-CHZ, 6-hydroxy-

CHZ; HH, human hepatocytes
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dehydrogenase (ALDH), xanthine oxidase (XO) and aldehyde oxidase
(AO) to produce acetate, which is released into the bloodstream and
finally oxidized in carbon dioxide and water by tricarboxylic acid cycle
(Zakhari, 2006; Cederbaum, 2012) (Supporting information 1A). In-
terestingly, ADH and ALDH show different characteristics depending on
their genetic variants, which influence ethanol consumption and me-
tabolism (Edenberg, 2007). For example, ADH genotypes have been
associated with differences in alcohol consumption and subjects with an
ADH2#2 allele (highly active enzyme) have a decreased risk of alco-
holism (Borras et al., 2000). Also, in eastern Asia, 15-40% of the po-
pulation have inactive ALDH2 isoenzymes and thus acetaldehyde levels
are 5 to 20 times higher in these subjects than in individuals with active
isoenzymes (Cederbaum, 2012). Therefore, the resulting accumulation
of acetaldehyde would be responsible for the lower tolerance to alcohol
in these populations compared to the Caucasian population.

Besides this oxidative pathway, ethanol undergoes metabolism
through the so-called non-oxidative pathway generating fatty acid ethyl
esters (FAEE), phosphatidylethanol (PEth), ethylsulfate (EtS) and
ethylglucuronide (EtG) (Kaphalia et al., 2004; Foti and Fisher, 2005;
Helander and Beck, 2005). EtG and EtS are stable, non-volatile and
water-soluble phase II metabolites produced by direct conjugation of
ethanol to glucuronic acid via uridine diphospho-glucuronosyl-
transferases (UGTs) and to sulfate via cytosolic sulfotransferases
(SULTs), respectively (Cabarcos et al., 2015) (Supporting information
1B). Notably, phase II conjugation enzymes exhibit a low affinity to-
wards ethanol, which limits the contribution of this alternative pathway
in the overall metabolism of this molecule (Cederbaum, 2012). Al-
though EtG and EtS are minor metabolites corresponding to less than
1% of ethanol excreted in urine (Dahl et al., 2002; Ingall, 2012;
Cabarcos et al., 2015), these stable compounds are reliable markers of
ethanol consumption, particularly interesting given their sensitivity and
specificity.

Indeed, their detection in blood or urine confirms recent ethanol
consumption even at low doses (Foti and Fisher, 2005; Helander and
Beck, 2005). Detection and quantification of these biomarkers are
routinely used in clinical practice for evaluation, screening and diag-
nosis of patients with excessive ethanol consumption, as well as for
monitoring abstinence (Ingall, 2012) and forensic sciences (Andresen-
Streichert et al., 2018).

While many reports described the detection of EtG and EtS in hair
and biological fluids for clinical use and forensic medicine, intrinsic or
exogenous factors that may modulate ethanol metabolism and pro-
duction of EtG and EtS are not well characterized. Among these puta-
tive factors, genetic polymorphisms of metabolic enzymes, chronic or
occasional consumption, nutritional factors, co-exposure to xenobiotics
and liver diseases are thought to regulate the non-oxidative metabolic
pathways of ethanol as observed for most other xenobiotics. Similarly,
identity of the liver enzymes involved in the non-oxidative transfor-
mation of ethanol remains debated. For instance, contradictory data
have been reported regarding UGT family members exhibiting the
highest catalytic activities for EtG production. While several UGTs are
obviously involved in the production of EtG, it was first described that
UGT1A1 and 2B7 were the most prevalent isoforms generating EtG in
cell free assay using recombinant UGTs (Foti and Fisher, 2005). How-
ever, patients suffering from Gilbert's syndrome, a congenital metabolic
disorder characterized with a decrease in UGT1A1 expression, show no
differences in EtG formation following exposure to ethanol (Huppertz
et al.,, 2015). Conversely, high rates of ethanol glucuronidation by
UGT1A9 were reported using recombinant UGTs (Schwab and Skopp,
2014). These discrepancies indicate that additional studies are required
to better identify the UGT family members involved in EtG production.

Human hepatocytes in primary culture are considered as a suitable
in vitro model to study hepatic metabolism of xenobiotics. However,
hepatocytes isolated from patients present important differences in
metabolic activities and lose their phenotype over time (including their
capacity for drug metabolism and toxicity). Therefore, studies often
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combined different hepatic cell models including human hepatocytes in
both 2D and 3D culture conditions and human hepatoma cell lines such
as the differentiated HepaRG cells.

The HepaRG hepatoma cell line has emerged as a suitable alter-
native model to the use of human hepatocytes (Rogue et al., 2012).
These cells differentiate into cholangiocyte- and hepatocyte-like cells in
appropriate culture conditions (Cerec et al., 2007) and express most of
the liver specific functions including the major CYPs (Aninat et al.,
2006) and UGTs (Quesnot et al., 2018). In this context, the aim of this
work was to evaluate the differentiated HepaRG cells for studying non-
oxidative ethanol metabolism upon a single exposure that would mimic
acute ethanol exposure in humans. For this purpose, we compared this
metabolic pathway between HepaRG cells and human hepatocytes in
primary culture through the quantification of EtG and EtS metabolites
using Liquid Chromatography-High resolution-Mass spectrometry (LC-
HRMS) following cell exposure to 25 and 50 mM ethanol corresponding
to 1.15 and 2.30 g/L, respectively. Furthermore, expression of different
SULT and UGT genes were investigated to study the capacity of ethanol
to modulate their expression. Then, we brought further evidence that
UGT1A1, UGT1A6 and more particularly UGT1A9, play a predominant
role in EtG production.

