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VC : volume courant

CV : capacité vitale

CVF : capacité vitale forcée

VEMS : volume expiré sur 1 sec
CPT : capacité pulmonaire totale

CRF : capacité résiduelle fonctionnelle

VR : volume résiduel

Mesurable uniquement par pléthysmographie

Figure 1: Spirométrie (Kharat, Hopitaux Universitaire Geneve, 2018)
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1. L insuffisance respiratoire chronique grave

1.1.Définition

Les maladies respiratoires sont actuellement la 3°™ cause de mortalité dans le monde (Calvert,
2019). La transplantation pulmonaire (LTx) est a I’heure actuelle le seul traitement efficace
permettant d’augmenter 1’espérance de vie des patients en stade terminal d’insuffisance
respiratoire chronique (IRC). L’IRC est définit par une incapacité d’assurer les échanges gazeux
qui engendre une hypoxémie (Melhem, 2020). Au niveau clinique, cela se traduit par une
dyspnée a I’effort, puis au repos ainsi que par une cyanose (Jacobs, 2020). Avec le temps, une
insuffisance cardiaque droite peut se développer, complication directement liée a I’insuffisance
respiratoire chronique : les signes cliniques en sont principalement les cedémes des membres
inférieurs (Berglund, 2020). L’IRC engendre également des troubles hématologiques tels que
la polyglobulie (augmentation anormale de [’hémoglobine) ainsi que des troubles
neurologiques sous forme de troubles de la concentration, du sommeil, de 1’attention, une
irritabilité ainsi qu’une baisse de la libido (Pison, 2004). Il existe plusieurs types d’IRC selon
les caractéristiques des explorations fonctionnelles respiratoires (EFR) permettant d’apprécier
la capacité fonctionnelle du poumon en mesurant les volumes et les débits pulmonaires a travers
le Volume Expiratoire Maximal par Seconde (VEMS) et la capacité vitale (CV). Le VEMS est
défini par le volume d’air expiré pendant 1 seconde lors d’une expiration forcée ; ce parameétre
permet de caractériser la sévérité de maladies respiratoires. La CV représente le volume obtenu
aprés inspiration et expiration maximales (Figure 1). Le rapport VEMS/CV permet de

déterminer s’il y a obstruction pulmonaire ou non (Concilio).

Les IRC sont classées en 4 catégories différentes selon les EFR (Pedersen, 2015) :

e [L’IRC obstructive : telle que la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO),
définie par une chute du VEMS avec CV normale et un VEMS/CV bas (<70%)

e L’IRC restrictive : comme la fibrose pulmonaire. Le VEMS est normal avec une baisse
de la CV, donc un rapport VEMS/CV normal ou augmenté

e L’IRC mixte : association d’une IRC obstructive et d’une IRC restrictive

e |IRC par maladie cardiovasculaire: exploration fonctionnelle respiratoire (EFR)
normale avec un transfert du CO abaissé et une désaturation a 1’effort ou une hypoxemie

de repos.
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2011 2012 2013 2014] 2015] 2016] 2017] 2018] 2019] 2020)
Coeur 398 397 210 423 477 a77] 457] 450 429 370}
Coeur-poumons 12) 20) 1 13] 8| 13] 6} 9 9 8|
|Foie 1164 (14) 1161 (9 1241 (13) 1280 (12) 1355 (15 1322 (5 1374 (18 1325 (14 1356 (19 1128 (15
Intestin 10 7 3 3 3 3 E 4 3
Pancréas 73 72 85 79| 7 90 56 78] 34} 34
Poumon 312 322 299 327 34 371 BE 373] 384 283
Rein 2976 (302)| 3044 (357)| 3074 (401)' 3232 (514)| 3486 (54ri 3615 (676)] 3782 (611) 3567 (541) 3643 (510)] 2595 (390
[Total 4945 (316)] 5023 (366)] 5123 (414)] 5357 (526)] 5746 (562)] 5891 (581)] _ 6105 (629)] 5806 (555)] 5001 (529)] 4421 (405

Tableau 1: Evolution du nombre de greffes d'organes effectuées de 2011 a 2020 en France

(Agence de Biomédecine)
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Table1 Recipient Characteristics by Era (Transplants: January 1992 — June 2018)

Jan 1992-Dec 2000 Jan 2001-Dec 2009 Jan 2010-Jun 2018

(n=11,796) (n=21,806) (n=33,891) p-value
Geographic location:
- Europe 3,751 (31.8%) 7,818 (35.9%) 12,414 (36.6%) <0.0001
- North America 7,324 (62.1%) 12,545 (57.5%) 18,594 (54.9%) <0.0001
- Other 721 (6.1%) 1,443 (6.6%) 2,883 (8.5%)
Age (years) 50 (23 - 63) 54 (23 - 66) 57 (24 - 69)
Male 51.9% 55.6% 58.0% <0.0001
Weight (kg) 75.7 (53.5 - 101.6) 78.0 (54.0 - 106.1) 80.0 (54.4 - 108.9) <0.0001
Height (cm) 174.0 (157.0 - 188.0) 174.0 (157.5 - 188.0) 174.0 (157.5 - 188.0) 0.0463
BMI (kg/m?) 25.0 (19.1 - 32.4) 25.7 (19.3 - 33.7) 26.5 (19.6 - 34.6) <0.0001
Blood type:
-A 45.2% 43.3% 42.0% <0.0001
- AB 5.2% 5.3% 5.8%
-B 12.2% 13.1% 14.1%
-0 37.4% 38.2% 38.1%
PRA > 20% 3.4% 6.2% 14.6% <0.0001
PRA > 80% 0.4% 0.7% 2.0% <0.0001
CMV antibody positive 62.9% 59.5% 56.2% <0.0001
EBV antibody positive 76.7%" 86.0% 90.5% <0.0001
Hep B antibody positive 2.4%" 4.1% 4.8% <0.0001
Hep C antibody positive 1.7%" 1.8% 1.8% 0.8656
Diabetes 6.1%" 15.2% 20.1% <0.0001
History of malignancy 2.7%" 5.2% 7.9% <0.0001
History of smoking - 62.5%" 57.9% <0.0001
Previous lung surgery 25.7%" 21.8% 15.0% <0.0001
Ventilator use 2.5% 4.2% 6.5% <0.0001
Hospitalized 9.2% 12.0% 21.7% <0.0001
Bilirubin (mg/dl) 0.5(0.2-1.3)° 0.5(0.2-1.2) 0.5 (0.2 - 1.2) <0.0001
Creatinine (mg/dl) 0.9 (0.5-1.4)" 0.8 (0.5-1.3) 0.8(0.5-1.3) <0.0001
GFR (ml/min/1.73 m?)¢ 90.5 (50.8 - 154.1)" 93.5 (53.0 - 157.5) 97.9 (55.5 - 169.9) <0.0001
PCW mean (mm Hg) 11.0 (4.0 - 21.0)" 10.0 (4.0 - 22.0) 10.0 (3.0 - 21.0) <0.0001
PA mean (mm Hg) 25.0 (15.0 - 54.0)" 25.0 (14.0 - 49.0) 25.0 (14.0 - 49.0) 0.0095
PVR (Wood units) 2.7 (1.0-7.6)" 2.7(1.0-7.3) 2.8(1.1-7.9) <0.0001
FEV1% predicted 23.0 (12.0 - 78.0) 29.0 (13.0 - 77.0) 35.0 (14.0 - 78.0) <0.0001
FVC% predicted 48.0 (24.0 - 86.0) 47.0 (25.0 - 82.0) 46.0 (25.0 - 82.0) <0.0001

BMI, body mass index; CVA, cerebrovascular accident; CMV, cytomegalovirus; EBV, Epstein Barr virus; GFR, glomerular filtration rate.

Summary statistics excluded transplants with missing data
Continuous factors are expressed as median (5th — 95th percentiles)
Comparisons for categorical variables were made using the chi-square statistic
Comparisons for continuous variables were made using the Wilcoxon test
?Based on October 1999— December 2000 transplants
°Based on April 1994 — December 2000 transplants
“Based on July 2004 — December 2009 transplants
4GFR was estimated using the Cockcroft-Gault formula

Tableau 2: Caractéristiques des receveurs au niveau mondial (Chambers, 2021)
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1.2.Pathologie et prévalence
En France, I’indication majeure pour une LTXx est la BPCO (36%), suivie de la fibrose
pulmonaire idiopathique (27%), de la mucoviscidose (8%), de I’hypertension pulmonaire (9%)
et de la retransplantation (4%) (Agence de Biomédecine). Au niveau mondial, 1’indication
majeure est la fibrose pulmonaire idiopathique (32,4%), suivie de la BPCO (26,1%) et de la
mucoviscidose (13,1%) (Verleden, 2020).

2. Latransplantation pulmonaire

2.1.Etat des lieux et prévalence de la transplantation pulmonaire

En 2020, 31 LTx ont été réalisées a Strasbourg, 283 LTx en France et 4000 LTx dans le monde
(Tableau 1) (Agence de Biomédecine) (Bos, 2020).

La premiere LTx sur ’'Homme date de 1963. A cette époque, la survie d’un patient greffé était
tres faible. La premiére greffe pulmonaire a permis une survie du patient de 18 jours, cependant
il est décédé d’une infection rénale (Mc Curry, 2019). Ce n’est qu’a partir des années 1980 que

la transplantation en général a pu se développer grace au tout 1°" IS : la cyclosporine A.

Le nombre de LTx cumulé dans le monde était de 11 000 en 1990, de 22 000 en 2000 et jusqu’a
34 000 en 2018. L’age des patients a également évolué. On remarque que les patients sont plus
agés : actuellement la moyenne d’age des patients greffés est de 57 ans (Chambers 2021)
comparé a la moyenne d’age des patients ayant plusieurs greffes d’organes qui est de 36 ans
(Chambers, 2018). De plus, I’indice de masse corporelle de ces derniers est également en
hausse : en 1990 le patient moyen pesait 75,7kg avec un IMC de 25kg/m? (Tableau 2). A
I’heure actuelle, en France, le patient moyen pése 80kg avec un IMC de 26,5kg/m? (Rapport de

I’agence de Biomédecine).

La prévalence des anciens fumeurs a diminué de 62,5% en 2000 a 57,9% actuellement. En
Europe, les indications de greffe restent inchangées avec le temps. Cependant, on remarque que
sur le reste du globe, il y a une diminution des indications pour la mucoviscidose et une

augmentation pour la fibrose pulmonaire idiopathique (Figure 2) (Chambers, 2021).
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(A) Survie a 12 mois (patients transplantés de janvier 2000 a juin 2017)
(B) Survie a 5 ans, si patient a survécu au moins la premiére année (patients transplantés de janvier 1996 a juin 2013)
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La survie & un an s’est considérablement améliorée quel que soit I’dge ou I’indication de greffe
du patient. Le résultat est similaire pour la survie a 5 ans avec une différence significative pour
les patients de 18-59 ans (Chambers, 2021).

En France, le nombre de nouveaux candidats inscrits en liste d’attente a diminué de 30,5% en
2020 avec 321 nouveaux inscrits compare a 2019. En revanche, le nombre de candidats restant
sur liste d’attente au 1* janvier 2021 est identique a 1’année précédente. Aprés 1 an d’attente,
les malades inscrits sur la liste d’attente de greffe pulmonaire entre 2015 et 2020 ont 85% de
chance d’étre greffés et 6% de risque de décéder en attente (Agence de Biomédecine).

Au niveau mondial, aprés 1 an d’attente, les patients sur liste d’attente entre 2015 et 2018 ont

87% de chance d’étre greffés et 5% de risque de décéder (Verleden ,2020).

En France, la survie des patients ayant subi une LTx a1 an, 5 ans, 10 ans et 15 ans est de 82%,
63%, 43% et 26% respectivement (Agence de biomédecine). Au niveau mondial la survie a 1
an et a5 ans est de 80% et 61% respectivement (Figure 3), mais ce taux dépend également de
’indication de greffe. La médiane de survie de la mucoviscidose, BPCO et FPI est de 9,9 ans,

7,1 ans et 5,6 ans respectivement (Verleden, 2020).

2.2. Le poumon : morphologie et structure

i. Constitution du poumon
L’appareil respiratoire est caractérisé par les voies aeriennes supérieures composées des voies
nasales, du larynx et de la trachée et par les voies aériennes profondes composeées des bronches,

bronchioles et alvéoles, ce qui constitue le poumon (Murray, 2010)
ii. Histologie
Les voies aériennes sont composées de 3 tuniques concentriques : la mugueuse, la tunique

moyenne et I’adventice (Carillo, 2004).

La tunique moyenne

La tunique moyenne est composée de fibres, de muscle lisse et de cartilage, cette tunique

maintient les voies aériennes ouvertes
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La muqueuse

La muqueuse est composée d’un épithélium et du chorion.

L’¢épithélium est composé de cellules épithéliales plus ou moins ciliées ainsi que des cellules
en brosse et de cellules de Clara.

Les cellules en brosse sont des cellules possédant des microvillosités apicales (et non des cils).
Les cellules de Clara sont des cellules prismatiques sans cils ni microvillosités présentes au
niveau de la zone de transition et sécrétent les protéines du surfactant alvéolaire. Au fil de
I’arbre bronchique, 1’épithélium prismatique pseudo-stratifié devient prismatique simple puis

cubique simple (Silverman, 1997).

On comprend donc bien que plus le calibre des voies diminue, plus I’épaisseur de I’épithélium
diminue (Murray, 2010). De plus, au niveau des dernieres générations de divisions, les cellules
de Clara remplacent les cellules ciliées.

Le chorion pulmonaire est composé de cellules conjonctives tels que des fibroblastes ainsi que
de cellules pro-inflammatoires tel que les mastocytes. Le chorion permet de garder 1’intégrité
de I’arbre bronchique (Carillo, 2004).

iii. Mécanismes muco-ciliaire
Pour éviter ’accumulation de poussiere, de corps étrangers dans les alvéoles pulmonaires un
mécanisme de clairance est en place, composé de mucus et de cils afin d’excréter les particules

étrangéres inhalées.

Le mucus

Le mucus, gel épais et visqueux, tapisse uniformement toutes les voies de conduction (bronches
/ bronchioles) et provient des glandes du chorion. Le mucus piége les particules, humidifie I’air
inspiré et a un rdle protecteur des cellules épithéliales. Le mucus est composé d’eau (a 95%),
de sels, de lipides et de protéines. Dans ce mucus, il y a des protéines antibactériennes inhibant
la prolifération des bactéries : les lysozymes détruisent les peptidoglycanes de la paroi des
GRAM +, les lactoferrines chélatent le fer pour bloquer leur prolifération.

La viscosité du mucus est directement liée aux liaisons de certaines protéines, les mucines. Les
mucines forment des ponts disulfures afin d’augmenter la viscosité du gel.

Les cils
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Le cil a des mouvements intrinséques bien définis en trois phase : une phase de propulsion,
ATP-dépendante ou le cil se projette en avant en formant un mouvement circulaire, une phase
de récupération ou le cil revient a sa position de départ et une phase de repos par lequel le

mécanisme du cil doit a nouveau se charger en ATP afin de propulser le cil.

iv. Les échanges gazeux

Les échanges gazeux se situent au niveau des alvéoles pulmonaires. Les alvéoles sont des
évaginations terminales des canaux alvéolaires. Ces canaux sont des bronchioles respiratoires
ou les alvéoles forment une grappe. L’atrium ou sac alvéolaire est I’extrémité du canal
alvéolaire. L’épithélium alvéolaire est un épithélium simple pavimenteux trés fragile et trés fin
(environ 6 a 10pum d’épaisseur, ce qui représente le diamétre des hématies) (Murray, 1985).

Cet épithélium est composé de 2 types cellulaires : les pneumocytes 1 qui sont des cellules
épithéliales alvéolaires trés étalées, pavimenteuses, recouvrant 90% de la surface et les
pneumocytes 2 qui sont des cellules cubiques, arrondies, enchassées dans les pneumocytes 1.
Le coté apical des pneumocytes 2 possede des microvillosités. Ces cellules sécrétent le corps

lamellaire, granule de sécrétion du surfactant alvéolaire.

Au sein des alvéoles, 3 éléments majeurs sont présents : 1’air, les cellules libres et le surfactant.
Les cellules libres, mobiles dans 1’alvéole sont composées de macrophages alvéolaires et de
lymphocytes. Les macrophages représentent 2% des cellules pulmonaires et constituent la
premicre ligne de défenses contre les pathogeénes. Ce sont des cellules libres que 1’on récupére
lors de lavage broncho-alvéolaire afin d’analyser 1’état général et infectieux du patient.

Le surfactant, secrété par les pneumocytes 2, forme une structure en réseau appelé myéline
tubulaire (Carillo, 2004).

v. Les voies sanguines et lymphatiques
La pression artérielle pulmonaire est 5 a 6 fois plus faible que la pression artérielle systemique.
La circulation pulmonaire est une circulation sous basse pression (Hizlop, 1978)
La circulation bronchique, quant a elle, est une circulation systémique nutritive a pression
artérielle élevée. La circulation pulmonaire, fonctionnelle, est une circulation a haut débit, basse

pression et faible résistance afin de favoriser I’hématose.
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2.3. Principe de la transplantation pulmonaire

I.  Ledonneur
En France, toute personne est considérée comme donneur d’organes, c’est ce qu’on appelle le
consentement présumé. Si au contraire, un individu ne souhaite pas étre donneur apres sa mort,

il est impératif qu’il s’inscrive sur la liste nationale des refus (Agence de biomédecine)

La majeure partie des transplantations se fait sur donneurs décédés, en état de mort
encéphalique. Quand on parle de patient décédé, cela se traduit par I’arrét du coeur engendrant
une anoxie cérébrale. Phénoméne plus rare, le patient peut décéder d’une mort cérébrale dans
laquelle le cerveau meurt avant le coeur. Ce décés survient lorsque le patient a subi un
traumatisme cranien sévére ou une rupture d’anévrisme. Etant donné que la boite cranienne
n’est pas extensible, la pression intracranienne augmente et lorsque la pression est supérieure a

la pression artérielle, le sang ne peut plus irriguer le cerveau (Agence de biomédecine).