2. Material and methods
2.1. Reagents

Ethanol and propan-1-ol were purchased from VWR International
(Fontenay-sous-bois, France). EtG, EtS and their deuterated analogs
(EtG-D5 and EtS-D5) were obtained from Promochem (Molsheim,
France). Chlorzoxazone (CHZ) and 6-hydroxychlorzoxazone (OH-CHZ)
were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO). Chlorzoxazone
B-d-Glucuronide (CHZ-O-Glc) was from Toronto Research Chemistry
(Canada). Methanol was obtained from Fisher Scientific UK
(Loughborough, UK). Phosphate-buffered saline (PBS), trypsin-EDTA
and glutamine were purchased from Life Technologies (Paisley, UK).
William's E medium (ref: 12551032) and William's E Medium without
phenol red (ref: A12176-01) were purchased from Gibco (Thermo
Fisher Scientific, Illkirch France). Penicillin and streptomycin were
obtained from Life Technologies (Grand Island, NY). Fetal Bovine
Serum (FBS) was purchased from Eurobio (Courtaboeuf, France) and
from Hyclone™ GE Healthcare Life Sciences (Logan, UT).
Hydrocortisone hemisuccinate was from Serb (Paris, France). Dimethyl
sulfoxide (DMSO), formic acid, Minimum Essential Medium (MEM)
culture medium and insulin were obtained from Sigma-Aldrich (Saint
Louis, MO).

2.2. Cell cultures

2.2.1. HepaRG cells

Progenitor HepaRG cells were cultured as previously described
(Aninat et al., 2006). Briefly, proliferating progenitor HepaRG cells
were seeded at a density of 2.6 x 10* cells/cm? in 12-well plates and
expanded in the following culture medium: William's E medium
(A12176-01, Gibco) supplemented with 10% FBS, 50 U/mL penicillin,
50 pg/mL streptomycin, 5pg/mL insulin, 2 mM glutamine, 50 uM so-
dium hydrocortisone hemisuccinate. After 2 weeks, cells were quiescent
and further cultured during two more weeks in the same medium
supplemented with 2% DMSO in order to enhance differentiation and to
obtain higher expression levels of liver specific functions in differ-
entiated HepaRG hepatocyte-like cells. After 4 weeks, the cultures are
differentiated in both cholangiocyte- and hepatocyte like cells (Cerec
et al.,, 2007). The detection of ethylglucuronide and ethylsulfate was
performed using this coculture model. To detect CHZ metabolites,
cultures enriched in hepatocyte-like cells were used as previously de-
scribed (Cerec et al., 2007; Corlu and Loyer, 2015).
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2.2.2. Primary human hepatocytes

Primary human hepatocytes (HH) were obtained from the proces-
sing of biological samples through the Centre de Ressources Biologiques
(CRB) Santé of Rennes BB-0033-00,056 under French legal guidelines
and fulfilled the requirements of the institutional ethics committee.
Cells were isolated by collagenase-perfusion of liver biopsies from adult
donors (Guguen-Guillouzo et al., 1982) and these cells were plated at a
density of 1.5 x 10°/cm? and cultured in the same William's E medium
than HepaRG cells supplemented with 2% of DMSO. Cells were used
4 days after plating.

2.2.3. Parental and recombinant HepG2 cells

HepG2 cells, obtained from American Tissue Culture Collection
(ATCC, Los Altos, CA, USA) were seeded at a density of 6.6 x 104 cells/
em? in 12-well plates in MEM Eagle medium supplemented with 10%
FBS, 50 Ul/mL penicillin, 50 pg/mL streptomycin and 4 mM r-gluta-
mine. The recombinant cells were derived from parental cells by
transduction with lentiviral transgenes encoding the human CYP2E1,
UGT1A1, UGT1A6 and UGT1A9 proteins, as previously described
(Quesnot et al., 2018). All HepG2 cells were used 4 days after seeding.

2.2.4. Ethanol treatment

Ethanol was added at different times in culture medium of cells
located in 2 wells at the center of 12-well plates while the other wells
were kept empty. One mL of medium containing ethanol (25 mM and
50 mM corresponding respectively to 1.15g/L and 2.30g/L) was in-
cubated with cells in incubator under 95% air/5% CO, at 37 °C. After
treatment, supernatants were collected in order to be analyzed.

2.3. Ethanol quantification

Ethanol concentrations in culture medium of cells were quantified
by headspace gas chromatography — flame ionization detector (HS-GC-
FID). Analyses were performed on a Thermo Scientific TRACE 2000 GC
including a TriPlus Headspace autosampler (Thermo Scientific). Data
acquisition, peak integration and calibration were performed using the
ChromQuest 5.0 software (ThermoScientific, San Jose, CA). Briefly,
200 pL of sample and 200 pL of propan-1-ol (internal standard) were
added in headspace crimp vials and incubated during 20 min at 80 °C.
GC separation was performed on a Innowax column (30 m X 0.25 mm;
0.25um) (Interchim, Montlucon, France) at 40 °C with N, as mobile
phase and detected at 250 °C by FID. This method quantified simulta-
neously ethanol, methanol and acetaldehyde in samples. Quality con-
trols were passed each day.

2.4. Quantification of EtG and EtS

Culture medium of cells (90 uL) were supplemented with internal
standards (EtG-D5, EtS-D5) and treated with 1000 uL of methanol.
Samples were then vortexed, centrifugated for 10 min at 3000 g and
supernatants were evaporated to dryness at 50 °C under a stream of
nitrogen. Residues were dissolved in 100 pL of water and transferred for
LC-HRMS analysis (Q Exactive®, Thermo Fisher Scientific). LC separa-
tion was performed using a C18 Accucore column (100 mm x 2.1,
2.6 um) (ThermoScientific). The mobile phase used was H,O LC-MS
grade containing 0.1% (v/v) formic acid and was delivered at a flow
rate of 500 pL/min during 3 min in a thermostated column at 30 °C.
Data were acquired in negative heated electrospray ionization mode
coupled to Targeted SIM (Single Ion Monitoring) mode. The measured
accurate m/z values of the ions were 124.9910, 130.0225, 221.0679
and 226.0994 for EtS, EtS-D5, EtG, and EtG-D5, respectively.
Quantification was performed by extracting the exact mass of each of
the protonated species using a 5ppm extraction window. LC-HRMS
method parameters are further detailed in the Supporting information
2.
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2.5. Quantification of CHZ and its metabolites

To quantify CHZ and its metabolites, William's E medium without
red phenol was used. To quantify OH-CHZ, enzymatic hydrolysis of
CHZ-O-Glc was performed for 2h at 37 °C and pH 5 with 200 IU of p-
glucuronidase (Sigma Aldrich G0251).