Lors d’un arrét cardiaque, les organes sont rapidement inutilisables (environs 15 minutes aprés
le déces). Cela est di a I’ischémie chaude (organe non vascularisé a température corporelle).
Cela implique que les organes doivent étre vite réfrigérés afin de garder I’intégrité de celui-ci.
En revanche, lorsque le cerveau meurt en premier, le coeur continue de battre pendant quelques
heures ce qui permet d’organiser la transplantation et d’arriver au bloc opératoire avec un coeur
qui bat. Cependant, la régulation hémodynamique ne se faisant plus, les réanimateurs ne
peuvent pas quitter le patient. Le donneur est vite envoyé au bloc opératoire, le sang du patient
est remplacé par un liquide a basse température permettant ainsi de diminuer la température des
organes avant de les prélever et de les conserver au froid. Le manque de greffon étant trés
présent en transplantation pulmonaire, il est impératif d’avoir les meilleures techniques de

préservation des organes (Giwa, 2017).

Pour déterminer qui peut étre donneur, la transplantation est reglementée et suit la classification
de Maastricht avec différents cas possibles de donneur (Thuong, 2016) :

e Classe I : arrét cardiaque du patient en dehors de tout contexte de prise en charge

médicalisée et pour lequel le prélevement d’organes ne pourra étre envisagé que si la

mise en ceuvre de gestes de réanimation de qualité a été réalisée moins de trente minutes

apres I’arrét cardiaque

24



- Classe Il : Arrét cardiaque du patient en présence de secours qualifiés, aptes a réaliser
un massage cardiaque et une ventilation mécanique efficaces, mais dont la réanimation
ne permettra pas une récupération hémodynamique.

- Classe 11 : mort du patient survenant par les suites d’une décision d’arrét de traitements
en réanimation

- Classe IV : mort cérébrale du patient

ii. Le receveur
En LTx, deux possibilités s’offrent aux patients : la greffe mono-pulmonaire (greffe d’un seul
poumon) ou la greffe bi-pulmonaire. En fonction de la gravité de la pathologie, il est possible
de greffer uniquement un seul poumon permettant ainsi a 2 patients d’étre greffés a partir d’un
seul donneur. Cependant, si la pathologie touche les deux poumons (dans la mucoviscidose par
exemple), il est nécessaire de pratiquer une greffe bi-pulmonaire (Olland, 2016).

iii.  Un défi systémique et immunologique
Le groupe ABO
Le premier obstacle de la greffe est le groupe sanguin ABO incompatible. Ce phénomeéne

engendre une inflammation, conduisant a une fibrose et a la destruction de 1’organe greffé
(Abbas, 2013). En effet, la transplantation se fait en général en respectant les compatibilités de

groupes sanguins.

Le systeme HLA

Le systtme HLA (Human leucocyte antigen) appelé également CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité) est un marqueur de I’identité (Dausset, 1958). Les molécules du HLA sont
des présentateurs d’antigénes pour les LT. Elles sont tres immunogénes. Ces molécules

présentent une fraction de ’antigéne aux LT permettant d’activer le systéme immunitaire

(Abbas, 2013).
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Figure 4: Reconnaissance directe et indirecte des alloantigénes (Abbas, 2013)

26



Le systéme HLA est de 2 types (Petersdorf, 2017) :
e Typel (A, B, C) exprimé de maniére constitutive sur toutes les cellules nucléées
e Type Il (DR, DP, DQ) : exprimé sur les cellules présentant I’antigéne dérivé de la

moelle osseuse

Le HLA I et le HLA Il sont polygéniques (plusieurs génes de structures et de fonctions pour la
méme classe) et sont également polymorphiques (nombreux variants alléliques). Ces 2
caractéristiques permettent au systtme HLA d’augmenter la possibilit¢ de présentation de
peptides.

Lors d’une transplantation, les cellules de I’organe du donneur présentent des molécules HLA
du donneur. En LTX, on ne tient pas compte de la compatibilit¢ HLA sauf en cas
d’immunisation préalable (présence d’anticorps anti-HLA chez le receveur).

Les lymphocytes du receveur peuvent reconnaitre les allo-antigénes du donneur de maniére
directe ou indirecte (Figure 4). Les lymphocytes T peuvent reconnaitre les molécules du HLA
allo-génique des cellules présentatrices d’antigéne du greffon ou peuvent également reconnaitre
les allo-antigenes présentés par les cellules présentatrices d’antigéne du receveur (Abbas, 2013)
L’alloreconnaissance directe se caractérise par la reconnaissance des LT d’une molécule du
HLA allogénique non apprétée sur les cellules présentatrices d’antigene du greffon.
L’alloreconnaissance indirecte se définit, quant a elle, par la reconnaissance des LT d’un
peptide apprété d’une molécule HLA allogénique liée a une molécule du soi sur des cellules
présentatrices d’antigene du receveur. Ces alloreconnaissances vont engendrer 1’activation des

LT attaquant le greffon (Abbas, 2013).
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Figure 5: Flowchart de I'évolution des CLAD (Verleden, 2019)

Figure 6: Examen au microscope optique d'une bronchiolite en coupe transversale d'un poumon témoin indemne de
bronchiolite oblitérante (gauche) et avec lésions de BO avancées (droite (Thése du Dr. Renaud-Picard Benjamin)

La lumiére bronchiolaire est indiquée par | ’étoile noire, entourée par 1’épithélium bronchique (fleche noire) et les fibres
musculaires lisses de la paroi (fleche blanche) avec présence de quelques cellules inflammatoires (étoiles blanches).
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1. Définition et prévalence

La BO a été décrite et définie la premiére fois en 1993 chez les patients transplantés pulmonaires
(Verleden, 2019). Elle peut survenir de maniere insidieuse avec un déclin progressif ou de
maniére abrupte avec un déclin sévére de la fonction respiratoire (Weigt, 2013). La BO affecte
10% des patients chaque année (Chambers, 2018) et représente la premiére cause de déces chez
le patient greffé pulmonaire. La médiane de survie des patients est de 6,2 ans et atteint 8,3 ans
pour les patients ayant survécu apres la premiére année de greffe (Van der Mark, 2020). En
France, la médiane de survie est de 8,3 ans (Agence de biomédecine). Cependant, avec le
temps, un phénoméne de dysfonction chronique du greffon pulmonaire (CLAD : chronic lung
allograft dysfunction) se développe. Ce CLAD se manifeste soit par un syndrome de
bronchiolite oblitérante, soit par un syndrome restrictif du greffon pulmonaire, soit par une
forme mixte (Figure 5). Cette pathologie liée a la greffe se caractérise par un remodelage
anormal de 1’épithélium bronchique, provoquant au fil du temps un épaississement de la paroi
conduisant a une obstruction des petites voies aériennes (Figure 6) (Pain, 2014). Cette
obstruction est due a un phénomene de fibrose accompagné d’un infiltrat lymphocytaire (Le
Pavec, 2013). Sa prévalence augmente de 50% a 5 ans a 75% a 10 ans (Benden, 2017). L’un
des mécanismes impliqués dans le CLAD est la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM)
(Zhang, 2017).

2. Diagnostic de la bronchiolite oblitérante

La BO se caractérise par un déclin persistant du VEMS >20% comparé aux moyennes des 2
meilleurs VEMS obtenus a au moins 3 semaines d’écart (Fig (Verleden, 2019). L’analyse
scannographique peut déceler des anomalies pulmonaires avec un aspect « en mosaique » des
poumons mieux Visible sur les coupes en expiration. L’analyse histologique ne peut étre que
rarement réalisée et révele des Iésions atteignant essentiellement les voies aériennes distales

inférieures a 2 mm (Verleden, 2016).
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3. Classification de la bronchiolite oblitérante

La BO est catégorisée en 5 grades ou le grade 5 (CLAD-4) représente le stade le plus avancé
de la pathologie (Verleden, 2019) :
CLAD-0: VEMS > 80%
CLAD-1: 65% < VEMS > 80%
CLAD-2: 50% < VEMS > 65%
CLAD-3: 35% < VEMS > 50%
CLAD-4: VEMS < 35%

4. Les cellules impliquées

La réparation des voies respiratoires est un équilibre entre Th1/Th2/Th17/Treg (Figure 7).

Les lymphocytes Thelper 1 (Th1) sont associés a une réponse lymphocytaire cytotoxique, avec
synthése de molécules pro-inflammatoires tel qu’IL-2, IL-12 et IFNy, responsables d’un rejet
aigu cellulaire. Les lymphocytes Thelper 2 (Th2) sont associés a la synthese de molécules
permettant le développement des lymphocytes T (LT) et sont liés a un rejet chronique. Les
lymphocytes Thelper 17 (TH17) sont associés a la synthése de molécules pro-inflammatoires
tel qu’IL-17 et IL-23, impliqués dans I’auto-immunité. L’auto-immunité contre le collagene de
type V prédispose les patients au développement d’une BO. Il en découle une production de
TGF-B, 11-1B, IL-6, IL-17, IL-23 élevée dans le LBA des patients BO. Quant aux lymphocytes
T régulateurs (LTreg), ils jouent un réle dans la modulation des réponses effectrices (Weigt,
2013).

D’autres cellules du systeme immunitaire innée sont également impliquées tels que les
macrophages libérant des chimiokines afin de recruter d’autres cellules immunitaires (Abbas,
2011). De plus, une étude récente sur les neutrophiles démontre que les NETs joueraient un role

dans la pathogenése de la BO (Bozzini, 2021).
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5. Les facteurs de risque de la bronchiolite oblitérante

5.1 Facteurs allo-immuns

I.  Rejet hyper-aigu
Le rejet hyper-aigu apparait quelques minutes apres la transplantation (Figure 8). Ce rejet est
di a la présence d’anticorps spécifiques des antigénes des cellules endothéliales du greffon. Ce
sont des anticorps préformés qui sont des anticorps anti-HLA du donneur. Cela entraine une
thrombose vasculaire provoquant la nécrose du greffon. Pour éviter ce rejet, avant de
transplanter I’organe chez le receveur, une analyse de risque du rejet hyper-aigu est mise en
place par la technique du cross-match (Abbas, 2013). Les lymphocytes T cytotoxiques du
donneur exprimant les HLA sont prélevés et mis en présence du sérum du receveur. Si
I’anticorps anti-HLA reconnait un antigéne HLA spécifique, le LT cytotoxique s’y lie. Apres
ajout des molécules du complément, si I’anticorps est fixé, le LT cytotoxique s’active et lyse la
cellule. Un colorant est ajouté pour visualiser le mécanisme de lyse : s’il y a lyse cellulaire, le

colorant pénétre dans la cellule.

La technique du cross-match est une étude fonctionnelle, utilisant les LT cytotoxiques
exprimant les molécules HLA entiéres et non altérées. Cependant elle ne met en évidence que
les LT cytotoxiques capables de se fixer au complément. Si le cross-match est positif il y a lyse
des cellules par les LT. Néanmoins, il est possible que ce sont les anticorps du donneur qui
activent la lyse cellulaire, c’est ce qu’on appelle un auto-cross-match. Ainsi, une étape de
vérification est nécessaire afin d’analyser 1’effet des LT cytotoxiques du donneur en présence
d’anticorps du donneur. Si le résultat est positif, les anticorps sont des auto-anticorps (Abbas,
2013).

Le cross-match est défini par des conditions bien précises. Ainsi cette technique a ses limites.
L’anticorps doit fixer le complément, or toutes les immunoglobulines ne le fixent pas, donc il

n’v a nas de lvse cellulaire nossible. Pour au’il y ait lyse, le taux d’anticorps doit étre trés élevé.

Cette technique est une méthode peu sensible mais tres spécifique.
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Figure 8: Mécanisme et histopathologie du rejet de greffe (Abbas, 2013)

34



ii. Rejetaigu
27% de patients subissent un rejet aigu au cours de la premiere annéee de greffe (Chambers,
2018). Le rejet aigu est défini par une infiltration des LT dans le greffon surtout dans les régions
périvasculaires et péribronchiques (Figure 8). Le risque est trés élevé les trois premiers mois.

Le nombre d’épisodes de rejet aigu est corrélé a un risque de rejet chronique plus important
(Nakajima, 2011).

Le rejet aigu est défini par plusieurs grades (Stewart, 2007) :

e Grade AO : pas de rejet aigu

e Grade Al : rejet aigu minimal ; cicatrisation, infiltration peu fréquente

e Grade A2: rejet aigu moyen ; infiltrat périvasculaire de lymphocytes, macrophages,
d’¢éosinophiles

e Grade A3: rejet aigu modéré : infiltration plus importante de cellules monocytaires,
d’¢éosinophiles et de neutrophiles

o Grade A4 : rejet aigu sévere : infiltrat diffus, dommage alvéolaire, nécrose du tissu

épithelial

iii.  Rejet chronique

Le rejet chronique est irréversible, avec une diminution du calibre des petites voies aériennes
et des vaisseaux dd a un phénomeéne de fibrose (Figure 8). La réponse a une inflammation
chronique est la réparation aberrante et incontr6lé du tissu, engendrant un remodelage tissulaire
dd a une réponse fibrotique. Les petites voies aériennes développent une occlusion de la lumiére
avec une persistance des lésions immunes. Quand les petites voies sont oblitérées, les voies
aériennes proximales développent une bronchiectasie : flux d’air altéré, pertes des cellules
ciliées, souvent colonisées par des bactéries GRAM — tel que Pseudomonas aeruginosa
(Nakajima, 2011).

La cause majeure de perte de greffon est médiée par les anticorps. L’administration
d’alloanticorps est capable de provoquer une oblitération des voies respiratoires dans un modele

murin. Les allo-anticorps peuvent induire des Iésions des voies respiratoires (Abbas, 2013).
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Le Collagéne V, exprimé de maniere omniprésente dans les tissus conjonctifs périvasculaires/
bronchiques, est incorporé dans les fibrilles de collagéne I, ce qui le protége d’une réponse
immunitaire. Chez I’Homme, s’il y a présence d’anticorps anti Collagéne V, le risque est plus

important de développer une BO.

Lorsque la tubuline K-a 1, exprimée dans les jonctions lacunaires des cellules épithéliales et
endothéliales des voies respiratoires, est exposée au systéme immunitaire, il y a formation
d’anticorps antiK-al provoquant la destruction des cellules. Ces anticorps sont impliqués dans

le rejet chronique, stimulant les facteurs de croissance profibrotique (Sureshbabu, 2020).

5.2 Facteurs non-allo-immuns

I.  Ischémie reperfusion
Au cours d’une transplantation, les organes subissent une période de conservation a 4°C,
appelée ischémie froide. Le processus de 1’ischémie reperfusion comporte un ensemble de
1ésions liées a I’hypothermie lors de la conservation, mais €galement liées a I’hypoxie (organe
non vascularisé et donc non oxygéné) puis au réchauffement et a la ré-oxygénation associés a
la reperfusion (Schuurs, 2006). L’ischémie reperfusion engendre des 1ésions inflammatoires

lors de la transplantation (Jamieson, 2008).

Le processus de I’ischémie engendre un stress cellulaire (Figure 9). Ce stress induit une
diminution en apport d’oxygene et de nutriment engendrant une diminution d’ATP. Cette
diminution d’ATP augmente le calcium intracellulaire de 1’organe greffé. L’augmentation de
la concentration calcique augmente le potentiel de la membrane mitochondriale provoquant la
diminution du pH intracellulaire. Lors d’une diminution de pH, cela engendre une augmentation
de la concentration calcique intra-mitochondriale. L’acidification du milieu intracellulaire

provoque la fermeture des pores mitochondriaux (Figure 10).

Le processus de reperfusion engendre la mort cellulaire des cellules stressées par 1’exposition
brutale a 1’oxygene et aux nutriments provoquant une reversion trés rapide. La forte
augmentation d’Oz induit une forte concentration de radicaux libres. Ce phénomeéne normalise

le pH intracellulaire. La normalisation du pH ainsi que la forte concentration de ROS permet
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I’ouverture des pores mitochondriauX. L’ouverture des pores permet 1’exclusion du cytochrome
C des mitochondries activant les caspases responsables de 1’apoptose et de la nécrose par une

rupture de la membrane mitochondriale puis cellulaire.

L’ischémie reperfusion engendre ainsi un stress cellulaire par I’accumulation de calcium
intracellulaire provoquant la mort des cellules du greffon par un phénomene inflammatoire avec

activation du systéme immunitaire.

ii.  Dysfonction primaire du greffon
La dysfonction primaire du greffon (DPG) est une atteinte pulmonaire survenant dans les
premiéres heures ou les premiers jours apres la LTx. La DPG est un cedéme pulmonaire aigu
résultant du phénoméne d’ischémie-reperfusion. Les patients développant un DPG sévére ont
une mauvaise survie a long terme (Belperio, 2009). Ces Iésions non-spécifiques prédisposent
les patients a un développement d’une BO. La DPG contribue ainsi a la morbidité et mortalité
tardives (Shah, 2018).

iii.  Reflux gastro-cesophagien
Le reflux gastrocesophagien provoque des 1ésions de I’appareil bronchique. Lorsque le poumon
est greffé, il est a nouveau vascularisé mais n’est plus innervé. La dénervation des poumons
altere la clairance mucociliaire. Dans le LBA des patients, la présence de bile ou de pepsine
peut témoigner de l’aspiration de liquide gastrique notamment en cas de reflux gastro-
aesophagien. Les inhibiteurs de la pompe a protons réduisent les reflux acides mais ne bloquent

pas les reflux non-acides (Belperio, 2009).

iv.  Infections

Le poumon est un organe hautement immunogéne exposé aux infections (Mc Curry, 2019). En
LTX, les infections les plus fréquentes sont les infections bactériennes broncho-pulmonaires a
hauteur d’environ 50%. Les infections pulmonaires des patients ayant une BO sont associées a
une progression plus rapide de la pathologie (Nakajima, 2011).

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie fréquente lors d’infections pulmonaires des patients
greffés (40% des cas) (Nakajima, 2011). P. aeruginosa exprime des « pathogen associated
molecular patterns » (PAMP) qui sont des lipopolyssacharides (LPS) de la surface membranaire

qui se lient aux récepteurs « Toll Like Receptor 4 » (TLR4) des macrophages. Ce récepteur
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« Toll Like Receptor 4 » est un « pattern recognition receptor » (PRR) (Kawashima, 2020).
L’activation de TLR4 contribue a I’augmentation de la prolifération des fibroblastes présents
dans I’épithélium pulmonaire lors de phénomeénes de fibrose (Kawashima, 2018). P. aeruginosa
provoque la production d‘IL-8 des cellules épithéliales pulmonaires. IL-8 est une cytokine
chimiotactique pour les cellules immunitaires, non inductrice directe de la TEM mais pouvant
agir en synergie avec le TGF-R. P. aeruginosa induit sur les THP-1, lignée de monocytes
humains, une augmentation de I’excrétion d’IL-8, d’IL-1B et de TNF-o (Borthwick, 2011).

P. aeruginosa accentue la TEM des cellules pulmonaires dans un environnement a forte
concentration de TGF- (Renaud-Picard, 2017). Ainsi, P. aeruginosa augmente le risque de
BO. (Borthwick, 2011).

Les infections virales au Cytomégalovirus (CMV) induisent une augmentation de 1’expression
du HLA du donneur. Le CMV stimule la production de cytokines pro-inflammatoires
(Borthwick, 2011). Une infection a [’Epstein-Barr virus (EBV) est tres problématique chez un
patient greffé. C’est un virus oncogeéne associé au syndrome lymphoprolifératif post-greffe.
Lors de la greffe, il est important de connaitre I’état de I’immunité antivirale, en particulier pour

le CMV et ’EBV, du donneur et du receveur (Nakajima, 2011

En plus des infections bactériennes et virales, les transplantés ont entre 15 et 35% de risque de
développer une infection fongique, en particulier & Aspergillus fumigatus. Ce champignon
engendre des infections invasives et peut jouer aussi un role dans I’inflammation des voies

aérienne conduisant a la BO.

6. Traitements et leurs limites

6.1 Traitement preventif
Lors d’essai clinique dans le traitement préventif de la BO, le critére principal est la
« stabilisation ou réduction du taux de déclin du VEMS ». 1l ne faut pas oublier qu’une
stabilisation de la BO peut refléter I’histoire naturelle de la maladie. D’ailleurs, au moment du

diagnostic de la BO, il est trop tard pour de la prévention (Neurohr, 2021).
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L’ Azithromycine, antibiotique de la famille des macrolides, a montré une amélioration de la
fonction pulmonaire a court terme dans la LTx (Weigt, 2013).

Il est également possible de traiter une des causes de la BO par chirurgie. Le patient peut subir
une chirurgie du reflux appelée fundoplication de Nissen ou ce reflux est bloqué, améliorant les
parameétres fonctionnels du patient (Heyer, 2011).

Lorsqu’un patient présente une BO, la premiére stratégie mis en place est le renforcement de

I’immunosuppression (Verleden, 2019).

Actuellement, un essai clinique est en cours au Nouvel Hopital Civil de Strasbourg portant sur
I’utilisation de la cyclosporine en aérosol. Le protocole BOSTON 2, sous I’identification
NCT03656926 (clinicaltrials.gov), est un essai clinigue mis en place pour démontrer
I’efficacité et la sécurité d’une solution d’inhalation de cyclosporine A liposomale (L-CsA)

dans le traitement de la BO chez les patients ayant subi une transplantation pulmonaire.

6.2 La photophorése extracorporelle
La photophorese consiste a récupérer des cellules mononuclées du sang qui seront soumises a
des UV-A puis réinjectées au patient. Cela va induire une diminution de la production de
cytokines pro-inflammatoires (IL-12, IL-2, TNFa), une augmentation de la production de
cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-R), une diminution de 1’activation des

lymphocytes T et une stimulation des Treg. (Benden, 2017).

6.3 Les anticorps anti-lymphocytaires
L’utilisation d’anticorps comme traitement dans la BO est possible par thérapie cytolytique a
travers [’utilisation d’anticorps anti-lymphocytaires et anti-thymocytaire (Weigt, 2019).
L’ Alemtuzumab, utilisé dans la thérapie d’induction, est un anticorps dirigé contre le systéme
immunitaire pour diminuer la réponse immune lors de la transplantation (Reams, 2007).
L’ Alemtuzumab est une immunoglobuline G, qui se lie a la glycoprotéine transmembranaire
CD52 présente sur les lymphocytes T et B. Apres appariement avec CD52, I’anticorps recrute
les facteurs du complément afin de détruire les lymphocytes et bloquer la réponse immunitaire.
Cette thérapie permet de diminuer le rejet par la déplétion des lymphocytes (Trindade, 2020).
D’autres anticorps tel que le Muromonab, anticorps monoclonal dirigé contre 1’antigéne CD3

des lymphocytes inhibe le rejet de greffe en bloquant les lymphocytes jouant un réle dans le
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rejet aigu. La liaison avec CD3 entraine une activation précoce des lymphocytes conduisant a

la libération de cytokines puis un blocage des fonctions des LT (Yannik, 2011).

6.4 La retransplantation
La retransplantation est le seul traitement pour certains patients sélectionnés avec un BOS tres
sévere (Weigt, 2019). En cas de retransplantation, la survie est moins bonne qu’en cas de primo-

transplantation : 78% de survie a 1 an, 61% a 5 ans. (Heyer, 2014).
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Figure 11: Les 3 types de TEM (Kalluri, 2009)
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1. Caractéristigues de la transition épitheélio-

meésenchymateuse

1.1 Type |

La transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) de type 1 est un processus physiologique
impliqué dans la formation des organes et tissus pendant I’embryogenése (Kalluri, 2009). La
TEM permet la formation du mésoderme jusqu’a 1’épithélium. Cette TEM est réversible ; les
cellules mésenchymateuses peuvent a nouveau devenir épithéliales (Figure 11). Cette TEM finit
le processus de différenciation cellulaire et définit la structure des organes (Nawshad, 2005).
TGF-8 joue un rdle dans le développement, la prolifération et la différenciation cellulaire.

1.2 Type Il
La TEM de type 3 est une TEM pathologique engendrant une acquisition de nouvelles
propriétés migratoire spar les cellules épithéliales (Figure 11). Ce type de TEM est présent dans
la cancérogenese cellulaire. Ce type permet la perte de polarité et ainsi la dissémination des
cellules mésenchymateuses, sous forme de métastases (Pain, 2014). TGF-R agit comme

disséminateur de métastase.

1.3 Type I
La TEM de type 2 est la TEM impliquée dans le processus de cicatrisation permettant de
régénérer le tissu Iésé. La TEM est présente lors d’une réponse inflammatoire persistante, ce
qui induit avec le temps une réponse excessive de TEM provoquant une fibrose de la zone
inflammatoire (Figure 11). Cette fibrose est un processus d’accumulation de fibroblastes et de
fibres de collagénes détruisant ainsi la structure épithéliale de I’organe. Cela engendre la

dysfonction de I’organe (Pain, 2014).
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2. Mécanismes

2.1 Mécanismes cellulaires et moléculaires

Dans la LT, les cellules fibroblastiques peuvent avoir différentes origines : les fibroblastes
peuvent provenir de la circulation sanguine ou de I’environnement local ou alors dériver du
tissu local (Kalluri, 2003).

Lors d’une TEM, il y a perte des marqueurs épithéliaux, provoquant ainsi la perte de polarité
cellulaire. De méme, un réarrangement du cytosquelette s’opere a travers la perte de I’adhésion
cellulaire intercellulaire (Figure 12). Cette TEM provoque I’expression des marqueurs
mésenchymateux et fibroblastiques spécifiques avec la synthése de matrice extracellulaire.
Cette TEM engendre un phénotype fibroblastique caractérisé par des cellule fusiformes,
allongées (Fintha,2019).

Lors de la TEM, il y a désassemblage des jonctions serrées et adhérentes, une répression des
gene épithéliaux, ainsi qu’une perte de polarité cellulaire (Huang, 2012). Les cellules subissent
une réorganisation du cytosquelette d’actine avec l’acquisition de capacités motrices et
invasives permettant 1’activation de 1I’expression des métalloprotéinase capables de dégrader
les protéines de la matrice extracellulaire. Les cellules expriment donc des geénes

mésenchymateux (Lamouille, 2014).

FGF (Fibroblast Growth Factor) active un facteur de transcription, Slug, qui agit comme
inducteur de la TEM. FGF permet la stimulation de sécrétion de métalloprotéinase 2 et 9
(MMP2-MMP9) impliquées dans la dégradation de la membrane basale. EGF (Epidermal
Growth Factor) et HGF (Hepatic Growth Factor) facteurs de dispersion, induisent une
déstabilisation des desmosomes, activent Snail et Slug (facteurs de transcription pro-TEM),
inhibent le géne codant pour la desmoplakine (impliqué dans la prolifération, la migration, la
différenciation et la survie cellulaire) induisant I’acquisition de nouvelles propriétés migratrices
ainsi qu’une diminution des marqueurs épithéliaux (Figure 13).

FGF et EGF favorisent I’endocytose de la E-cadhérine, 1’expression de Snail, Twist et TGF-
permettant la dissociation cellulaire et une augmentation des marqueurs mésenchymateux.
FGF et EGF dégradent la matrice extracellulaire et augmentent la synthése de

métalloprotéinases (Stone, 2016).
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Les facteurs de transcription impliqués dans la TEM sont Snail, Slug, bHLH, ZEB ou Snail et
Slug répriment les genes épithéliaux et activent les génes mésenchymateux. (Lamouille, 2014).
Les protéines de la famille TGF-B, Wnt, Notch et RTK activent 1’expression de Snail.

Il s’avére que les macrophages induisent la TEM quand ils sont en contact direct avec les
cellules épithéliales, produisant des cytokines et activant la TEM par des cytokines pro-

inflammatoires telles qu’Il-1B, et TNF-a (Sivanantham, 2019).

2.2 Processus inflammatoire

Dans la TEM impliquée dans la BO, différentes cytokines sont sécrétées dans 1’environnement
pulmonaire (D’ Amico, 2020).

Lors de la greffe, I’organe est en hypoxie, conduisant a la synthese de HIF-1, facteur de
transcription, impliqué dans la réaction immune/inflammatoire, exprimant différentes protéines
dont I’érythropoiétine, NOS, VEGF. HIF-1, lors de la transplantation, permet le recrutement
des cellules angiogéniques de la moelle pour le remodelage artériel et I’angiogenése. VEGF-A
se lie au récepteur 2 de VEGF pour induire la perméabilité, I’expression de cytokines et de
molécules chimiotactiques. Dans la greffe allogénique, HIF-1, VEGF-A et le récepteur 2 de
VEGF sont surexprimés par les cellules épithéliales du greffon (Akhtar, 2014). Mais quel est le
lien entre la BO et HIF-1 ? Le role d’HIF-1 n’est pas lié au rejet, mais a ’augmentation de la
perméabilité vasculaire et au recrutement des cellules inflammatoires (Figure 14). Or dans le
poumon, HIF-1, VEGF et NOS sont libérés en condition hypoxique. Ainsi HIF-1, VEGF-A et
le récepteur 2 de VEGF possédent une voie signalisation qui peut étre impliquée dans le

développement et le pronostic de la BO apres transplantation pulmonaire (Xu, 2019).
En présence de LTreg, I’IL-12 favorise la production d’INF-y pendant la réponse allogénique.

IFN-y limite le rejet aigu di a son effet antiprolifératif sur les lymphocytes T, engendrant ainsi

une diminution de I’activité Iytique des lymphocytes T cytotoxiques (Verma, 2014).
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Figure 15: Voie de signalisation de TGF-R lors de I'inflammation pulmonaire dans la BO (Lan,
2011)

TGF-B se lie a son récepteur qui se dimérise. Le récepteur se phosphoryle et active Smad2 et Smad3 qui se lient a

Smad4. Ce complexe est transloqué dans le noyau et participe a la régulation de génes cibles. (Aris et al. 2002)
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IFN-y favorise davantage le rejet chronique par une augmentation du CMH-11 a la surface des
cellules endothéliales, activant ainsi les macrophages qui sécrétent des médiateurs pro-
fibrotiques. Quant a I’IL-15, produite par les phagocytes, cette cytokine est impliquée dans la
différenciation et la prolifération des NK (Natural Killer) et LT. (Nakajima, 2011). Dans le
LBA des patients ayant une BO, il y a une forte concentration d’IL-13, cette cytokine induit la

fibrose par I’activation de son récepteur activant la voie intercellulaire JAK-STAT.

FGF a un pouvoir angiogénique, permettant la migration cellulaire la prolifération et
I’activation des fibroblastes et la synthése de collagéne. TNF-a sécrété par les macrophages et
les monocytes induit une inflammation et cause une fibrose. IGF-1 (Insulin Growth factor 1)
régule la croissance des fibroblastes et produit du tissus conjonctif. EGF produit par les cellules
épithéliales, stimule et différencie les cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses (Aris,
2002)

Lors d’infections, les lymphocytes Th-17 produisent de I’IL-17 qui est une cytokine pro-
inflammatoire. IL-17 stimule I’expression d’IL-6, IL-18, CXCL8, TNF-a contribuant ainsi a la
BO. TNF-a est une cytokine sécrétée par les cellules sanguines surtout les macrophages (Wu,
2010). TNF-a. favorise la TEM en établissant un microenvironnement inflammatoire. TNF-a.
permet la survie cellulaire en activant des voies anti-apoptotiques telle que la voie NFxB
(Gulluoglu, 2019).

3. Voies intracellulaires impliquées dans la transition

epithélio-mésenchymateuse

3.1 Voie principale : voie du TGF-R
TGF-R (Transforming Growth Factor B) est surexprimé chez les patients ayant une BO
(Borthwick, 2009). TGF-B est synthétisé sous forme d’un précurseur et forme un complexe avec
des peptides : « latency-associated peptide » (LAP) « latent TGF-R8 binding protein » (LTBP).
Ce complexe permet de maintenir TGF-3 sous forme inactive pour qu’il ne se lie pas a son

récepteur. Le complexe latent est clivé dans I’espace extracellulaire par des protéases (plasmine,
MMP2, MMP9) libérant TGF-R.

50



Canonical (Smad-dependent) pathway | Non-canonical (Smad-independent) pathway

1
TGE-p2 TGE-Bl  BMP4/s : TGE-p2 TGE-B1
D
1
b—b—m Plasma membrane -M_%_é
TPRIl —>TBRI —> TRRI/I < TBRI BMPRI, BMPRII | TPRII = TPRI —> TPRIVI <« TPRI
dimerization l 1 dimerization
Smad1/5/8 @ /_l_\
-
Z ! [MEK | [NF-xp |[PBK/AKT |
C-terminal &  N-terminal \ !
§ MH2 |Ditked MHI | | .
e 1 =N
DNA binding : i MAPKs l 5 :g
I =2
| Smads | —] | [INK | [ p3s | [ ERK | EE
1 o=
|
§ ! il
o= 5
(] 1 o
55 SIE
s i 2 (S &
v 5] [=2 =
S B & =
Fa ! < » s g
g B % : Transcription 35
E gegd o
B P | n- '
E SEE =5
£ ' = O

Figure 16: Les voies de TGF-8 impliquées dans la TEM (Amhadi, 2018)
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TGF-B se lie au récepteur TGF-R2, qui recrute et active par phosphorylation le récepteur TGF-
R1. Le récepteur TGF-R1 active la voie SMAD en activant SMAD 2 par phosphorylation de ses
sites sérine (S208, S204 et S213) et thréonine (T179). Smad 2 phosphorylé se lie a SMAD3. Ce
complexe SMAD?2/3 sera transloqué dans le noyau via Smad4 (Ahmadi, 2018). Smad 2 et 4 ne
possédent pas de domaine qui se lie a I’ADN, mais Smad3 en posséde un. Smad3 est un
modulateur de transcription de genes (Mao, 2019)

Smad 3 phosphorylé li¢ au complexe SMAD2/4 réprime I’expression de la E-cadhérine par les
facteurs de transcription Snail et Slug qui induisent 1’expression de protéines

mésenchymateuses telles que N-cadhérine, fibronectine, vimentine (Figure 15).

Paradoxalement, dans un environnement anti-inflammatoire, TGF-R agit comme un anti-
inflammatoire. Cependant, lorsque I’environnement est pro-inflammatoire, notamment en

présence d’IL-6, TGF-R joue un role amplificateur pro-inflammatoire.