Samples were analyzed by high pressure liquid chromatography
(HPLC) with ultraviolet (UV) detection at A = 284nm by injecting
samples (40 uL) on an Agilent Series 1100 (Waldbronn, Germany)
equipment with a 75 X 3mm Ace Excel 2 Super C18 column
(ThermoFisher Scientific). Elution was performed with a constant flow
rate of 0.7 mL/min using a linear gradient elution from 2 to 60% of
acetonitrile for 10 min. The eluents were 0.1% acetic acid in water with
0.25% (m/v) of triethylamine hydrochloride.

2.5.1. Incubation medium used in experiments involving CHZ

In order to investigate UGT1A and CYP2E1 catalytic activity by
competition between ethanol and CHZ, HepaRG cells were incubated
with 300 uM CHZ in William's E culture medium without phenol red
during 4 h prior to detection of the CHZ glucuronide (CHZ-O-Glc) with
direct injection of culture media in HPLC column. HepaRG cells were
incubated for 8 h with 300 pM CHZ and without or with 50 mM ethanol,
and the CHZ-O-Glc production was analyzed by HPLC.

2.5.2. Pre-incubation medium of ethanol: Induction of CYP2E1 activity

In order to induce CYP2E1 expression prior to the evaluation of its
activity in the presence of CHZ with or without ethanol, HepaRG cells
were incubated during 48h with William's E medium (1x)
(A12176-01, Gibco) supplemented with 10% FBS, 50 U/mL penicillin,
50 pg/mL streptomycin, 5pg/mL insulin, 2 mM glutamine, 50 pM so-
dium hydrocortisone hemisuccinate and 1% DMSO. Then, cells were
incubated with 300 pM CHZ in William's E culture medium without
phenol red alone during 4 h prior to detection of CHZ-O-Glc with direct
injection of culture media in HPLC column.

2.6. Real-time quantitative Reverse Transcription PCR (RT-qPCR) analysis

After cells lysis, total RNAs were isolated using a Macherey-Nagel
NucleoSpin® RNAII kit, according to the manufacturer's protocol. Total
RNAs (0.5 pug) were reverse-transcribed into first-strand ¢cDNAs using a
High-Capacity cDNA Achieve Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA),
according to the manufacturer's instructions. RNA quantity and purity
were assessed with a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Nyxor
Biotech, Paris, France). Real-time qPCR was performed using the
fluorescent dye SYBR Green method, with SYBR Green PCR Master Mix
in 384-well plates and the StepOnePlus™ system (Applied Biosystems).
Human GAPDH was used as the reference gene. Relative quantification
values were expressed using the 2°4“* method as fold changes of the
target gene, normalized to the reference gene, and related to the ex-
pression level in control experiments (arbitrarily set to 1). The se-
quences of the forward and reverse primers used in this study are
available in the Supporting information 3.

2.7. Statistical analysis

The results were expressed as means * standard error of the mean
(SEM). Intergroup differences as a function of the treatment were
analyzed in a one-way analysis of variance (ANOVA) with Tukey's post-
hoc test. When two parameters were concomitantly studied, intergroup
differences were tested in a two-way ANOVA with Bonferroni post-hoc
correction. All analyses were performed using Prism 5.0 software
(Graphpad Software, La Jolla, CA). For each analysis, two sided p value
less than 0.05 were considered statistically significant.
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3. Results
3.1. HepaRG cells as a cellular model to study ethanol metabolism

In order to study the non-oxidative metabolism of ethanol, we have
chosen a model of acute ethanol exposure of differentiated HepaRG
cells and HH since these two cell models are metabolically competent.
Two different concentrations of ethanol (25 and 50 mM) were used.
HepaRG cells were exposed for 8, 24, 48 and 72 h while hepatocytes
were treated for 24 and 48 h because of their limited availability. Cells
exposed to ethanol were maintained in a CO, incubator dedicated to
this treatment while control cells were cultured in a separate incubator
to avoid ethanol dispersion and cross-contamination between condi-
tions.

We first evaluated four models of ethanol evaporation using 12-well
plates with different settings in absence of cells (Supporting informa-
tion 4). Model 1: wells with medium containing ethanol surrounded by
empty wells. Model 2: wells with medium containing ethanol sur-
rounded by wells containing PBS. Model 3: wells with medium con-
taining ethanol surrounded by PBS supplemented with ethanol at the
same concentration. Model 4: same model as model 3 but with plates
sealed with parafilm. Ethanol evaporation was very different depending
on the models (Supporting Information 4), although models 1 and 2
exhibited the same profile with ~20% of the initial ethanol con-
centration at 24 h, ~10% at 48 h and < 5% at 72 h. In model 3, ethanol
evaporation was slowed down with ~75% of the initial ethanol levels at
24 h and ~ 40% at 72 h. In model 4, evaporation was even more slowed
down in sealed wells. Indeed, ~30% of ethanol disappeared from the
medium within 48 h and then the concentration remained stable.

We then performed experiments using the different models with
HepaRG cells in the central wells. Indeed, considering the large varia-
tions between the different models regarding the remaining ethanol
content in the culture media, we assessed LDH release and cellular ATP
content in HepaRG cells cultured according to models 1, 3 and 4. We
did not observe any LDH release from HepaRG cells at any time points
or any concentrations (data not shown) suggesting no significant cy-
tolysis. However, ethanol exposure induced a slight but significant
decrease in cellular ATP content regardless of the different ethanol
concentrations found in the culture media after evaporation in the 3
experimental settings (Supporting information 5).

In our study, in vitro ethanol concentrations of 25mM (1.15g/L)
and 50 mM (2.3 g/L) were compatible with blood alcohol concentra-
tions found in acute human consumption (Jones, 2010). In addition,
evidence-based survey showed that human ethanol elimination rate
ranged from 10 to 35mg/100 mL/h (Jones, 2010), which leads to es-
timate the entire elimination of 2.3 g/L blood alcohol within ~23h.
Using model 1, in which ethanol decay resembled to that observed in
vivo (Jones, 2010), we next studied ethanol elimination in absence and
presence of HepaRG cells (Fig. 1A, B) and HH (Fig. 1C, D). In these
conditions, our data showed that the decrease in ethanol content in the
culture medium was mainly due to evaporation, although a significant
reduction in ethanol concentrations was observed in culture wells
containing cells compared to wells without cells. The decay curves were
similar for both cell types and ethanol concentrations (25 and 50 mM)
with a 4- to 5-fold decrease in ethanol contents at 24 h. At 48 h, ethanol
concentration was <3 mM and ethanol was barely detectable at 72 h.
Taking into consideration our in vitro data and previous clinical in-
vestigations (Pizon et al., 2007; Jones, 2010), further experiments were
carried out using experimental model 1.

It has been established many years ago that CYP2E1, mainly ex-
pressed in hepatocytes, is an ethanol-inducible CYP oxidizing ethanol in
vivo (Koop, 1992; Ingelman-Sundberg et al., 1993). Similarly, ethanol
increases CYP2E1 expression and activity in HH in primary culture
(Mahli et al., 2019) and in HepaRG cells (Do et al., 2013). Hence, we
next determined whether acute ethanol exposure induced CYP2E1 ex-
pression and activity. We observed that CYP2E1 mRNA expression was
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induced in a dose-dependent manner after ethanol treatment (25 or
50mM) at 8 and 24h in HepaRG cells (Fig. 1E). We also verified
whether the increase in CYP2E1 mRNA levels correlated with enhanced
catalytic activity by detecting the 2 main CHZ metabolites produced via
CYP2E1-dependent oxidation (Quesnot et al., 2018). We found an in-
crease in the amounts of OH-CHZ and its down-stream metabolite CHZ-
O-Glc in the culture media of HepaRG cells following a 24 h ethanol
treatment (Fig. 1F).

3.2. Production of EtG and EtS by HepaRG cells and HH

In order to demonstrate that differentiated HepaRG cells and HH in
vitro can produce phase II metabolites of ethanol (EtS and EtG) upon an
acute exposure, we developed and validated an original LC-HRMS
method to detect and quantify these metabolites in cell culture media
(Supporting information 2). Using this approach, we showed that both
EtS and EtG were detected as early as 8 h in media of HepaRG cells
exposed to ethanol and accumulated in a time- and dose-dependent
manner in both cell types (Fig. 2). In particular, concentrations of these
metabolites were almost twice as high upon 50 mM ethanol treatment
as compared to 25 mM ethanol. The profiles of metabolite's accumula-
tion appeared quite similar between HepaRG (Fig. 2A, C) cells and HH
(Fig. 2B, D). For 25 mM ethanol, we observed an equal production of
metabolites in both cell types with 1 uM of EtG and 0.5uM of EtS at
24 h. For exposure to 50 mM ethanol, both cell models produced ~1 M
of EtS while EtG concentration reached 1.7 and 3 uM in HH and He-
paRG cells, respectively. The rapid accumulation of metabolites found
within the first 24 h of ethanol exposure followed by the relative steady
amounts of EtG and EtS after 24 h was correlated to the strong decrease
in ethanol concentration in the culture media due to the evaporation of
ethanol at 37 °C (Fig. 1).

To further determine whether the amounts of EtG and EtS correlated
with the remaining concentrations of ethanol in the culture media, we
measured EtG and EtS levels in media of HepaRG cells treated for 72 h
with 25 and 50 mM ethanol using models 1, 3 and 4. Indeed, ethanol
concentrations in these models remained much higher over the 3-day
treatment because of less evaporation (Supporting Information 4). As
expected, EtG and EtS concentrations were higher in these models than
in model 1 (Fig. 2E, F). Finally, we also demonstrated the production of
EtG and EtS by precision cut liver slices (PCLS) prepared from a human
liver biopsy and treated with ethanol for 48 h and confirmed that the
amounts of both metabolites were higher when PCLS were cultured in
sealed flasks that maintained elevated levels of ethanol during the in-
cubation time (Supporting information 7).

3.3. SULT and UGT expression

It has been previously reported that ethanol induces different SULT
and UGT gene family members in rat liver in vivo and in primary rat
hepatocytes (Farinati et al., 1989; Kardon et al., 2000; Li et al., 2000).
To confirm that HepaRG cells express most of the hepatocyte specific
functions (Rogue et al., 2012) in our culture conditions, we first com-
pared the relative mRNA levels of several ADHs, ALDHs, SULTSs, and
UGTs as well as CYP2E1 between HH and differentiated HepaRG cells
(Supporting information 6). As previously reported (Rogue et al.,
2012), all the genes expressed in HH were also detected in HepaRG cells
confirming their high levels of differentiation.

We next studied the expression of different SULTs and UGTs at the
mRNA levels between untreated and ethanol-treated differentiated
HepaRG cells (Figs. 3 and 4). At 8 h, we did not observe any elevation of
mRNA SULT expression (SULT1A1, SULT1B1, SULT1E1, SULT2A1) in
ethanol-treated HepaRG cells compared to untreated cells while at 24 h,
mRNA SULT expression of these different SULTs was slightly increased
after ethanol treatment compared to the control cells (Fig. 3). Similarly,
the mRNA levels of UGT1A1, UGT1A6 and UGT2B15 were slightly but
significantly more elevated in ethanol-treated cells than in control



C. Hugbart, et al. Toxicology in Vitro 66 (2020) 104842

A EtOH 25 mM B EtOH 50 mM
---- Control
— HepaRG cells
° ©
c c
[y} 1]
& £
L w
8 24 48 72 8 24 48 72
Time (hours) Time (hours)
c EtOH 25 mM D EtOH 50 mM
---- Control
— HH
° ©°
c =
& £
i} i
Time (hours) Time (hours)
E CYP2E1 expression F CYP2E1 activity
in HepaRG cells in HepaRG cells
. 1504
2.04 - g ; .
5_ 3
'E 8,15_ g 1004 e = (—m— T =
gc E
g5 O Control T cHz
< 2109 0 EOH25mM 3 B E1OH + CHZ
g MW EOHSOMM & 50f
E -
0.5 2
&
- ET N CHZ OH-CHZ CHZ-0-Glc