3.2 Les autres voies de signalisations impliquees

TGF-B active également d’autres voies de signalisation : PI2ZK/AKT, MAPK, NFxB, Rho,
TAK1, TRAFA 4/6 (Ahmadi, 2018)

Snail est un facteur de transcription, activé par différentes voies de signalisation dont la voie
TGF-R. Lorsque le récepteur du TGF-B est activé, il active la voie Smad, mais également la
voie RAS-MAPK et PI3K/AKT. Cette induction est nécessaire et suffisante pour réguler la TEM
(Wang, 2013). (Figure 16)

TWEAK, cytokine de la famille de TNF-a., posséde un effet pro-inflammatoire et est impliquée
dans le remodelage tissulaire. La distribution tissulaire de TWEAK est plus large que celle du
TNF-a.. TWEAK induit la production de cytokines et chimiokines telles que TSLP, RANTES,
IL-8. RANTES et IL-8 sont des chimioattractants de leucocytes sur le site de 1’inflammation.
Ainsi la combinaison TWEAK — TGF-B induit la TEM. TGF-8 initie I’induction de cytokines
par TWEAK (Matsuno, 2019).
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La voie PI3K/AKT joue un role important dans la régulation de la prolifération cellulaire et
permet le maintien des caractéristiques biologiques des cellules mésenchymateuses (Figure 16).

Cette voie active les facteurs de transcription Twist (Xu, 2015)

La voie Wnt est également activée. Le ligand Wnt active la voie -caténine impliquée dans le
mécanisme de remodelage pulmonaire. Le ligand Wnt se lie a son récepteur induisant la
phosphorylation et I’inactivation de la GSK-3[3 provoquant une accumulation de 3-caténine qui
sera transloqué dans le noyau. La voie Wnt et un médiateur de la voie TGF-R dans le type Il de
TEM (Pain, 2014).

Shh, de la voie Hedgehog Signaling, active le facteur de transcription Gli, initialement
cytoplasmique, qui sera transloqué dans le noyau. Gli régule I’expression des génes impliqués
dans la proliferation a travers les cyclines. Cette voie est activée lors de réparation pulmonaire
et du développement pulmonaire, permettant d’acquérir une capacité migratoire. La voie Shh

en présence de TGF-i agit en synergie sur le phénoméne de TEM.

3.3 Voie intracellulaire anti-fibrotique

BMP7 (Bone morphogenetic protein 7) fait partie de la superfamille des TGF-B. Son action est,
entre autres, d’inhiber les effets de TGF-. BMP7 s’oppose a I’activité fibrogénique du TGF-}
(Sun, 2018). BMP7 bloque la voie canonique du TGF-B en activant le complexe SMAD1/5, se
liant par compétition a SMAD4 (Figure 17). Ainsi le complexe SMAD1/5/4 est formé pour étre
transloqué dans le noyau (Piscione, 2001).

Pour contrer la fibrose, HGF réduit le niveau de TGF-R, restaurant ainsi les marqueurs
épithéliaux tel que la E-cadhérine et diminue la quantité de MMP9. BMP7, antagoniste
endogene de la TEM, induite par TGF-, restaure la E-cadhérine par la voie Smad5 (Kalluri,
2003)
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4. Marqueurs de la transition épithélio-mésenchymateuse

4.1 Marqueurs épithéliaux
TWEAK régule a la baisse la E-cadhérine (Matsuno, 2019). Lors de la TEM, les jonctions sont
détruites, les protéines de jonction sont relocalisées ou détruites. La E-cadhérine est clivée au
niveau de la membrane plasmique puis dégradée (Yilmaz, 2009). La [3-caténine ne peut plus
interagir avec la E-cadhérine. Or, cette derniere favorise les interactions entre cellules : en cas

de perte de la E-cadhérine il y a également perte de la polarité cellulaire.

Pour inhiber le phénoméne de TEM, il est important de maintenir la E-cadhérine (Willis, 2007).
Les marqueurs diminués dans la TEM sont : E-cadhérine, [3-caténine, desmoplakine, ZO-1,
cytokératine 18, occludine, claudine, desmoplakines présentes dans les jonctions cellulaires et
les miR34, miR200 (Hermeking, 2014).

4.2 Marqueurs mésenchymateux

Dans les poumons, les cellules ayant subi une TEM expriment rarement a-SMA, les cellules
pulmonaires se transforment rarement en myofibroblastes, en revanche elles deviennent
majoritairement des fibroblastes produisant de la vimentine, filament intermédiaire
mésenchymateux (Tanjore, 2009) (Degryse, 2011) (Hill, 2019).

Les marqueurs mésenchymateux sont représentés par la vimentine, le collagéne I, la « fibroblast
specific protein 1» (FSP1), ainsi que Snail, Slug, SIP1, MMP2, MMP9, fibronectine, (Kalluri,
2003). La N-cadhérine est surexprimée durant la TEM. Cette cadhérine va changer 1’adhésion
cellulaire, permettant la perte de jonction cellule-cellule et I’acquisition d’une affinité plus forte

avec les cellules mésenchymateuses (Theveneau, 2012).
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Figure 18: Remodelage membranaire et émission de microparticules par des cellules soumises a un stress (Hugel, 2005)

En réponse a la stimulation, 1’activité floppase induit le transport rapide de la phosphatidylsérine (PS) du feuillet interne
vers le feuillet externe de la membrane plasmique. Pour la génération de microparticules, les calpaines et les kinases ROCK

favorisent le bourgeonnement de la membrane plasmique et I’émission des microparticules.
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1. Origine

Les microparticules (MPs), aussi appelées microvésicules, sont des fragments de membrane
plasmique de 50 a 1000nm de diametre. Elles sont caractéristiques de la membrane des cellules
qui les ont émises, du stress initiateur et des molécules présentes dans leur environnement
fluidique ou tissulaire (Figure 18). Les MPs possedent donc les mémes caractéristiques

membranaires que la cellule émettrice (Olland, 2016).

Elles portent les composants membranaires spécifiques de la cellule, ainsi qu’une fraction du
contenu cytosolique présent au site d’émission membranaire. Dans le vaisseau sanguin, elles
sont principalement d’origine plaquettaire, mais aussi leucocytaire, endothéliale ou

érythrocytaire.

Parmi les vésicules extracellulaires, les MPs se distinguent des exosomes et des corps
apoptotiques (Lin-Li LV, 2019) :
e Corps apoptotique : diametre 200nm a 5mm : provient de la membrane plasmique de
cellules en apoptose
e Microvésicule : diamétre 100 a 800 nm : provient de membrane plasmique de cellules
viables, apres exposition de la phosphatidylsérine
e Exosome : diamétre 30 a 150nm : libéré dans I’espace extracellulaire quand des corps

multivésiculaires fusionnent avec la membrane, contenant des molécules actives

2. Mécanisme de formation

Les MPs reflétent un équilibre dynamique entre prolifération cellulaire, stimulation et mort
cellulaire (Morel, 2011). Les MPs sont générées par une asymétrie de distribution des
phospholipides membranaires lors d’un stress cellulaire ; les MPs sont libérées a la suite de la
surcharge transitoire du feuillet externe en phosphatidylsérine (PS) associée a une dégradation

accélérée du cytosquelette en réponse a I’influx calcique induit par la stimulation.
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La phosphatidylsérine (PS) et la phosphatidyléthanolamine (PE), qui normalement sont du coté
interne du feuillet membranaire, se retrouvent sur le feuillet externe, ainsi ils sont exposés a
leur environnement extracellulaire. En particulier, les MPs sont caractérisées par 1’exposition
de PS qui leur confére un caractére procoagulant lorsqu’elles circulent dans le sang (Ridger,
2017).

L’asymétrie est die a un transporteur ATP-dépendant : 1’aminophospholipide translocase
provoquant un phénoméne de « flip-flop » grace a une augmentation intracellulaire de Ca?*.
Cette augmentation calcique provoque une diminution de I’activité de la flippase et une
augmentation de la floppase (Figure 19).

Les caspases cytoplasmiques et les calpaines sont des thiols protéases dépendantes du Ca?*
permettant la réorganisation du cytosquelette. La caspase 3 est un facteur de réorganisation du
cytosquelette, intervenant dans le clivage de ROCK 1 (rho-kinase) agissant par phosphorylation
de la chaine légere de la myosine. L’activation de la myosine contracte la membrane cellulaire,

provoquant le rétrécissement membranaire, libérant ainsi des MPs (Morel 2011).

3. Les microparticules en transplantation :

biomarqueurs/bioeffecteurs

Plusieurs études ont montré que les MPs peuvent jouer un réle comme biomarqueurs et en tant
que bio-effecteurs. Les MPs ont été étudiées comme biomarqueurs dans le rejet aigu cardiaque
(Morel, 2008) et le rejet cellulaire ou humoral dans la greffe d’ilots pancréatique (Toti,2011),
(Bakouboula, 2011). Les MPs ont aussi une qualité de bio-effecteurs dans la mesure ou elles se
comportent comme de Véritables navettes biologiques qui disséminent un signal biologique de

la cellule parentale a une cellule cible (Constantinescu, 2014).

Les MPs sont de puissants médiateurs permettant 1’échange d’information. Les MPs sont
capables de moduler les propriétés biologiques des cellules voisines par plusieurs mécanismes.
Les MPs permettent de transférer des récepteurs associés a la membrane, de libérer des
protéines activées dans le cytoplasme de la cellule cible, d’échanger des informations

génétiques par le transfert d’ARN et d’induire une réponse immunitaire adaptative.
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Figure 21: Représentation graphique de I'émission de MPs de monocytes humains apres stimulation

au LPS de P. Aeruginosa (Renaud-Picard, 2017)
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Dans des conditions pathologiques, telles qu’une inflammation, la propagation des MPs peut
amplifier la réponses inflammatoire (Morel, 2011).

D’ailleurs, les facteurs de coagulation Xa semblent impliqués dans la fibrose pulmonaire. Les
MPs activeraient ces protéases par la PS et le facteur de tissulaire (FT) engendrant une

coagulation. Le facteur VIIa s’associe au FT, exprimé sur les cellules non vasculaires.

Le complexe FVIIa/TF active FX (facteur X ou prothombinase) en FXa : active la prothrombine
en thrombine. Les MPs sont libérées lors de 1’activation cellulaire ou d’apoptose. FXa induit la

différentiation des cellules épithéliales en fibroblastes (Novelli, 2014)

4. Microparticules pro-inflammatoires

L’¢épithélium pulmonaire participe a la défense contre les pathogenes. Le processus
inflammatoire pulmonaire est dd au recrutement des leucocytes et des chimiokines qui sont des
molécules d’adhésion. Les MPs pro-inflammatoires de monocytes régulent les chimiokines et
autres molécules d’adhésion (Cerri, 2016). Au sein du laboratoire, il a été observé que
I’émission de MPs leucocytaires et leurs propriétés sur la cellule épithéliale bronchique étaient
variables selon ’origine cellulaire ainsi que le type de stimulation subi par la cellule émettrice
(Figure 20). Les MPs lymphocytaires provenant de la stimulation par le TNF-a ont un effet
anti-apoptotique, renforcant le r6le de barriére des cellules épithéliales alors que les MPs
monocytaires d’origine infectieuse induisent une modification de 1’expression des protéines
membranaires en faveur de I’initiation de "EMT (Figure 21). Cette étude ouvre une perspective
sur la dualité des MPs leucocytaires dans I’lEMT et sur leur importance respective dans la

dysfonction épithéliale bronchique (Renaud-Picard, 2017)

Les MPs leucocytaires régulent la syntheése d’IL-6 et d’IL8 par les cellules endothéliales. Les
MPs lymphocytaires et monocytaires induisent la synthése de MMP et de cytokines par des
fibroblastes. Les MPs sur les cellules pulmonaires ont un effet pro-inflammatoire induisant
I’activation de NFxB (Neri, 2011).
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1. Caractéristigues et mécanismes des immunosuppresseurs

Apres transplantation, le patient suit un protocole d’IS : une immunosuppression d’induction
prévenant le rejet aigu post-greffe immédiat et une immunosuppression de maintenance
permettant d’éviter les épisodes de rejet aigu et de rejet chronique (Scheffert,2014).
L’immunosuppression de maintenance est un traitement au long cours. Les patients greffés
pulmonaires sont soumis a un traitement immunosuppresseur a vie comportant généralement

un inhibiteur de la calcineurine, un agent antiprolifératif et des corticostéroides (Figure 22).

1.1Inhibiteurs des calcineurines
Les inhibiteurs de calcineurines inhibent 1’activité phosphatase de la calcineurine et préviennent
’activation et la prolifération des cellules immunes en maintenant le facteur de transcription
NFAT sous les formes phosphorylées restant dans le cytoplasme (Contantinescu, 2014).
Les inhibiteurs des calcineurines les plus utilisés en transplantation sont la Cyclosporine et le
Tacrolimus (TAC).

La cyclosporine est un composé lipophile, se liant a une cyclophiline intracellulaire des LT
formant un complexe prévenant la transcription de I’IL-2, induisant une diminution de
I’activation et de la prolifération des LT (Matsuda, 2000).

Le TAC est 10-100 fois plus puissant que la cyclosporine. Les effets secondaires les plus
fréquents des inhibiteurs des calcineurines sont la néphrotoxocité, I’hypertension artérielle,

I’hypercholestérolémie, la neurotoxicité et le diabete (Watkins, 2012).

1.2 Agent antiproliferatif

L’azathioprine, est une « pro-drug » convertie en 6-mercaptopurine puis en différents composés
qui sont incorporés dans I’ADN des cellules en réplication, bloquant la synthése de nucléotides
puriques de novo, inhibant ainsi la prolifération cellulaire. Les effets secondaires fréquents sont

liés a la toxicité médulaire avec une leucopénie et une anémie (Taylor, 2005)

Le mycophénolate mofétili (MMF) converti en métabolites actifs devient 1’acide

mycophénolique (MPA) inhibant la déshydrogénase monophosphate, responsable de la
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biosynthese de novo de GTP bloquant ainsi la prolifération des LT et LB. MMF subit une
absorption rapide et se convertit en MPA. Le MPA est métabolisé en acide mycophénolique
glucuronique (MPAG) dans le foie. MPAG est excrété par la bile dans I’intestin, MPAG est
reconverti en métabolite actif, provoquant un 2°™ pic de concentration dans le plasma (Holt,
2002).

1.3 Inhibiteurs des mTOR

Les inhibiteurs des mTOR sont également utilisés en transplantation pulmonaire, en seconde

intention, comme alternative aux autres 1S. (Nanmoku, 2019).

Les inhibiteurs des mTOR sont le Sirolimus et I’Evérolimus (EVE). IIs se lient a FKBP12
bloquant mTOR (mais n’inhibent pas la calcineurine). Les effets secondaires sont une

cicatrisation retardée, une leucopénie et une thrombocytopénie (Scheffert, 2014)

1.4 Corticoides
Les corticoides sont utilisés dans I’immunosuppression d’induction mais également dans
I’immunosuppression de maintenance. Les corticoides ont des propriétés anti-inflammatoires
en inhibant la voie NF«B. Ils inhibent également la prolifération des LT, diminuent I’activation

des macrophages et altérent la migration lymphocytaire (Barnes, 2005).

Les effets secondaires possibles sont I’hypertension artérielle, un gain de poids, une

hyperlipidémie, un diabete, une ostéoporose, une difficulté de cicatrisation.
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Figure 23: Mode d'action du Tacrolimus

Dans le cytoplasme de la cellule, le TAC se lie par compétition a FKP12 en inhibant les canaux calciques RyR et IP3R bloquant la
libération de calcium dans le milieu cytoplasmique. Ce complexe neutralise ainsi la calcineurine. Cela se traduit par une non-
déphosphorylation du facteur de transcription NF-AT qui ne pourra plus étre transloqué dans le noyau inhibant ainsi la synthése
de cytokines dont IL-2 bloquant la prolifération des lymphocytes.
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2. Le Tacrolimus

2.1 Origine
Le TAC appelé également FK-506, est un macrolide lactone lipophile de poids moléculaire
803,5 Da (Dheer, 2018). Cet IS a été décrit a la fin des année 80’ (Okuhara, 1994, Tanaka,
1987). TAC a éte découvert dans les années 1990, isolé de la bactérie Streptomyces
tsukubaensis (Wang, 2019). TAC est le plus souvent utilisé par rapport a la cyclosporine (Boots,

2005) car il donne une meilleure innocuité ainsi qu’une meilleure survie chez les patients

(Furlong, 2000) (Jurewicz, 2003).

2.2 Pharmacocinétique
Le TAC a des propriéetés antibiotiques et se lie a FKBP12 dans la cellule. FKBP12, FK506-

binding-protein, est une immunophiline de 12kDa (Xu, 2002). Cette derniere est une protéine
ubiquitaire qui se lie aux canaux calciques intracellulaires et au récepteur 1 du TGF-R (Liu,
1991). Ainsi FKBP12 inhibe la voie du TGF-B par la liaison de cette protéine au récepteur
(Friedman, 1991). Lorsque le récepteur du TGF-R est lié a son ligand, le récepteur est activé et
FKBP12 perd I’interaction (Snyder, 1998) (Figure 23).

Lorsqu’il y a un exces de TAC, par compétition, FKBP12 quitte le récepteur du TGF-R pour se
lier au TAC et le récepteur peut phosphoryler et activer la voie SMAD indépendamment de son
ligand. FKBP12 se lie au site intracellulaire du TGF-, car sans cela, le récepteur serait activé
de maniere constitutive. La liaison entre leucine/proline de FKBP12 et leucine/proline a
proximité des sites de phosphorylation activateurs de TGF-i3 inhibe la phosphorylation du
récepteur 1 du TGF-R par le récepteur 2 du TGF- (Aghdasi, 2000).