8h 24h

Fig. 1. Evaporation of ethanol (EtOH) in culture multiwell plates in absence and presence of cells and effect of ethanol (EtOH) on CYP2E1 expression and activity in
differentiated HepaRG cells and Human Hepatocytes in primary culture (HH). Evaluation of ethanol elimination from culture media in 12 culture well-plates in
absence (dashed line) or presence (plain line) of differentiated HepaRG cells (A, B) and human hepatocytes (HH: C, D) at 25 and 50 mM of ethanol in open multiwell
plates with only 2 central wells containing ethanol (Model 1, Supporting information 4). Statistics: ***p < .001, *p < .05 for ethanol (EtOH) concentrations in
cultures of HepaRG cells and HH compared to control cultures without cells at each time.

Differentiated HepaRG cells and HH were incubated during different times (8, 24, 48 or 72 h) with EtOH (25 or 50 mM). The effects of EtOH treatment on CYP2E1
expression was analyzed by RT-qPCR at 8 and 24 h of treatment in differentiated HepaRG cells (E). The effect of EtOH (50 mM) on CYP2E1 activity was measured in
differentiated HepaRG cells using the chlorzoxazone (CHZ) as a substrate and by detecting its primary metabolite, the 6-hydroxychlorzoxazone (OH-CHZ), and the
secondary metabolite, the chlorzoxazone O-Glucuronide (CHZ-0-Glc) by HPLC-UV in culture media at 4 h of 50 mM EtOH incubation (control amount corresponds to
100%) (F). The data are expressed as the mean = SEM for three independent experiments performed in triplicate. Statistics: **p < .01 and *p < .05 for cultures

exposed to ethanol treatment compared with the control cultures (E) or CHZ (F).
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Fig. 2. Ethylglucuronide (EtG) and ethylsulfate (EtS) production by differentiated HepaRG cells and Human Hepatocytes in primary cultures (HH) incubated with
ethanol (EtOH). Differentiated HepaRG cells and HH were incubated during different times (8, 24, 48 or 72 h) with EtOH (25 or 50 mM) in open multiwell plates with
only 2 central wells containing ethanol (Model 1, Supporting information 4). Concentrations of metabolites EtG (A, B) and EtS (C, D) were measured by LC-HRMS in
the culture media of these cells. Differentiated HepaRG cells were also incubated during 72h with EtOH at 25mM (E) and 50 mM (F) in other multiwell plates
settings (model 1, 3 and 4, Supporting Information 4) to obtain various remaining concentrations of ethanol within the wells containing cells and concentrations of
metabolites EtG and EtS were measured. Results are expressed in ptM and the data are expressed as the mean + SEM for three independent experiments performed in
triplicate. Statistics: ***p < .001 **p < .01 and *p < .05 for cultures exposed to 25mM EtOH treatment compared with 50 mM EtOH treatment at each time.
###p < .001 and ##p < .01 for cultures exposed to 50 mM EtOH treatment compared with 8 h at 50 mM EtOH treatment. $$$p < .001 $$p < .01 and $p < .05 for
cultures exposed to 25 mM EtOH treatment compared with 8 h at 25 mM EtOH treatment. ap < .05 for cultures exposed to 25 mM EtOH treatment compared with
24h at 25mM EtOH treatment. Statistics (E, F): Results are expressed in pM and the data are expressed as the mean + SD of one experiment performed in
quadruplicate.

cultures while no significant differences were found for UGTI1A9,
UGT2A3, UGT2B4 and UGT2B7 (Fig. 4). The overall SULT and UGT
induction remained rather weak in our acute condition of ethanol
treatment of HepaRG cells.

no differences in EtG formation following exposure to ethanol
(Huppertz et al., 2015). We have recently demonstrated that CHZ [5-
chloro-2(3H)-benzoxazolone], a centrally acting myorelaxant indicated
for musculoskeletal pain (Chou et al., 2004), produced CHZ-O-Glc fol-

lowing the CYP2El-mediated formation of OH-CHZ (Quesnot et al.,
2018). Moreover, CHZ-O-Glc synthesis is catalyzed by UGT1Al,
UGT1A6 and UGT1A9 but not by UGT2B7 (Quesnot et al., 2018). Thus,
we investigated whether ethanol could modulate the UGT-mediated
metabolism of CHZ, postulating that a decrease in CHZ-O-Glc produc-
tion in presence of ethanol would further indicate that UGT1A enzymes
generate EtG.

HepaRG cells were incubated for 8 h with 300 uM CHZ and without

3.4. Ethanol and CHZ are competitors for CYP2E1 and UGT enzymatic
activities

Previous studies have reported that UGT1A1, UGT1A9 and UGT2B7
catalyzed the formation of EtG using recombinant UGTs (Foti and
Fisher, 2005; Schwab and Skopp, 2014) while patients suffering from
Gilbert's syndrome who have much lower expression in UGT1A1 show
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Fig. 3. Expression of sulfotransferases (SULTS) in differentiated HepaRG cells. Cells were cultured in medium alone (Control) or medium supplemented with ethanol
(EtOH) at 25 mM and 50 mM for 8 or 24 h. The mRNA expression levels of SULT1A1 (A), SULT1B1 (B), SULTIE1 (C) and SULT2A1 (D) were determined using RT-
qPCR. Results are normalized to GAPDH gene expression. The data are expressed as the mean + SEM for three independent experiments performed in triplicate.
Statistics: **p < .01 and *p < .05 for cultures exposed to ethanol treatment compared with the control cultures.
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Fig. 4. Expression of uridine diphosphate-glucuronosyltransferases (UGT) in differentiated HepaRG cells. Cells were cultured in medium alone (control) or medium
supplemented with 25 mM or 50 mM ethanol (EtOH) at for 8 or 24 h. The mRNA expression levels of UGTIAI (A), UGT1A6 (B), UGT1A9 (C), UGT2A3 (D), UGT2B4
(E), UGT2B7 (F) and UGT2B15 (G) were determined using RT-qPCR. Results are normalized to GAPDH gene expression. The data are expressed as the mean + SEM
for three independent experiments performed in triplicate. Statistics: **p < .01, *p < .05 for cultures exposed to ethanol treatment compared with the control