Par défaut, FKBP12 est associé au récepteur 1 du TGF-B, mais également a 1’inositol-1,4,5-
triphosphate (IP3) qui est un canal calcique. Le rajout de FK506 induit une rupture de ce
complexe et modifie la conductance du canal (Okadome, 1996), ce qui provoque le blocage de
sortie du Ca?* du réticulum endoplasmique. Le complexe TAC-FKBP12 inhibe I’activité de la
calcineurine calcique et dépendante de la calmoduline ayant une activité phosphatase car la
calcineurine est liée au récepteur d’IP3 par FKBP12 afin d’étre activée. Lorsque TAC est
présent, FKBP12 se détache du complexe provoquant l’inactivation de la calcineurine

(Cameron, 1995).
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Ainsi, le TAC bloque la déphosphorylation du facteur nucléaire des LT activés (NFAT). TAC
inhibe I’activation des LT et autres cellules inflammatoires et inhibe ainsi la libération d’IL-1f3,
GM-CSF, TNF-a et IFN-y. Le TAC peut supprimer la réponse immune indépendante de la
calcineurine : il diminue ainsi la régulation de NFxB, module I’expression de VEGF, de
molécules d’adhésion de matrice extracellulaire et de TGF-[ (Kimsa, 2016). Le complexe TAC-
FKBP12 limite donc la production d’IL-2 qui est un facteur de croissance autocrine pour le LT
lui-méme (Nasr, 2000) (Figure 24).

2.3 Pharmacodynamie
Le TAC possede un index thérapeutique faible, avec une forte variabilité intra et
interindividuelle.
La concentration résiduelle sérique cible de TAC est en gérérale de 10-15ug/L au cours des 3
premiers mois puis 5-12ug/L. La biodisponibilité du TAC, au plus faible est de 10% (Darley,
2019). La disponibilité du médicament n’est pas la méme pour chaque patient, cela provient de
la métabolisation du TAC par CYP3a5 dans le foie et des polymorphismes associés (Zhang,
2017) (Vanhove, 2016).
TAC a des propriétés biopharmaceutiques mediocres comme une solubilité dans I'eau assez
faible allant de 4 a 12 g/mL ainsi qu'une biodisponibilité d’environs 21 % uniquement, en raison
de I'effet de premier passage considérable via le gene CYP-450 3A4 dans l'intestin ainsi que
I'absorption hépatique qui est encore entravée par l'efflux de la glycoprotéine P appelée
MDRZ1(Hebert, 1997) (Vanhove, 2017) (Yigitaslan, 2016).

2.4 Effets indésirables du TAC

L’effet secondaire le plus commun est la néphrotoxicité provoquant des lésions rénales ; c’est
la principale raison de la non-observance des patients chroniques (Stratta, 2005) (Cosner, 2015)
(Nankivell, 2003). Le TAC induit une vasoconstriction des artérioles glomérulaires afférentes
et efférentes avec une réduction du débit sanguin rénal et du débit de filtration glomérulaire.
Ces altérations entrainent une dysfonction des cellules endothéliales et la formation de plaque
d’athérome (Lamas, 2005).

Le diabéte post-transplantation est également un effet indésirable majeur du TAC, facteur de

risque important dans les maladies cardiovasculaires (Katari, 1997).
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Le TAC induit également une neurotoxicité allant des maux de téte, a 1’apparition de
convulsions et d’un coma (Toledo Perdomo, 2012) (Wu., 2016). Le TAC, comme tout IS
favorise les infections et la survenue de cancers (Costa, 2017).

D’autres effets indésirables sont imputés au TAC telles que 1’alopécie, 1’hyperkaliémie, une
hypercholestérolémie et une hypertension (Higgins, 2004) (Hoorn, 2011),(Ilyas, 2017) (Scott,
2003) (Trifianes, 2017) (Flechner, 2008) (Heisel, 2004).

3. L’Evérolimus

3.1 Origine

L’EVE est un analogue du Sirolimus, d’un poids moléculaire de 958Da ayant des propriétés
immunosuppressives (Schuler, 1997) (Eng, 1991) (Kirchner, 2004). Le Sirolimus est un
macrolide découvert en 1975, isolé de la bactérie Streptomyces hygroscopicus (Hasskarl, 2012)

(Senhgal, 1995). L’Evérolimus a eu I’autorisation de mise sur le marché en 2003, en France.

3.2 Pharmacocinétique
EVE se lie également a FKBP12 comme TAC, mais inhibe, quant a lui, une protéine cible
« mammalian Target Of Rapamycin » (MTOR) (Roman, 2011) (Figure 25). Le complexe EVE-
FKBP12 se lie a mTOR bloquant la phosphorylation de p70S6kinase engendrant ainsi I’arrét
du cycle cellulaire (Ciolczyk-Wierzbicka, 2020). EVE est un inhibiteur allostérique de
mTORC1, un inhibiteur du signal prolifératif (Masola, 2015).

MTOR est une protéine sérine-thréonine kinase intracellulaire qui régule la croissance, la
prolifération et la survie cellulaire. Ainsi EVE inhibe la prolifération cellulaire des cellules
stimulées par des facteurs de croissance. mTOR appartient a la famille des P13 kinases (Mak,
2004), composée de 2 sous unités: mMTORCL1 et mTORC2 (Saxton, 2017), (Jacinto, 2004)
(Figure 26).
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mTOR forme au sein de la cellule deux complexes mTORC1, une protéine kinase qui régule la
traduction et la croissance cellulaire Chapman, 2007) et mTORC2 impliqué dans la

réorganisation du cytosquelette d’actine, dans la survie, et I’apoptose.

L’inhibition de mTOR peut paradoxalement jouer un réle pro-TEM ou anti-TEM (Han, 2018).

3.3 Pharmacodynamie
L’EVE a une marge thérapeutique étroite avec une forte variabilité intra et interindividuelle.
La concentration résiduelle sérique cible d’EVE est de 3 a 8ug/L. La biodisponibilité de ’EVE
est faible et cette différence de biodisponibilité¢ provient de la métabolisation de I’EVE par
CYP3a4 et des polymorphismes associés (Crow, 1999).
L’EVE a une biodisponibilité d'environ 16 % en raison de 1'effet de I’absorption intestinale, du
premier passage hépatique via le géne CYP-450 3A4 et de I’efflux de la la glycoprotéine P
appelée MDRI1 qui relargue ’EVE dans le milieu extracellulaire Yacyshyn, 1996), (Crowe,
1998), (Lampen, 1998), Jacobson, 2001).

3.4 Effets indésirables
L’EVE induit une néphrotoxicit¢é moindre que le TAC (Geissler, 2008) Cependant, I’EVE
induit des effets indésirables similaires au TAC tels que des infections urinaires (Schena, 2009),
des formations tumorales cutanées malignes, une leucopénie (Augustine, 2004), une
hyperlipidémie (MacDonald, 2001), un diabéte sucré (Basic-Jukic, 2010). L’EVE provoque
également des insomnies, des céphalées. L’EVE diminue la spermatogenése responsable de

troubles de la fertilité chez I’homme si le traitement est pris au long cours (Kirsanov, 2020).
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1. Modele 2D

La recherche fondamentale s’appuie sur de nombreuses études basees sur la culture cellulaire
en 2 dimensions, ¢’est-a-dire une culture de cellules formant un tapis cellulaire. La culture 2D
étant la plus ancienne est donc la plus présente dans la littérature. Elle représente plusieurs
avantages non négligeables. La culture 2D est bien connue et est donc facilement réalisable,
peu onéreuse puisque la technique ne demande qu’un investissement minimal comprenant du
milieu de culture et des flasques. Cette technique est hautement reproductible, I’environnement
cellulaire est modulable et les cellules sont facilement visualisables par un simple microscope
optique.

Cependant, ce modeéle a des limites. Les cellules proliferent sur une surface plane alors que leur
environnement naturel correspond a une organisation tridimensionnelle. D’ailleurs, toutes les
cellules ne se comportent pas de la méme maniére in vitro et in vivo et elles n’expriment pas/plus
nécessairement les mémes génes ou protéines présentes in vivo. (Gomes, 2017). L’exposition a
la matrice extracellulaire est différente entrainant une polarité cellulaire différente avec des
modifications du métabolisme et de I’expression protéique (Antoni, 2015). Ainsi, les
interactions cellules-cellules et cellules-matrice extracellulaire font défaut (Foglietta, 2020).

Les cultures de cellules en 2D ne représentent pas 1’organisation spatiale des cellules in vitro.

2. L’intérét du modele 3D

2.1. Définition
Le modéle 3D comprend une organisation tridimensionnelle cellulaire permettant de mimer
plus fidelement les interactions cellules-cellules mais également cellules-environnement. Une
des utilisations du modéle 3D est de pouvoir comprendre les mécanismes impliqués dans une

pathologie donnée avant de passer sur un modele murin bien plus couteux.

Le 3D est utilisé pour la régéneération de cartilage articulaire par des chondrocytes autologues
ou la régénération de tissus adipeux (Gullota, 2018) entre autres.
Ce modeéle est également tres utilisé en pharmacologie pour le criblage, la pharmacocinétique,

I’utilisation de bioréacteur perfusé (Powers, 2012).
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Cependant, I’utilisation la plus fréquente du 3D est pour I’étude de la biologie tumorale. Il
permet I’analyse de I’invasion, de la formation des métastases, de 1’interaction cellules —
cellules et cellules — matrice extracellulaire (Fang, 2017). Cette technique permet d’utiliser

directement les cellules provenant de patients (Bregenzer, 2019).

2.2. Le modele 3D : sphéroide/organoide
Le modele 3D se décline en deux groupes : les sphéroides et les organoides (Figure 27). Tous
deux sont des amas de cellules, cependant leur structure et leur formation different. Les
organoides forment des structures non homogenes alors que les sphéroides forment une sphére

plus ou moins concentrique (Corning®).

I.  Organoides

Les organoides sont des amas complexe de cellules spécifiques a un organe donné, telles que
des cellules de I’estomac, du foie ou du poumon. IIs sont constitués de cellules souches ou de
cellules progénitrices et s’auto-assemblent a 1’aide d’un « scaffold » lorsqu’ils sont placés dans
un environnement extracellulaire. Ces structures se développent a partir de cellules souches
embryonnaires, des cellules souches pluripotentes induites, de cellules souches somatiques ou
de cellules cancéreuses. La formation de la structure est comparable a un organe parent viable
pour une étude 3D. lls représentent 1’architecture et la physiologie 3D de ’organe intact
(Bredenoord, 2017).

Les organoides sont utilisés dans la modélisation de maladies ainsi que dans 1’optimisation de
la découverte de nouveaux médicaments. Les organoides sont également utilisés pour étudier
le développement des organes et de 1’édition des genes par I'utilisation de CRISPR. Les
organoides peuvent fournir un apergu des signatures mutationnelles de certaines cancers et
imitent la physiopathologie des tumeurs humaines. Les organoides sont de véritables organes

parents miniatures (Corning®)

ii.  Sphéroides
Les sphéroides sont de simples amas de cellules a large spectre tels que des tissus tumoraux ou

des cellules différenciées. Ils ne nécessitent pas de « scaffold » pour former une telle structure.
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Les cellules s’agglutinent les unes aux autres pour former un sphéroide. Les sphéroides ne
peuvent pas s’autoassembler, ou se régénérer.

La formation de sphéroides est une agrégation de cellules avec des interactions cellules-cellules
et cellules-matrice extracellulaire fortes. La structure 3D mime le microenvironnement
cellulaire (Foglietta, 2020).

Les sphéroides permettent de comprendre le microenvironnement in vivo des tumeurs
permettant de prédire 1’efficacité des médicaments dans la recherche sur le cancer.

Les sphéroides peuvent aussi étre utilisées pour le développement de corps embryoides
(Corning ®).

2.3. Formation des sphéroides
Au départ, les cellules sont cultivées sous forme d’un tapis cellulaire, en 2D. Ces cellules sont
ensuite détachées et forment spontanément des agrégats en se liant aux intégrines de la
membrane plasmique des cellules. Le contact cellule-cellule induit une régulation positive de
la E-cadhérine. La E-cadhérine s’accumule a la surface de la membrane plasmique. La liaison

E-cadhérine-E-cadhérine permet la formation de solides agrégats (Cui, 2017).

Les sphéroides, de forme sphérique, sont constitués de plusieurs couches cellulaires
décomposées en trois zones. En périphérie, le rebord prolifératif est composé de cellules actives
pour la prolifération cellulaire et ont un fort métabolisme, puis la zone de quiescence qui est
composée de cellules ayant une activité métabolique minimale méme aprés exposition aux
nutriments et enfin, au centre, la zone nécrotique ou les noyaux et les membranes cellulaires
sont endommages, les cellules ont donc perdu leur fonction en raison de la privation de
nutriments et d’oxygene (Cui, 2017) (Foglietta, 2020).

2.4. Matériels et méthodes de la formation 3D
I1 est vrai que le modele 3D est plus difficile a mettre en place. Tout d’abord, il est nécessaire
de trouver la bonne technique de formation 3D pour les cellules d’intérét. Actuellement il existe
plusieurs fagcons de créer des structure 3D : par gravité, par I’utilisation de matrices ou encore

de billes magnétiques (Fennema, 2013).
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I. La goutte suspendue

La technique de la goutte suspendue utilise uniquement la gravité. Pour ce faire, deux méthodes
sont utilisées : 1’utilisation de boite de Pétri ou de microplaque 96 puits. Grace a cette méthode,
les cellules s’agreégent spontanément (Hoarau-Vechot, 2018) (Figure 28).

Boite de Pétri : des gouttes de milieu de culture comprenant les cellules d’intérét sont disposées
directement sur la face interne du couvercle de la boite. Dans la boite de Pétri, de I’eau distillée
ou du PBS (phosphate-buffered saline) est ajouté afin de garder les gouttelettes dans un
environnement humide. Le couvercle avec les gouttelettes est ensuite retourné pour fermer la
boite.

Plaque 96 puits : la plaque est composée de puits sans fond afin d’y déposer une goutte de

milieu de culture comprenant les cellules d’intérét. La goutte est maintenue par les bords du
puits. De I’ecau distillée ou du PBS est contenu tout autour de la plaque afin de garder

I’environnement humide.

ii.  Puits a faible adhérence
Dans une plaque de culture, les cellules n’arrivent pas a adhérer a la paroi des puits, ces derniers
sont traités par un revétement anti-adhésion composeé de poly-2-hydroxyéthylméthacrylate. Ces
puits sont de forme plane ou en U permettant ainsi aux cellules de s’agréger naturellement
(Vinci, 2012).

iii.  Lévitation
La lévitation demande un prétraitement des cellules avec des microbilles magnétiques. Ces
cellules liées aux microbilles sont incorporées dans des plaques de culture et exposées a un
aimant situé sous le couvercle (Figure 29). Ces cellules s‘agrégent au niveau de 1’interface air-
liquide formant ainsi un sphéroide en lévitation (Haisler,2013) (Turker, 2018). La structure 3D
forme progressivement une matrice extracellulaire intrinseque, avec une production de

collagéne, de fibronectine et de laminine (Jaganathan, 2014) (Lee, 2015).

iv.  Systeme microfluidique
Les cellules sont cultivées dans des chambres micrométriques. Le milieu est infusé en continu
(Bathia, 2014) (Wu, 2010). Cette méthode permet de contrdler avec précision le
microenvironnement permettant d’étudier les interactions cellules-cellules mais également
entre différent tissus (An, 2014) (Figure 30).
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Figure 30: L'intérét du systeme microfluidique dans I'étude des médicaments (Industrie Techno)
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V.  Mise en place d’un « scaffold »
Le « scaffold » sert d’échafaudage, de support pour les cellules afin qu’elles proliférent. Le
« scaffold » est en adéquation avec le tissu d’intérét, il reproduit la structure du tissu d’intérét
afin d’avoir un mod¢le 3D cellulaire ayant la méme fonction que le tissu étudié. Le « scaffold »
doit étre biocompatible et biodégradable (O’Brien, 2011)). Le « scaffold » peut étre en métal,
en verre, en céramique, en polymeére synthétique ou en polymeére d’origine naturelle (Vats,
2003).

vi.  Hydrogel
L’hydrogel est utilisé comme matrice ayant une origine naturelle ou synthétique, appelé
matrigel. (Figure 31). L’hydrogel mime le r6le de la matrice extracellulaire ou une gouttelette
comprenant une suspension de cellules est encapsulée dans une enveloppe d’hydrogel. Cette
technique favorise les interactions cellule-matrice extracellulaire induisant des modifications

de I’organisation et de la fonction cellulaire (Nath, 2016).

vii.  Analyse des structure 3D
Pour ¢tudier les marqueurs cellulaires, il est possible d’utiliser la cytométrie en flux afin
d’analyser un grand nombre de structure 3D (Beaumont, 2015). De plus, pour analyser la
localisation des marqueurs cellulaires, le microscope confocal permet d’analyser en « Z stack »,
c’est-a-dire que le microscope peut faire des coupes virtuelles du sphéroide. Cependant, la
pénétration du faisceau lumineux est faible, car le laser ne peut pénétrer que sur une distance
de quelques microns. D’ou I’intérét d’utiliser un microscope biphotonique (microscope par
excitation a deux photons) qui « coupe » virtuellement sur toute la profondeur du sphéroide,

sans limite de distance de pénétration.

Pour mesurer la viabilité cellulaire au sein de la structure 3D, deux tests colorimétriques sont
réalisables. Le test au sel de tétrazolium (MTT) qui provoque un précipité violet au sein de la
mitochondrie des cellules vivantes. La quantité de précipité est proportionnelle en nombre de
cellules vivantes. Cette technique est un test de viabilité cellulaire (Costa, 2016).