cultures.
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Fig. 5. UGT enzymatic activity in differentiated HepaRG cells treated by
ethanol. Cells were incubated with incubation medium (William's E medium
without red phenol) containing 300 uM of chlorzoxazone (CHZ) or incubation
medium (William's E medium without red phenol) supplemented with both
CHZ (300 uM) and ethanol (EtOH) at 50 mM for 4 h. The production of the CHZ-
derived glucuronide (CHZ-O-Glc), reflecting UGT1A catalytic activity was
analyzed by HPLC. Typical HPLC chromatograms (Fig. 5A) showing the peaks
of CHZ-O-Glc and CHZ in culture media of cells incubated with CHZ and
CHZ + EtOH. Peak area quantification of CHZ and CHZ-O-Glc (B) as the
mean *+ SEM for three independent experiments performed in triplicate. Results
are expressed as percent of control cultures (with CHZ) set at 100%. Statistics:
*#¥p < ,001 for cultures exposed to CHZ treatment compared with the cultures
co-incubated with CHZ and EtOH. (For interpretation of the references to colour
in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

or with 50 mM ethanol, and CHZ-O-Glc production (reflecting UGT1A
activity) was analyzed by HPLC (Fig. 5). The HPLC chromatograms
(Fig. 5A) showed that the peak of CHZ-O-Glc was higher in culture
media of cells treated with CHZ only compared to cells co-incubated
with both ethanol and CHZ. Peak area quantification indicated that co-
incubation with 50 mM ethanol reduced by 50% the production of CHZ-

O-Glc (Fig. 5B). Conversely, CHZ concentration was higher in culture
media of cells co-incubated with ethanol and CHZ compared to cells
incubated with CHZ only (Fig. 5B). Together, these data demonstrated
that ethanol was a competitor of CHZ for glucuronide conjugation and
strongly suggested that UGT1A enzymes are involved in EtG synthesis.

3.5. Glucuronidation of ethanol by UGT1 subfamily

In order to determine the UGT1A family members involved in EtG
production, we took advantage of the different recombinant HepG2 cell
lines recently established in our laboratory respectively expressing
UGTI1A1, UGT1A6 and UGTIA9 (Quesnot et al., 2018) in order to
compare the production of EtG in each of these cell lines. The parental
HepG2 cells are hepatic cells expressing very low levels of these UGTs
(Quesnot et al., 2018) and presenting reduced xenobiotic metabolism
(Donato et al., 2015). The enforced expression of one UGT gene thus
allows to determine the involvement of the corresponding enzyme in
EtG production.

We first confirmed that the recombinant HepG2 cell lines expressed
high levels of the three UGT1IA1, UGT1A6 and UGT1A9 genes at the
mRNA level (Fig. 6A-C). As expected, each individual recombinant cell
line expressed very high mRNA levels of one UGT gene. We also set up a
RT-gPCR condition using “panUGT1A” primers that totally match with
conserved sequences of UGT1A1, UGT1A6 and UGT1A9 in order to
compare whether the overall expression of these UGTs was similar in
the different recombinant cell lines (Fig. 6D). We found that UGT1A1,
UGTI1A6 and UGT1IA9 mRNA levels were not significantly different
using the “panUGT1A” primers indicating that the overall expression of
these different UGTs in the three cell lines was relatively similar. As
negative control, we used parental HepG2 cells (control) and the re-
combinant CYP2E1 HepG2 cell line (Quesnot et al., 2018) that ex-
presses very high levels of CYP2E1 mRNAs and low amounts of the
UGTI1A1, UGT1A6 and UGT1A9 genes (Fig. 6E). Using these cell lines,
we did not detect by LC-HRMS any EtG in the culture media of the
parental and CYP2E1 HepG2 cells after 24 h of 50 mM ethanol treat-
ment (Fig. 6F), while the glucuronide was found in the supernatants of
UGT expressing cells with the highest amounts detected for the UGT1A9
recombinant cells.

4. Discussion

In this study, we have further characterized the in vitro human
HepaRG hepatoma cells with the goal to investigate ethanol metabo-
lism, and more particularly the production of EtG and EtS metabolites.

Our first effort was to develop a model of ethanol acute exposure
that would resemble the physiological ethanol elimination in humans
by controlling ethanol concentration in the culture wells. To this end,
we choose 25 and 50 mM in culture media corresponding to blood
concentrations of 1.15 and 2.3 g/L during an acute ethanol intoxication
in human. Ethanol is a highly volatile molecule that disappears from the
culture medium at 37 °C through evaporation in air, thus contaminating
adjacent wells of the same culture plate (Blein et al., 1991; Borgs et al.,
1993). Hence, in order to avoid contamination by ethanol between
wells, we have chosen 12-well culture plates where only the two central
wells were filled, while peripheral wells were left empty (model 1,
Supporting Information 4). In addition, other models were tested con-
cerning the peripheral wells such as (i) wells containing PBS, (ii) wells
containing PBS with ethanol and (iii) wells containing PBS with ethanol
in culture plates sealed with parafilm (Models 2 to 4, Supporting
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Fig. 6. Glucuroconjugation of ethanol in recombinant HepG2 cells expressing UGT1A genes. The mRNA expression levels of UGT1A1 (A), UGT1A6 (B), UGT1A9 (C),
panUGT1A1 (D) and CYP2E1 (E) were determined using RT-qPCR in parental and recombinant HepG2 cells expression UGT1A1, UGT1A6 or UGT1A9 proteins.
Results were normalized to GAPDH gene expression. Cells were incubated with ethanol at 50 mM for 24 h and EtG concentrations were measured by LC-HRMS in the
culture media of these cells (F). The data are expressed as the mean + SEM for three independent experiments performed in triplicate. Statistics: ***p < .001 for
cultures compared to control cultures. ###p < .001 for cultures compared to other cultures.