Le test de la mesure de la lactate déshydrogénase qui est une enzyme libérée dans le surnageant
lorsque la cellule subit des dommages de la membrane plasmique. Ainsi la lactate
déshydrogénase est mesurée dans le surnageant. Plus la quantité de lactate déshydrogénase est
élevée, plus la mortalité cellulaire est élevée. Cette technique est un test de mortalité cellulaire
(Costa, 2016).
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2.5. Limites du modele 3D
Cependant, cette technique a également ses limites. Les modeéles de culture cellulaire en 3D ont
un co(t plus élevé que les traditionnels modeles de cultures 2D mais nécessitent également plus
de temps. Ils demandent un expérimentateur confirmé ou du temps pour comprendre le
mécanisme de cette technique. Etant donné que la reproductibilité est plus difficile & obtenir, il

est primordial de choisir le bon modéle de formation 3D.
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Hypothéeses

Pour le projet de these, nous nous sommes intéressés a I’impact des facteurs non-immuns, les
immunosuppresseurs, et plus particulierement au Tacrolimus et a [I’Evérolimus
immunosuppresseurs les plus utilisés en transplantation. Le role du TAC et de ’EVE dans les
cellules immunes est bien documenté. Cependant, leur impact sur les cellules non immunes
n’est pas totalement élucidé. Afin de mimer plus fidelement la diffusion de ces
immunosuppresseurs dans notre modele pulmonaire de cellules épithéliales bronchiques

humaines, la mise en place d’un modele 3D nous a semblé utile.
Ainsi, nous avons fait les hypothéses suivantes :

1) Certains immunosuppresseurs, comme le TAC et I'EVE favoriseraient le CLAD et tout
particulierement la BO par un effet direct sur les cellules épithéliales bronchiques en induisant
une TEM.

2) La TEM pourrait étre amplifiée en cas d'infection ou dans un environnement pro-

inflammatoire

3) L’approche 3D mimerait plus fidélement la diffusion des IS a travers un épithélium

bronchique.

Les objectifs
Les objectifs du projet sont :

1) Etudier, en culture classique 2D, I’effet du Tacrolimus en présence ou non de cytokines et/ou
de MPs pro-inflammatoires sur la transition épithélio-mésenchymateuse de cellules BEAS-2B

(lignée épithéliale bronchique humaine).

2) Etudier, en culture classique 2D, I’effet de 1’Evérolimus en présence ou non de cytokines
et/ou de MPs inflammatoires sur la transition épithélio-mésenchymateuse de cellules BEAS-
2B.

3) Développer un modele de culture cellulaire 3D de cellules BEAS-2B fonctionnelles. Afin

d’étudier I’effet du TAC et de ’EVE dans des conditions plus physiologiques en particulier
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concernant les conditions hypoxiques rencontrées en clinique humaine lors de la transplantation
pulmonaire.

Pour mettre en évidence la TEM des cellules BEAS-2B nous avons étudié¢ 1’aspect
morphologique des cellules, I’expression du phénotype épithélial et/ou mésenchymateux, les
modifications fonctionnelles ainsi que les différentes voies intracellulaires impliquées dans ce

processus.
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Contexte

La LTx est le seul traitement curatif pour des patients sélectionnés présentant une insuffisance
respiratoire chronique grave. La médiane de survie des patients greffés est de 6,7 ans et atteint
8,9 ans apres la premiere année de greffe (Bos, 2020). Durant la vie d’un greffé, le greffon subit
des agressions comme des épisodes de rejet ou d’infections mettant a mal I’intégrité du greffon
pulmonaire. Les multiples agressions peuvent aboutir a une dysfonction chronique du greffon
pulmonaire, ou «chronic lung allograft dysfunction » (CLAD). Le CLAD a une forte
prévalence ; 50% a 5 ans et atteint 75% a 10 ans (Benden, 2017). Le CLAD est définit par deux
pathologies bien distinctes : le syndrome restrictif du greffon pulmonaire, appelé « Restrictive
Allograft Syndrome » (RAS) et une pathologie obstructive, la bronchiolite oblitérante (BO),

dont la traduction clinique est le syndrome de bronchiolite oblitérante (BOS).

La BO se caractérise par un remodelage anormal de 1’épithélium pulmonaire, provoquant au fil
du temps un épaississement de la paroi bronchique avec une infiltration lymphocytaire et un
dépdt de matrice extracellulaire. Ces phénoménes provoquent une oblitération partielle ou
compléte de la bronchiole qui est progressive et irréversible (Pain, 2014). Un des mécanismes
impliqués dans la BO peut-étre la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Lors
d’épisodes de rejets ou d’infections, le greffon subit une inflammation locale, qui avec le temps
devient chronique. Cette inflammation chronique favorise une TEM excessive et contribue ainsi
a la transformation des cellules épithéliales en cellules mésenchymateuses (Kalluri, 2009). La
TEM se caractérise par des modifications de la morphologie cellulaire de I’épithélium avec une
diminution de I’expression des protéines épithéliales au profit d’une surexpression de protéines
mésenchymateuses (Lamouille, 2014). Cette TEM engendre une perte de la fonction barriere
de I’épithélium pulmonaire avec I’acquisition d’une propriété migratoire (Lamouille, 2014).
Des études sur des modeles cellulaires et animaux suggerent qu’aprés LTx, les cellules
épithéliales bronchiques subissent une TEM en réponse au TGF-B, molécule présente lors
d’inflammation et qui joue un réle pro-inflammatoire (Willis, 2007). Ces cellules épithéliales
acquierent des proprietés de myofibroblastes, produisant de la matrice extracellulaire dont le
dépdt dans la lumiére bronchique aboutit a une fibrose oblitérant la bronchiole.

Cependant, certains patients ne développent pas ou tres peu de rejet aigu ou d’infection. 1l se
peut que d’autres facteurs puissent étre incriminés tel que 1’utilisation des immunosuppresseurs
(IS). Tous les patients greffés d’organe solide ont un traitement IS afin que 1’organisme tolére

le greffon. Cette immunosuppression permet de controler les rejets aigus et chroniques pour
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que les patients puissent bénéficier, le plus longtemps possible, de la fonction de leur greffon.
Nous connaissons les effets de ces molécules sur le systeme immunitaire (prévention du rejet
de greffe, majoration du risque infectieux), et les effets indésirables notamment la
néphrotoxicité. Il a été démontré que dans le rein, des cellules rénales soumises a une
stimulation par du Tacrolimus, perdent leur caractere épithélial et acquiérent un caractére
mésenchymateux. L’action délétere des inhibiteurs des calcineurines favorisant la TEM et la
fibrose est documentée en transplantation rénale (Bennett, 2016). Le r6le potentiel du TAC
comme inducteur de TEM au niveau des cellules épithéliales bronchiques n’est pas connu.
Cependant les résultats du laboratoire indiquent un effet cellulaire pro sénescent et pro
apoptotique du TAC dans les modéles cellulaires endocrines ou exocrines (Constatinescu et al.
2016) et un impact sur la dysfonction cellulaire. En revanche, le role de ’EVE est bien plus
controversé. L’EVE n’aurait pas le méme effet dans chaque organe (Han, 2018). En effet, dans
la fibrose idiopathique pulmonaire, I’EVE serait anti-fibrotique inhibant I’activation de la voie
Smad par le TGF-8. A I’inverse, I’lEVE engendre une TEM des cellules hépatiques apres
transplantation hépatique (Masola, 2015).

Enfin, le stress inflammatoire est également susceptible de favoriser la génération de MPs
leucocytaires circulantes aux propriétés pro-coagulantes et pro-inflammatoires, susceptibles de

favoriser la TEM.

Matériels et méthodes

Pour étudier ’effet des IS sur le greffon pulmonaire, une lignée de cellules épithéliales
bronchiques humaines (BEAS-2B) a été utilisée dans un modéle 2D. Pour mimer un
environnement pro-inflammatoire, des MPs pro-inflammatoires issus de monocytes humains
stimulés par LPS de Pseudomonas aeruginosa ont été utilisées. L’analyse des modifications
morphologiques des cellules BEAS-2B a été realisée par microscopie optique et 1’aspect
fonctionnel des cellules a été étudié par un « scratch-test ». La cytotoxicité des IS a été mesurée
par cytométrie. L’étude de I’expression des marqueurs épithéliaux / mésenchymateux ainsi que
les voies de signalisation intracellulaires activées ont été analysées par Western blot et

immunofluorescence.
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Résultats

Le Tacrolimus a 10uM a I’Everolimus a 0,1nM induit un effet sur les cellules épithéliales
bronchiques. Ces IS modifient la morphologie cellulaire ; les cellules sont plus allongées,
fusiformes avec une délimitation cellulaire moins nette. La combinaison TAC + MPs et EVE +

MPs pro-inflammatoires se traduit par un aspect phénotypique de fibroblaste.

Le TAC et I’EVE induisent une modification significative de I’expression des protéines
membranaires avec une diminution significative de I’expression du marqueur épithélial (E-
cadhérine) et une augmentation significative de I’expression du marqueur mésenchymateux
(Vimentine) des BEAS-2B par rapport aux cellules non stimulées. La combinaison avec les

MPs provoque le méme résultat phénotypique.

Quant a I’analyse fonctionnelle par « scratch test », lorsque les cellules sont stimulées avec le
TAC, I’EVE ou par la combinaison avec les MPs, le comblement de breche est plus important

apres 72h par rapport aux cellules non stimulées.

Pour étudier cette hypothése les cellules stimulées par le Tacrolimus ont été traitées par un
inhibiteur de la voie SMAD, le BMP7, afin de bloguer la TEM en présence de Tacrolimus. Les
cellules, en présence de TAC et de BMP7, gardent leur phénotype épithélial. Le BMP7 préserve
1’état des cellules épithéliales bronchiques. Le BMP7 prévient également la capacité épithéliale
ou la capacité migratoire est faible. Ainsi, le TAC utilise la voie canonique du TGF- B : la voie
SMAD2-3.

Cependant, plus la concentration d’Evérolimus augmente, plus les cellules gardent leur
phénotype épithélial. L’Evérolimus induit une TEM a faible concentration et perd cet effet a

plus forte concentration.

Conclusion

Les traitements immunosuppresseurs, bien que tres efficaces contre le rejet de greffe, joueraient
un role dans la TEM, mécanisme impliqué dans la BO. Le TAC joue un réle dans la TEM des
cellules épithéliales bronchiques humaines. L’EVE a faible concentration, induit une TEM.
Cependant, a forte concentration, I’EVE n’induit pas de TEM sur les cellules bronchiques. Ainsi
le TAC jouerait un réle pro-fibrosant alors que I’EVE jouerait un rdle antifibrosant a plus forte

concentration.
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Abstract

Introduction. Bronchiolitis obliterans syndrome (BOS) is characterized by an abnormal
remodeling of the bronchial epithelium causing fibrotic obliteration of the bronchiole lumen
and occurring in 50% of lung transplanted patients after 5 years. One possible mechanism
involved is epithelial-mesenchymal transition (EMT). This EMT could be favored by non-allo-
immune factors such as infections but also immunosuppressive drugs, known to impact wound

healing especially Tacrolimus (TAC) and Everolimus (EVE).

Methods. Bronchial epithelial BEAS-2B cells were submitted to TAC (1-20uM), EVE (0.1nM
— 1uM) and/or to pro-inflammatory microparticles (MPs) (30nM) for 72h. Pro-inflammatory
MPs were harvested from LPS of Pseudomonas aeruginosa-stimulated monocytes THP1,
washed and concentrated. Cells were used to test TAC, EVE and MPs. Cellular morphology
was analyzed by optical and confocal microscopy. Identification and quantitative analysis of
epithelial and mesenchymal membrane proteins were performed by Western blot assay.

Migratory cell capacity was assessed by the “scratch-test”.

Results. Cells treated by TAC and EVE acquired a modified cellular morphology with a
spindle-shaped mesenchymal profile compared to a normal rounded, epithelial appearance of
control cells. We observed a significant down-regulation of E-cadherin with TACioum and
EVEo,1.nm compared to untreated cells (p<0.0001) and (p<0.001) respectively, and a significant
up-regulation in vimentin with TAC1oum and EVEo 1nm compared to untreated cells (p=0.0005)
and (p<0.05) respectively.

The gap was filled to 40%, to 42% and 37% in presence of 10uM of TAC, 0,1nM of EVE and
Mps pro-inflammatory respectively compared to untreated cells with 8% of filling. The
combination of MPIps+TACioum and MPIps+EVEo1nm induced 44% and 43% filling

respectively.

Conclusion. In vitro, TAC or EVE combined to pro-inflammatory MPs induced EMT in 2D

bronchial epithelial cell cultures.
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Introduction

Lung transplantation is currently the only effective treatment for patients with end-stage chronic
respiratory failure. Admittedly, the median survival of patients is 6.7 years and reaches 8.9
years after the first year of transplant (Bos, 2020), However long-term survival and health-
related quality of life are hampered by the occurrence of chronic lung allograft dysfunction
(CLAD) which develops with time. Its prevalence increases to 50% at 5 years and 75% at 10
years (Benden, 2017). CLAD has different subtypes, mainly bronchiolitis obliterans syndrome
(BOS), and restrictive allograft syndrome (RAS). CLAD pathology is characterized by
abnormal remodeling of the bronchial or alveolar epithelium, causing over time thickening of
the bronchial wall leading to obstruction of the small airways or parenchymal collagen
infiltration (Pain, 2014) and lung volume restriction. Obstructions of airway lumen and lung
collagen infiltration are associated with lymphocytic infiltrates, presence of myofibroblasts
accompanied by bronchiolar and interstitial fibrosis, (Le Pavec, 2013). Different studies have
addressed the role of cells (dendritic cells, macrophages, T and B cells) cell-membrane particles
(exosomes, microparticles...), antibodies (anti-HLA antibodies...), cytokines (interleukins...),
checkpoint molecules in CLAD. How interactions between these entities result in CLAD
remains partially unknown. Suspected mechanisms involve epithelial-mesenchymal transition
(EMT) and/or local fibrogenesis (Zhang, 2017). Chronic allograft dysfunction has probably

many shared mechanisms whatever the solid organ transplant considered.

In the context of chronic inflammation, EMT becomes excessive and contributes to the
transformation of epithelial cells into mesenchymal cells (Kalluri, 2009). EMT is characterized
by changes in cell morphology, a decrease in the expression of epithelial proteins (E-cadhérin,
R-catenin), in favor of overexpression of proteins typical of mesenchymal cells (vimentin,
o—SMA) (Lamouille, 2014). EMT is accompanied by changes in the functional properties of
cells, including loss of epithelial barrier function and the acquisition of contractile and
migratory properties (Lamouille, 2014). In human kidney transplantation for example, strong
staining for vimentin in tubular cells is predictive of late renal graft dysfunction (XuDubois,
2014). In addition, the overexpression of mesenchymal markers is well correlated with the
diagnosis of humoral rejection and its prognosis (XuDubois, 2016). Studies in cell or animal
models (Borthwick, 2009 and 2013) suggest that after lung transplantation, bronchial epithelial
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cells undergo EMT in response to TGF-B This is the main cause of the expansion of
myofibroblasts seen in BOS (Willis, 2007).

Currently, no treatment is effective for CLAD. The evolution of this pathology can be
responsible for a major deterioration in the patient’s respiratory function, leading in some cases
to death. A second transplant is sometimes performed and is the only effective treatment
(Takeshi, 2011). Immune and non-immune factors have been implicated in the occurrence of
CLAD such as primary graft dysfunction, broncho-pulmonary infections (e.g. Pseudomonas
aeruginosa), air pollution and smoking, gastro-esophageal reflux, cellular and humoral
rejection. All these conditions may induce bronchial or alveolar epithelial injuries (Borthwick,
2011). Within the laboratory, a study of bronchoalveolar lavage fluid of transplant patients with
a pulmonary infection was carried out; our results showed a high concentration of leukocytes-

derived proinflammatory microparticles (MPs), (Renaud-Picard, 2017)

Immunosuppressive drugs are used in solid organ transplantation to control for immediate and
long-term rejection. Current immunosuppressive regimens include induction therapy with bolus
corticosteroids and basiliximab and maintenance immunosuppression with a triple combination
of low dose corticosteroids, a calcineurin inhibitor and a cell-cycle inhibitor. Anti-mTOr
compounds are increasingly used in lung transplantation as alternative drugs in case of
intolerance or major side effects of calcineurin or cell-cycle inhibitors. The most largely used
calcineurin-inhibitor is Tacrolimus (TAC), which carries several side effects, such as
opportunistic infections, diabetes mellitus, headache, hyperglycemia, hyperkalemia, mental
status changes, nephrotoxicity, and tremor. It is also possible that tacrolimus effect of
preventing CLAD is counterbalanced by promoting EMT, and fibrosis. This paradoxical
outcome has been documented in kidney transplantation (Borthwick, 2009). Similarly, Bennet
et al. (Bennett, 2016), demonstrated that Tacrolimus induces EMT in renal tubular cells.
Conversely, inhibition of EMT may attenuate renal fibrosis by inhibition of the Wnt/b-catenin
signaling pathway. (Hu, 2020) (Li, 2021). The same effect has been established with
mammalian target of rapamycin inhibitors (mTORI), such as Everolimus (EVE), which induces
EMT in liver cells (Masola, 2015). EMT could be a shared mechanism explaining both TAC’s
and EVE’s nephrotoxicity and chronic allograft dysfunction in lung transplant or other solid

organ recipients.

In the present study, we hypothesize that TAC and/or EVE are capable of inducing EMT in

bronchial epithelial cells with or without an inflammatory environment using different
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cytokines or leucocyte-derived microparticles. Thus, study is based on morphological and
functional analysis of bronchial epithelial cells in different conditions of culture, and on
identification and quantification of TEM protein markers. We were also interested in

determining intracellular pathways implicated in TAC or EVE induced EMT.