information 4). However, Model 1 seemed the most appropriate since
the decay profile of ethanol concentration was fast and comparable to
the in vivo ethanolemia decay profile following acute ethanol exposure
in humans (Pizon et al., 2007; Jones, 2010). Indeed, at the chosen

10

concentrations, we observed a complete disappearance of ethanol at
48 h using the GC-FID analytic method, as observed in humans (Jones,
2010). In addition, no cytotoxicity was observed at any time points or
for any concentrations in both HepaRG cells and HH. However, while
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the LDH release assay showed no cytolysis, cellular ATP content was
moderately decreased. This suggests that ethanol could affect energy
metabolism and oxidative phosphorylation without inducing major cell
death, even when ethanol concentrations remain high over 72h. Re-
duced cellular ATP most probably reflects the various deleterious ef-
fects of ethanol on mitochondrial function, including fatty acid oxida-
tion and oxidative phosphorylation (Fromenty and Pessayre, 1995).

In the selected model of ethanol exposure, alcohol decay was largely
due to the evaporation under our conditions of culture since less than
10% difference in ethanol concentrations was observed between wells
with and without cells (HH or HepaRG). Next, we set up a reliable
analytic method to detect ethanol metabolites in culture media of he-
patic cells to demonstrate that HepaRG cells are competent for ethanol
metabolism. After 48 h with 50 mM ethanol, the production of phase II
metabolites represented only few uM of EtG and EtS, i.e less than 1% of
the initial ethanol concentration, in agreement with previous data re-
porting phase II metabolism in vivo (Dahl et al., 2002; Cabarcos et al.,
2015).

Regarding the oxidative metabolism, we first looked at the CYP2E1
expression in HepaRG cells following exposure to ethanol. CYP2E1 is
considered as the main CYP responsible for microsomal and mi-
tochondrial ethanol metabolism into acetaldehyde, which has been
associated with alcohol-induced liver damage (Lieber, 2005; Knockaert
etal., 2011). In addition, CYP2E1 expression is known to be induced by
ethanol consumption (Gonzalez et al., 1991; Takahashi et al., 1993;
Zhukov and Ingelman-Sundberg, 1999; Balusikova and Kovar, 2013).
Herein, we report a moderate but significant induction of CYP2EI
mRNA expression after an acute ethanol treatment in a dose-dependent
manner demonstrating that differentiated HepaRG cells have kept an
ethanol-inducible CYP2E1 gene expression. Moreover, we showed for
the first time an ethanol-mediated induction of CYP2E1 catalytic ac-
tivity in human hepatoma cells. Since induction of CYP2E1 mRNA is
predominantly described during chronic exposure to ethanol, it may be
postulated that the early increase in activity of this enzyme is more
likely attributed to the stabilization of CYP2E1 mRNA and/or protein
by ethanol (Zhukov and Ingelman-Sundberg, 1999).

The oxidative metabolism of ethanol was difficult to study under
our culture conditions. Indeed, ethanol is oxidized to acetaldehyde by
ADH and CYP2El, then further metabolized to acetate by ALDH
(Cederbaum, 2012). Although both HepaRG cells and HH express these
enzymes (Quesnot et al., 2018), we did not detect acetaldehyde nor
acetate by our methods most likely because of too low concentrations in
the culture medium. Acetaldehyde has a boiling point at only 20.2°C
and the capacity of ALDH to remove acetaldehyde notably exceeds the
capacity of its generation by the different pathways of alcohol oxida-
tion. The absence of acetate detection can also be explained by its rapid
metabolism to CO,, fatty acid, cholesterol or ketone bodies
(Cederbaum, 2012).

Because our knowledge on the enzymes involved in the conjugation
of ethanol is incomplete and partly controversial (Stachel and Skopp,
2015), we investigated the non-oxidative metabolism of ethanol. EtG
and EtS are non-volatile and water-soluble non-oxidative metabolites
formed in the liver and excreted in urine. These markers have also been
shown to be stable in vitro (Walsham and Sherwood, 2014). Following a
single exposure of both HepaRG cells and HH to ethanol, we detected
ethanol-related phase [I-metabolites using an innovative and fully va-
lidated LC-HRMS method. To our knowledge, this is the first quantifi-
cation by LC-MS of EtG and EtS in culture media that revealed the non-
oxidative production of ethanol metabolites in a dose and time de-
pendent manner in metabolically active hepatic cells in vitro. These
results also suggested that UGTs and SULTs were not saturated for 25
and 50 mM ethanol since the amounts of both metabolites were much
higher in culture settings that maintained elevated amounts of ethanol
over 3 days of treatment. The amount of EtG produced was greater than
EtS, similar to what has been found in vivo (Halter et al., 2008; Kummer
et al., 2013). In addition, the EtS/EtG ratio (molar concentration) was
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lower for HepaRG cells (0.36) than for human hepatocytes (0.59). In
vivo, in urine, this ratio has previously been found to be less than 1
(Halter et al., 2008; Winkler et al., 2013). Altogether, these results
would suggest that UGTs have higher metabolic activity towards
ethanol than SULTs both in vivo and in the in vitro models of hepatocytes
used in this study.

SULT1A1 and SULT2A1 are the main SULT isoforms expressed in
liver (Riches et al., 2009; Kurogi et al., 2012; Stachel and Skopp, 2016).
Here, we confirmed that SULT1IAI and SULT2A1 mRNA are expressed
at comparable levels between HepaRG and HH. Furthermore, SULT1A1,
SULT1B1, SULT1E1 and SUL2A1 mRNA expression was slightly induced
after 24 h-ethanol treatment in HepaRG cells. The phase II-UGT en-
zymes are also expressed at high levels in liver, especially UGT2B4,
UGT2B15, UGT1A9 and UGT2B7 (Ohno and Nakajin, 2009). Our results
also confirmed similar UGT mRNA expression levels between HepaRG
cells and HH. UGT mRNA expression was barely induced by ethanol
excepted UGT2B15 at 25 mM after 24 h, UGT1A1 at 50 mM after 8 and
24 h and UGT1A6 at 50 mM after 24 h. To our knowledge, there are no
data available on the effect of ethanol on UGT expression in human.
Only one study showed induction of UGT1A1l expression after chronic
ethanol exposure in rats (Kardon et al., 2000).

Several UGTs are most likely involved in the production of EtG but
contradictory data have been published regarding the most prevalent
isoforms generating EtG. In cell free assays using recombinant UGTs,
UGT1A1, 1A9 and 2B7 were identified as the most implicated enzymes
(Foti and Fisher, 2005; Ohno and Nakajin, 2009; Court et al., 2012; Al
Saabi et al., 2013; Schwab and Skopp, 2014; Stachel and Skopp, 2016).
To further identify which UGTs can catalyze ethanol glucuronidation,
we used recombinant HepG2 cells expressing CYP2E1, UGTI1Al,
UGT1A6 and UGT1A9. Our results demonstrated that recombinant
HepG2 cells expressing UGT1A1, UGT1A6 and UGT1A9 were able to
metabolize ethanol in EtG while native HepG2 cells and HepG2 cells
expressing CYP2E1 did not produce this glucuronide. Furthermore, the
UGT1A9 isoform seems to be the most active in ethanol glucuronidation
in agreement with a previous study showing that UGT1A9 and UGT2B7
appeared to be the main isoforms producing EtG in recombinant mi-
crosomes (Stachel and Skopp, 2015). Further experiments would be
required to establish additional recombinant HepG2 cells expressing
other UGTs and SULTSs and to study their involvement in EtG and EtS
production.

Our results also demonstrated that HepaRG cells represent a suitable
hepatic cell model to study ethanol metabolism. Indeed, we showed
that expression of phase I and phase II genes and ethanol metabolism
are very similar between these cells and HH. After characterizing this
experimental model, we would like to extend this study to the meta-
bolism of ethanol in pathological conditions observed in humans.
Indeed, our laboratory has developed culture conditions of HepaRG
cells to induce steatosis (Michaut et al., 2016), inflammation (Al-
Attrache et al., 2016) and cholestasis (Bachour-El Azzi et al., 2014;
Sharanek et al., 2016). These diseases are frequently related to, or as-
sociated with, alcohol consumption. Thus, our models will allow a
better understanding of the metabolism, and therefore the toxicity of
ethanol in different pathological conditions in human hepatocytes.
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Role des monocytes/macrophages dans le processus inflammatoire de I’hypertension artérielle

pulmonaire et de la bronchopneumopathie chronique obstructive
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Résumé :

L’hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) et la

réponse inflammatoire sans excessivement affaiblir la
capacité des macrophages a lutter contre les pathogenes, en

bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO)
sont deux pathologies pulmonaires graves dans
lesquelles les productions accrues de cytokines pro-
inflammatoires et de chimiokines contribuent au
développement de I’inflammation au niveau pulmonaire
et & la progression de la maladie. Ne disposant & ce jour
d’aucun traitement curatif, il est essentiel de chercher a
mieux comprendre les mécanismes de ces pathologies

faisant une cible thérapeutique prometteuse dans le
traitement de la BPCO.

Nous avons aussi pu évaluer les effets du facteur de
croissance des nerfs (NGF) sur les monocytes humains non
différenciés, ce qui nous a dans un premier temps amenés a
soulever une problématique méthodologique concernant

dans I’espoir d’identifier de potentielles nouvelles cibles

thérapeutiques.

Dans ces travaux, nous avons pu confirmer I’implication
de la voie de signalisation JAK/STAT dans la réponse
inflammatoire et chimiotactigue des macrophages
humains exposés a de la fumée de cigarette et du LPS.
De plus, I’utilisation d’inhibiteurs de cette voie a permis

de modérer cette

I’'usage de 1’albumine bovine comme protéine de transport
pour le NGF, de par sa capacité a induire des réponses variées
dans nos cellules. Nous avons ensuite pu mettre en évidence
une potentielle capacité du NGF, s’il est associé a d’autres
stimulus, a induire la production de cytokines pro-
inflammatoires et de chimiokines par les monocytes humains
non différenciés. Ces résultats soutiennent 1’idée que le
blocage de I’action du NGF puisse étre bénéfique dans le
traitement contre ’HTAP.

Role of monocyte/macrophages dans the inflammatory process of pulmonary arterial

hypertension and chronic obstructive pulmonary disease

Keywords: Monocyte/Macrophages — Inflammation — Cytokines - Lung

Abstract:

response without impairing the capacity of macrophages to

Pulmonary arterial hypertension (PAH) and chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) are two severe
pulmonary pathologies in which increased pro-
inflammatory cytokine and chemokine productions
contribute to the development of pulmonary inflammation
and to the progression of the disease. With no current
curative treatment, it is essential to try to better understand
the mechanisms of these pathologies in order to identify

fight pathogens, making it a promising therapeutic target for
COPD treatment.

We also evaluated the effects of the nerve growth factor
(NGF) on undifferentiated human monocytes. We were at
first brought to discover a methodologic issue concerning the
use of bovine serum albumin as a carrier protein for NGF,

new potential therapeutic targets.

In this work, we were able to confirm the implication of
the JAK/STAT pathway in the inflammatory and
chemotactic response of human macrophages treated with
cigarette smoke and LPS. Moreover, the use of inhibitors

of this pathway allowed to reduce this inflammatory

because of its capacity to induce various response in our
cells. We were then able to describe a potential capacity of
NGF, if its associated with other stimulus, to induce the
production of pro-inflammatory cytokines and chemokines
in undifferentiated human monocytes. These results might
support the idea that the blockade of the NGF action could
be benefic in the PAH treatment.