Materials and methods

1. Cell cultures
a. THP-1 monocytes
THP-1 monocytes were used to obtain membrane microparticles. THP-1 are human monocytic
cells from patients with acute myeloid leukemia, obtained from the ATCC (American Type
Culture Collection, Manassas, USA). THP-1 monocytes were grown in suspension in RPMI
1640 medium (P04-16500, Pan Biotech®) with 2.5g/L of glucose and 2mM of glutamine,
supplemented with 1% penicillin/streptomycin, 0.2% R-mercaptoethanol and 10% fetal bovine
serum (FBS). The cells were seeded at a concentration of 3x10° cells/ml, cultured at 37°C, in a

humid atmosphere and with 5% CO>. The culture medium was changed every two-three day.

b. BEAS-2B

The human line BEAS-2B comes from a healthy human bronchial epithelium. Cells are
immortalized by infection with the adenovirus 12-SV40 (American Type Cell Culture). BEAS-
2B cells were cultured on a support suitable to adherent cells and cultivated in RPMI 1640
medium (P04-18047, Pan Biotech®) containing 2 mM of glutamine and 4.5 g/L of glucose, 1%
penicillin/streptomycin and 10% FBS. The cells were seeded at the concentration of 2x10°
cells/ml and cultured at 37°C, in a humid atmosphere and with 5% CO>. The passaging of these
cells was carried out every two or three days and cells were detached by careful proteolysis
using a solution of trypsin EDTA (EDTA 200 mg/L, trypsin 170,000 U/L).

2. Cellular viability

The viability of cells was studied by cytometry (Guava®) by analyzing standard markers of
apoptosis (propidium iodide and FITC Annexine V). The cell recovery and marker incubation
procedure were followed according to the protocol of the Ebiocyt platform UPS 1401 of
Strasbourg university. Cell viability was established when cells were annexin V and

propidium iodide negative.
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3. Production of TPH-1 monocytes membrane microparticles
a. Procurement and isolation of MPs
THP-1 cells were stimulated or not by 10ug/mL of lipopolyssacharide (LPS) from P.
Aeruginosa at 37°C to produce an infectious stress. After 24h of stimulation, cells were
separated from their supernatant by twice centrifugation for 15 minutes, at 350g, and at room
temperature. Then, supernatant was centrifuged twice for 1h, at 14.000g and at 4°C. The pellet
of MPs was re suspended in HBSS solution (without calcium, magnesium, and phenol red) and

stored at 4°C for 1 month maximum.

b. Dosage of MPs
The dosage of MPs is an indirect method based on an enzymatic reaction which uses the
capacity of MPs, in the presence of phosphatidylserine (PS), to form an enzymatic complex
which generates thrombin from prothrombin. The thrombin produced is measured by a
colorimetric assay using a chromogenic substrate which releases a colored product measured
by optical density using a spectrophotometer. (Hugel, 2004).
The MPs linked to annexin V are immobilized on a microplate containing streptavidin (Roche,
France).
The prothrombinase complex composed of the factors FXa (enzyme), and FVa (cofactor) and
as well as its substrate factor Il (FII, prothrombin) are added. In the presence of calcium, PS
catalyzes the proteolysis of pro-thrombin to thrombin by the enzyme FXa.
The thrombin generated is proportional to the concentration of PS present in the sample and is
measured using a chromogenic substrate pNAPEP 0216 which releases a yellow-colored

product after cleavage by thrombin.

4. Cell Treatment

BEAS-2B cells were treated with Tacrolimus (tIrl-fk5, Invivogen®) or Everolimus (tlkrl-eve,
Invivogen®) diluted in DMSO 100%, at increasing concentration from 1 to 20uM and from
0,1nM to 1pM respectively. DMSO was present at less than 0.05% in the medium. The
concentrations of Tacrolimus 10uM and Everolimus 0.1nM were chosen after examination of
dose response curves. MPs of monocytes were used at 30nM. To allow comparisons with a
positive control, cells were treated with TGF-R (T7039 Sigma®) and TNF-a. (T0157, Sigma®)
at 10ng/mL and 20ng/mL respectively.
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5. Bone morphological protein 7

BMP7 (Bone morphogenetic protein 7) belongs to TGF-B superfamily. Its action is, among
others, to inhibit the effects of TGF-B. BMP7 opposes the fibrogenic activity of TGF-p (Sun,
2018). BMP7 blocks the canonical TGF-B pathway by activating the SMAD1/5 complex,
competitively binding to SMADA4. Thus, the SMAD1/5/4 complex is formed to be translocated
into the nucleus (Piscione, 2018) counteract fibrosis, HGF reduces the level of TGF-f, thereby
restoring epithelial markers such as E-cadherin and decreasing the amount of MMP9. BMP7
acts as an endogenous TGF-R-induced EMT antagonist, restores E-cadherin by Smad5 pathway
(Kalluri, 2003). BMP7 (SRP6157, Sigma®) was used to block the canonical pathway of TGF-
R at increasing concentrations (10- 250 ng/mL), and the 250ng/mL was retained.

6. Cell migration assay
Cells undergoing an EMT acquire new migratory properties, which can be assessed by the
“scratch-test”. BEAS-2B cells were seeded at a density of 500 000 cells in a 6-wells plate to
obtain a confluent cell monolayer after 24h of incubation. We created then an artificial gap
(mimicking a wound) using the tip of a sterile 1mL pipette in each well. We captured images
at the beginning and at regular time intervals (24, 48 and 72h) during cell migration to close the
scratch, and compared the images to quantify the migration rate of the BEAS-2B cells.

7. Western blot

Total proteins were extracted at the end of the incubation period. Cells were lysed in RIPA
buffer (50mM Tris, 150mM NaCl pH 8, 0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 1% NP40, 0.5%
protease inhibitors and 0.5% phosphatase inhibitors). The lysate was centrifuged (25 000 g, 30
min, 4°C) and the supernatant containing the proteins was harvested. Protein lysate supernatants
were stored at -20 ° C.

Protein assay was carried out with the modified Lowry dosage. Proteins were separated in
denaturing conditions by electrophoresis on SDS-PAGE gel at 10%, at 70V for 30 minutes and
migration at 100V for 1h30.

Then, the proteins were transferred to a nitrocellulose membrane (Amersham GE Healthcare,
USA) at 200mA for 2h in ice. After transfer, to block non-specific sites, the membrane was
immersed for 1h into a blocking buffer solution. The membrane was incubated with shaking, at
4°C, with the primary antibody (anti-E-cadherin antibody 1/1000 (ab1416, Abcam®), anti-
Vimentin antibody 1/1000 (ab20346, Abcam®) and anti-R-tubulin antibody 1/10000 (ab151318,

Abcam®). After an overnight incubation, the membrane was incubated for 1h at room
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temperature with shaking with a secondary antibody coupled to peroxidase (anti-mouse 19G
HRP-linked antibody, 1/10000 for the three antibodies). The labeling was revealed by
chemiluminescence technique using the LAS 4000 apparatus. The expression of the proteins of
interest was normalized with respect to B-tubulin, a maintenance protein, under the form of a

ratio.

8. Immunofluorescence confocal microscopy
To highlight protein markers involved in EMT, immunofluorescence allows viewing the
proteins’ localization. BEAS-2B were cultured in millicell EZ plates, at a density of 10 000
cells per well. After stimulation with TAC and BMP7, cells were fixed with paraformaldehyde
4% for 10 minutes. Then, to block non-specific sites, cells were incubated with a blocking
buffer for 1h at room temperature. Thereafter cells were incubated with primary antibodies anti-
E-cadherin (dilution 1/200, ab1415, Abcam®) and anti-vimentin (dilution 1/1000, ab151318,
Abcam®) overnight. Cells were then incubated for 2h in the dark, with secondary antibodies
anti-rabbit Alexa 488 and anti-mouse Alexa 633. 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) was

used to discriminate and count fixed cells.

9. Statistical analysis
Effect of Tacrolimus, Everolimus, MPs and BMP7 on human bronchial epithelial cells were
carried out 3 times (n = 3). The data are represented by their average (+/- standard errors).
Statistical analysis of quantitative data was based on Anova test and T-Test using GraphPad
Prism 5.0 software. A p-value lower than 0.05 was considered to indicate statistical
significance. (*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, ****: p<0.0001).
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Results

l. Cells undergo morphological changes in presence of TAC or EVE

Optimal concentrations of TAC and EVE for detecting EMT were obtained by a concentration-
response curve by measuring changes on the expression profile of protein markers and looking

for associated morphological changes.

a. Morphological modifications of BEAS-2B cells in presence of immunosuppressive

drugs
Because BEAS-2B have a continuous growth with a doubling of the population every 24 hours,

the kinetics of morphologic changes were analyzed at different time points (0, 24, 48 and 72
hours, but only 72 hours is represented), the last time being that which BEAS-2B are at
confluence under our basal culture conditions. The cells were stimulated according to the
experimental protocol described in the “materials and methods” section.

At 72 hours, BEAS-2B cell morphology was not significantly modified after incubation with
TAC (1 and 5 uM) (Figure 1 C-D) or EVE (1, 10, 100 and 1000nM) (Figure 1 H-I-J-K)
compared to baseline conditions: the cells were cuboidal and well delimited. There was a clear
morphologic alteration for TAC concentrations greater than or equal to 10uM (Figure 1 E-F):
cells were more elongated, spindle-shaped and their delineation was less clear. On the contrary,
for EVE, morphological changes were obvious for the lowest concentration i.e. 0.1nM (Figure
1 G). And the more the concentrations of EVE increased, the more the epithelial morphology
was maintained. These morphological changes tended towards the same appearance as cells

stimulated by pro-inflammatory cytokines adopting a fibroblastic phenotype (Figure 1 B).

b. Functional “wound healing” effect of immunosuppressive drugs on BEAS-2B cells

cultures (“scratch test”)

EMT causes loss of epithelial character characterized by loss of adhesion to the basement
membrane and the development of migratory capacity. The functional change was measured by
a gap filling kinetics assay in BEAS-2B cell layers. The area of the gap was measured at 72
hours and then subtracted from the area measured at T=0h to graphically represent the filling

of the breach.
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After 72 hours of culture with TAC, the gap was not significantly filled at low concentrations
of 1and 5 uM of TAC (Figure 2 C-D). Only a TAC concentration greater than or equal to 10uM
favored gap filling as did the incubation with cytokines representing our positive control (Figure
2 E-F-B).

After 72 hours, the gap was filled to 28% by the untreated cells, to 16% and 26% in the presence
of 1uM of TAC and 5uM respectively and to 54% and 48% in the presence of 10uM and 20uM
of TAC while cytokines promoted filling of 60% of the surface (Figure 2 A-B-C-D-E-F).

After 72 hours of culture with EVE, concentrations greater than 0,1nM didn’t promote gap
filling. Only the lowest concentration of EVE (0.1nM) significantly induced a gap filling
(Figure 2 G).
After 72 hours, in the presence of 1nM, 10nM, 100nM and 1uM of EVE, the gap was filled at
38%, 33%, 31% and 32% respectively (Figure 2 H-1-J-K). Conversely, there was a 59% filling
with 0.1nM of EVE as in the presence of cytokines with 60% of filling (Figure 2 G-B).

Thus, lower TAC concentrations (< 5uM) and higher concentrations of EVE (> 1nM) didn’t
induce migration of BEAS-2B in the “scratch-test” (Figure 3). TAC at 10uM and EVE at 0.1nM
induced a modification of epithelial cells losing their epithelial characteristics in favor of a
mesenchymal profile with the acquisition of migratory properties characterized by gap filling

in the scratch test

c. Expression of epithelial and mesenchymal membrane proteins:

Because EMT results in altered expression of membrane proteins, expression of the epithelial
protein E-cadherin and the mesenchymal protein Vimentin were investigated by western blot

assay.

Measurements of the expression of the two proteins by BEAS-2B cells in the presence of TAC
1uM and 5uM and EVE from 1nM to 1uM showed no significant variation compared to cells
without TAC or EVE (Figure 4).

However, the expression profile was modified by treatment at 10uM of TAC and 0.1nM of

EVE. The expression of E-cadherin was significantly reduced with TAC at 10uM compared to
unstimulated cells (p<0.0001) or compared to TAC at 5uM (p = 0.0005) (Figure 4 A).
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Similarly, the expression of E-cadherin was significantly reduced with EVE at 0,21nM compared
to untreated cells (p<0.001) or to EVE at 1nM (p<0.01) (Figure 4 B).

Vimentin expression by BEAS-2B was significantly increased in response to TAC at 10uM
compared to untreated cells (p=0,0005) (Figure 4 A). Likewise, in the presence of EVE at
0.1nM, the expression of vimentin was also significantly increased compared to untreated cells
(p<0.05) or EVE 1nM (p>0.05) (Figure 4 B). Cells stimulated with TAC 10uM, or EVE 0.1
nM followed the same expression profile as the positive control represented by cytokine

stimulation.

1. TAC and EVE don’t cause cell apoptosis

Epithelial cells, faced with pharmaceutical modulators, are activated, and can transform into
mesenchymal cells by EMT or undergo apoptosis. To verify the effect of TAC and EVE, BEAS-
2B cells were analyzed by cytometry using the Ebiocyt UPS 1401 platform in Strasbourg,
France. To obtain the half maximal effective concentration (EC50), TAC and EVE were added

at concentrations of 1uM to 50puM and 0.1nM to 100uM respectively.

TAC concentrations of 1 to 20uM didn’t induce apoptosis. At 30uM, 40uM and 50uM, 57%,
84% and 85% of cells entered apoptosis respectively (Figure 5). From 30uM, more than 50%
of cells were apoptotic.

EVE concentrations from 0.1nM to 20uM didn’t induce apoptosis. At 30uM, 40uM, 50uM and
100uM, 36%, 40%, 42% and 80% of cells were apoptotic respectively. At 100uM, more than
50% of cells were dead cells. In presence of pro-inflammatory cytokines, 10% of cells were
dead (Figure 5).

Thus, at 10uM of TAC and 0.1nM of EVE, cells were viable and didn’t undergo premature

death. Moreover, in our model, pro-inflammatory cytokines didn’t induce apoptosis as well.

Concentrations of 10uM of TAC and 0.1nM of EVE were used for the remainder of the study.

. BMP7 : EMT blocking effector
Our data raise the question of mechanisms underlying the induction of EMT by TAC or EVE.

The TGF-B receptor is a receptor with serine-threonine kinase activity. Binding of TGF-B to

this heteromer is necessary to initiate transphosphorylation of TGF-R-RI by TGF-R-RII and
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downstream intracellular signaling. Into the cell, FKBP12 peptide binds to the cytoplasmic
phosphorylation site of TGF--RI, inhibiting activation of the receptor in the absence of its
ligand (Aghadasi, 2000). However, the affinity of FKBP12 for TAC is sufficient to cause by
competition the dissociation of FKBP12 from the TGF-R receptor and the formation of a stable
complex (Okadome, 1996). Thus, TAC would promote constitutive activation of the receptor
which would no longer be controlled by the signal attenuation mechanisms induced by TGF-R3.
Thus, TAC may promote EMT of human bronchial epithelial cells, in inflammatory conditions.
TAC could therefore be an indirect inducer of EMT leading to BO.

To demonstrate that TAC uses the canonical TGF-R pathway to induce EMT, a modulator of
the BMP family was used. BMP7 blocks the canonical pathway by activating the SMAD 1/5
complex, with competitively binds to SMAD4, thus the SMAD1/5/4 complex is formed to be
translocated into nucleus (Piscione, 2018). BMP7 doesn’t block activation of the SMAD2-3
complex but blocks the SMAD2-3-4 complex so that it’s not translocated into the nucleus to

activate genes involved in EMT (Sun, 2018).

a. Maintenance of cell morphology in presence of BMP7

Following the previous model, a concentration-response curve was established. Increasing
concentrations of BMP7 were added, from 10 to 250ng/mL in presence or absence of TAC.
After 72 hours of stimulation, BEAS-2B cell morphology incubated with TAC1oum+BMP7
10ng/mL and TAC1oum+BMP7 50ng/mL was significantly modified: cells were elongated and
spindle-shaped, tending to the same morphological profile as the cells stimulated only with
TACio0um (Figure 6 F-G). When cells were incubated with 100ng/mL of BMP7, they had a
double profile, some cells were well spindle shaped, others looked well delimited (Figure 6 H).
On the other hand, when cells were cultured in presence of TAC1oum+BMP7 250ng/mL or
BMP7 alone (At 10 and 250ng/mL), cells were fusiform, well-delimited (Figure 6 D-E-I).
BMP7 is concentration dependent. In the presence of TACioum+BMP7 250ng/mL, cells
remained “epithelial” in morphology (Figure 6 I). BMP7 maintained morphological integrity
of BEAS-2B cells cultured in presence of TAC.

After 72 hours of culture with only 10ng/mL or 250ng/mL of BMP7, the gap was not

significantly filled (Figure 7 D-E). However, cells stimulated with TACioum+10ng/mL
/+50ng/mL/+100ng/mL of BMP7 was significantly filled like cells stimulated with TAC1oum
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(Figure 7 C-F-G-H). Only a TACioum+250ng/mL BMP7 favored gap filling as did the
incubation with cytokines or TAC1oum (Figure 2 B-C-I).

b. Functionality of BEAS-2B cells maintained in presence of BMP7
After 72 hours, the gap was filled to 12% by the untreated cells, to 16% and 17% in the presence

of BMP7 10ng/mL and BMP7 250ng/mL respectively and to 70%, 42%, 36% and 13% in the
presence of TACioum+BMP7 10ng/mL, TACioum+BMP7 50ng/mL, TACioum+BMP7
100ng/mL and TAC1oum+BMP7 250ng/mL respectively while cytokines promoted filling of
70% on the surface (Figure 7 A -C-D-E-F).

Thus, with TAC1oum, BMP7 at 250ng/mL maintained the epithelial functional phenotype of
BEAS-2B cells (Figure 8).

c. Maintain of epithelial membrane proteins
By analyzing the epithelial and mesenchymal proteins of cells, the expression of the two

markers in the presence of TAC or TAC1oum+BMP7 10ng/mL was similar. In contrast, the
expression profile was like untreated cells when the cells were cultured in the presence of
TAC10um+BMP7 250ng/mL or BMP7 alone (Figure 9). The expression of E-cadherin was
significantly reduced in the presence of TAC1oum+BMP7 10ng/mL compared to untreated cells
(p<0.05) (Figure 9 A). Conversely, the expression of vimentin was significantly increased in
the presence of TAC1oum+BMP7 10ng/mL compared to untreated cells (p<0.01) (Figure 9 B).

The higher the concentrations of BMP7, the more the expression of the markers tended towards
a profile of untreated BEAS-2B cells. The expression of E-cadherin with TACioum+BMP7
50g/mL, TAC1oum+BMP7 100g/mL and TAC1oum+BMP7 250ng/mL increased significantly
compared to cells stimulated by TACioum (p<0,01), (p<0.0001) and (p<0.001) respectively
(Figure 9 A).

Vimentin expression significantly with TACioum+BMP7 509/mL, TAC1oum+BMP7 100g/mL
and TAC1oum+BMP7 250ng/mL decreased compared to cells stimulated by TAC1oum (p<0.05),
(p<0.01) and (p<0.01) (Figure 9B).

To visualize these markers, cells were analyzed by confocal microscopy (Figure 10). The
expression of E-cadherin was significantly reduced in the presence of TAC compared to the
untreated cell (p<0.0001), whereas it significantly increased in the presence of TAC1oum+BMP7

250ng/mL compared to TAC1oum alone (p<0.001). Vimentin expression significantly increased
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in the presence of TACioum compared to untreated cells (p<0.001) whereas it significantly
reduced in the presence of TAC+BMP7 250ng/mL compared to TAC1oum alone (p<0.001).
Thus, from analysis of transition protein markers, BMP7 at 250ng/mL maintained the epithelial

phenotype of bronchial epithelial BEAS-2B cells.

To understand why BMP7 blocks EMT even in the presence of TAC, the SMAD pathway was
analyzed through 2 markers: Smad2 and Smad2P (Figure 11). The expression profile of Smad2
was similar for each condition. When the SMAD pathway is activated, SMAD2 is
phosphorylated by TGF- receptor. Smad2P expression was significantly increased in the
presence of TACioum compared to untreated cells (p<0.01). This expression of membrane
proteins was like the one seen with pro-inflammatory cytokines TGF-R and TNF-a. (p<0.01).
In addition, when TAC1oum Was in presence of BMP7, there was no significant difference in the
expression of Smad2P compared to TAC1oum alone. Thus, TACiopm induced EMT through the
TGF-R pathway, and BMP7 blocked this EMT by inhibiting the Smad2/3/4 complex.

V. Svnergistic effect of immunosuppressive drugs in a pro-inflammatory environment

In our work, the intercellular communication model induced by the MPps of THP-1 on BEAS-
2B allows the study of paracrine interactions between monocytes and bronchial epithelial cells
mimicking the condition of leukocytes at the bronchial epithelium.

At 72 hours, the cell morphology of BEAS-2B stimulated by MPyps, TAC10um, EVEo.1nm and
cytokines applied separately was significantly modified: cells were significantly more
elongated with a less clear cell delineation (Figure 12 A-B-D-E-F). The combination with MPjps
and immunosuppressive drugs resulted in a morphological appearance very close to that

obtained by treatment of cytokines used as a positive control for EMT (Figure 12 G-H).

The gap area filled in the presence of TAC1oum+MPIlps or EVEo.1nm+MPIlps resembled to the
gap filling by only TAC1oum Or EVEo.1nm, including a similar degree of migration (Figure 13).
At 72 hours, the untreated cells covered the gap at 8% (Figure 13 A). In the presence of MPIps,
TACioum Or EVEo.1nm, the degree of recovery was respectively 37%, 40% and 42%. The
combination of MPIps+TACioum and MPIps+EVEo1nm induced 44% and 43% filling
respectively (Figure 14).
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Discussion

EMT of bronchial or alveolar epithelial cells is a process which has been implicated in chronic
lung allograft dysfunction, in response to different allo-immune or non -alloimmune
aggressions of the epithelium. Immunosuppressive drugs such as TAC, mycophenolate mofetil,
steroids and mTOR are fundamental to control rejection by a regular day-by day treatment.
However, alongside several well-known side effects, they could also act as CLAD-promoting
factors. Therefore, we determined the conditions of modulation of EMT by different agents:
Tacrolimus, a calcineurin inhibitor, Everolimus an mTOR inhibitor, both used in lung
transplantation, monocyte-derived pro-inflammatory microparticles or pro-inflammatory
cytokines whose circulating concentrations are elevated during episodes of infection or
rejection. We evaluated induced-EMT by morphological changes in bronchial epithelial cells,
measurement of two markers of EMT, E-cadherin, an epithelial membrane protein which
disappears with EMT and vimentin, a mesenchymal membrane protein which appears with
EMT, but also after activation of the TGF-R canonical pathway.

In our model, only concentrations of TAC greater than or equal to 10uM and the lowest
concentration of EVE (0.1nM) were able to induce EMT as shown by 1) cell morphology
changes, from a well-defined cuboidal shape to an ill-defined spindle shape comparable to
cytokine induced EMT. 2) a switch of membrane protein expression with a significant decrease
in the expression of E-cadherin and a significant increase in vimentin and 3) a migratory
capacity mimicking “wound healing” higher than that of untreated cells detected after 72 hours
of stimulation.

Unlike TAC, the more the concentration of EVE increases, the more the EMT process is
inhibited. mTOR plays a role in cell proliferation but also on the mechanism of carcinogenesis
and more particularly EMT. EVE blocks mTOR by binding to FKBP12. At high concentrations,
EVE blocks mTOR, thus inhibiting the phenomenon of EMT. In our hands, at low
concentration, EVE had a pro-EMT effect and at high concentration an anti-EMT action (Han,
2018). Our results in BEAS-2B cell culture conditions therefore highly suggest that Tacrolimus,
and Everolimus (at low concentration) and monocyte-derived MPIps stimulate epithelial-
mesenchymal transition. EMT inhibition by BMP7 revealed that TAC induces EMT of
bronchial epithelial cells by activating the canonical TGF-R pathway, i.e. the SMAD pathway.
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However, at low concentration, EVE plays a pro-EMT role probably by modulating a SMAD-
independent pathway.

Moreover, TAC, by binding competitively to FKBP12, allows constitutive activation of TGF-
R-receptor to activate the canonical pathway, the SMAD pathway to induce EMT. Thanks to
BMP7 at 250ng/mL, the epithelial character of BEAS-2B can be maintained by inhibition of
EMT and it can be supposed that bronchial collagen deposition could be avoided.

The graphical representation (figures 3, 8, 14) also indicates that the EMT response in our
model is not only concentration-dependent but also time-dependent, because the analysis of
parameters at different times demonstrates a kinetics in which epithelial cells transformed over
time by little into mesenchymal cells. A 24h time frame wouldn’t have been long enough to
assess EMT. Conversely, a time too long would have harmed the quality of cultured cells. The
results of the study support our initial hypothesis and suggest that TAC as well as EVE
contribute to EMT of bronchial epithelial cells and potentiate the inducing effects of

inflammatory mediators present in lung transplants.

However, a study (Felton, 2010) using rat bronchial cells has shown that TAC, unlike
azathioprine or cyclosporine, does not induce morphological changes or the expression of
specific markers. However, no concentration-response curve was developed in this study and
TAC was added at a single concentration of 5uM which in our study was found to be ineffective
in inducing EMT. In our study, EVE induced EMT at a low concentration. Paradoxically, other
studies carried out on primary pulmonary cells from patients with idiopathic pulmonary fibrosis
demonstrated that EVE induces EMT at high concentrations: it seems that there is a U-shaped
relationship, with a relationship with the concentration of EVE and EMT effect (Xu, 2015)
(Tomei, 2016). However, these cells are in a pro-inflammatory environment. Thus, it would be
interesting add EVE at high concentration in presence of TGF-R3.

During transplantation, a variety of pathological situations (primary graft dysfunction,
infections, rejection episodes...) can induce hypoxia and oxidative stress in lung transplants,
leading to the synthesis of hypoxia inducible factor-1 (HIF-1), a transcription factor involved
in hypoxia adaptation but also in profibrotic changes and immune/inflammatory reactions.
Adaptation to hypoxia mediated by HIF-1 consists of recruitment of angiogenic precursors and
inflammatory cells (Guo, 2015), and increasing vasopermeability. Hypoxia and oxidative stress

can take part in inflammation, epithelial-mesenchymal transition, and extracellular matrix
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deposition mediated by HIF-1 via interacting with classical NF-kB and TGF-f signaling
pathways. Thus HIF-1 may be involved in the pathogenesis of BO (Semenza, 2016).

The BEAS-2B cell line is composed of classical epithelial cells (Ke, 1988) (Reddel, 1988), but
these cells have a low resistance to the maintenance of the epithelium. This weakness may be
due to the formation of tight junctions which are not as strong as for other cells lines (Stewart,
2012) (Malm, 2018). It is therefore possible that BEAS-2B cells are more susceptible to EMT

than other epithelial cells (primary bronchial cells

One major side effect of immunosuppressive drugs like calcineurin inhibitors or mTOR
inhibitors is nephrotoxicity. Nephrotoxicity is characterized by acute reversible and/or chronic
partly irreversible nephrotoxicity (El Hennawy, 2021). Acute renal toxicity is the result of
vasoconstriction of glomerular arterioles (English, 1987) by activation of the renin-angiotensin
system, toxic tubulopathy and in some cases thrombotic microangiopathy-hemolytic-uremic
syndrome leading to renal ischemia. Chronic nephrotoxicity is characterized by chronic
vascular damages of afferent arterioles with glomerular sclerosis, interstitial fibrosis, and
tubular atrophy. These lesions are the result of ischemia of renal tissue inducing oxidative stress.
Tissue hypoxia and oxidative stress generate cell apoptosis, cause inflammation, and lead to
EMT of renal tubular cells causing fibrosis, an irreversible status. We postulate that
mechanisms of calcineurin inhibitor nephrotoxicity have similarities with TAC-induced
bronchial epithelial EMT.

Immunosuppressive treatments in solid organ transplantation are associated with increased
incidence of various cancers. The high intensity of immunosuppression and the increased
stimulation of oncoviruses are important factors, which increase the risk of developing cancers
in solid organ transplantation patients. Calcineurin inhibitors are known to increase tumor
development and growth (Lichtenberg, 2017) and to activate the canonical TGFf pathway. Anti
m-TOR compounds have anti-tumor activity (Saber-Moghaddam, 2019) by blocking the cell
cycle as well as inhibiting VEGF. Knowing that, according to our work, TAC could promote
tumor cell activation via EMT. In contrast, the effect of EVE could be more ambiguous.

Several points can limit the scope of our results. TAC and EVE have only been added at one
time point to the culture medium over several days, whereas the dosage of TAC or EVE on

patients indicates daily intake, to maintain a constant tissue concentration. However, in our
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single-cell system, the effects are concentration-dependent and the clearance mechanisms
present in a whole body are abolished. The contribution of EMT as a major source of
myofibroblasts infiltrating the airways after lung transplantation remains a matter of debate.
Indeed, recent studies using lineage-tracing tools identified recipient-derived myeloid
progenitors expressing the macrophage marker CD68 as a relevant contributing system to
fibrosis in an animal model of post-transplant obliterans bronchiolitis. In this model only rare
epithelial-to-mesenchymal transition phenomena were observed (Di Campli, 2021). This
important question of the origin of myofibroblasts or fibroblasts in the pathogeny of BOS is
further discussed in the editorial paper (Ask, 2021) reviewing the above-mentioned article of
Di Campli and colleagues.

This work is part of the project to study the effects of IS in the process of EMT and signaling
pathways involved in CLAD. We constituted a local cohort at Strasbourg University Hospital
(NCT02458274) aiming to study the effects on EMT of epithelial cells in culture, of membrane
MPs isolated from circulating blood or from bronchoalveolar fluid of lung transplant patients
with or without BOS. We plan also to study the effects of immunosuppressive drugs and

membrane microparticles in organoids obtained by 3D cultures.

In summary we provide first leads and a better understanding of the role of EMT in chronic
lung allograft dysfunction and identify the signaling pathways involved in EMT of bronchial
epithelial cells. We propose that immunosuppressive drugs (TAC or EVE) impair healing of
bronchial epithelium occurring after alloimmune or non-alloimmune (inflammatory or
ischemic) injuries. Our results should encourage optimizing the immunosuppressive treatment
by a better balance between the beneficial effects of preventing chronic rejection and adverse
effects related to their pro-fibrotic effects. The optimization could involve a better adjustment
of IS doses, and/or a better combination of IS treatment. The research of active treatment on

bronchial remodeling is also warranted.
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Figure 1: Cell morphology of BEAS-2B with TAC and EVE at different concentration by optical microscopy.

Cells were analyzed after 72 hours of stimulation. A: Untreated cells, B: TGF-R + TNF-« (inductor of EM), C: TAC 1uM, D: TAC 5uM,
E: TAC 10uM, F: TAC 20uM and G: EVE 0,1nM, H: EVE 1nM, |: EVE 10nM, J: EVE 100nM, K: EVE 1uM.
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Figure 2: Gap filling by scratch test, observation with an optical

microscope at 2 times: Oh and 72h.

A: untreated cells, B: TGF-B+TNF-¢, C: TAC 1uM, D: TAC 5uM, E:
TAC 10pM, F: TAC 20pM, G: EVE 0,1nM, H: EVE 1nM, I: EVE 10nM,

J: EVE 100nM, K: EVE 1pM.
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Figure3: Impact of TAC treatments on the kinetics of gap filling in the BEAS-2B cell layer.

The kinetics are carried out by scratch-test and the filling was calculated by the difference between the area of the gap at T=0h
and the area of this same gap at 72h. A: gap filling kinetics of increasing concentrations of TAC, B: gap filling kinetics of increasing

concentrations of EVE.
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Figure 4: Impact of TAC and EVE on the expression of epithelial and mesenchymal markers by BEAS-2B cells.

The expression of Vimentin and E-cadherin was studied after 72h incubation with TAC and EVE at different concentrations, with
cytokines (TGF-R+ TNF-¢) and unstimulated cells. Degree of expression is expressed by the ratio of optical density of the protein
of interest and that of R-tubulin measured in the sample: (*:p<0,05, **:p<0,01, ***:p<0,001, ****:p<0,0001)
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Figure 5: Impact of immunosuppressive drugs toxicity defined by EC50.

TAC and EVE induce a toxicity from 30puM and 50uM respectively. TAC induces a toxicity more important than EVE
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Figure 6: Cell morphology of BEAS-2B with 10uM TAC and at different concentration of BMP7 by optical microscopy.
Cells were analyzed after 72 hours of stimulation. A: Untreated cells, B: TGF-8+TNF-« (inductor of EMT), C: TAC 10uM, D: BMP7
10ng/mL, E: BMP7 250ng/mL, F: TAC + BMP7 10ng/mL, G: TAC + BMP7 50ng/mL, H: TAC + BMP7 100ng/mL, I: TAC + BMP7
250ng/mL
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Figure 7: Gap filling by scratch test, observation with an optical microscope

at 2

A: untreated cells, B: TGF-B+TNF-¢, C: TAC, D: BMP7 10ng/mL, E: BMP7

times: Oh and 72h.

250ng/mL, F: TAC+BMP7 10ng/mL, G: TAC+BMP7 50ng/mL, H: TAC+BMP7
100ng/mL, I: TAC+BMP7 250ng/mL.
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Figure 8: Impact of BMP7 on the kinetics of gap filling in the BEAS-2B cell layer.

The kinetics are carried out by scratch-test and the filling was calculated by the difference between the area of the gap
at T=0h and the area of this same gap at 72h: gap filling kinetics of increasing concentrations of BMP7
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Figure 9: Impact of BMP7 on the expression of epithelial and mesenchymal markers by BEAS-2B cells.
The expression of Vimentin ans E-cadherin was studied after 72h incubation with TAC and different concentrations of BMP7 and

unstimulated cells. Degree of expression is expressed by the ratio of optical density of the protein of interest and that of R-tubulin
measured in the sample: (*:p<0,05, **:p<0,01, ***:p<0,001, ****:p<0,0001)
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Figure 10: Impact of BMP7 on the expression of epithelial and mesenchymal markers by BEAS-2B cells.

The expression of Vimentin ans E-cadherin was studied after 72h incubation with TAC and different concentrations of
BMP7 and with cytokines (TGF-B+ TNF-&) and unstimulated cells. (*:p<0,05, **:p<0,01, ***:p<0,001,
**%*:0<0,0001)
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Figure 11: Impact of TAC and BMP7 on SMAD pathway activation.

The expression of SMAD2 and SMAD2P was studied after 72h incubation with TAC and different concentrations of BMP7
and with cytokines (TGF-R+ TNF-¢) and unstimulated cells. Degree of expression is expressed by the ratio of optical density
of the protein of interest and that of R-tubulin measured in the sample: (**:p<0,01)
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Figure 12: Cell morphology of BEAS-2B with TAC, EVE and MPs by optical microscopy.

Cells were analyzed after 72 hours of stimulation. A: Untreated cells, B: TGF-B+TNF-« (inductor of EMT), C: TAC MPctl
(non-pro-inflammatory), D: MPIps, E: TAC, F: EVE, G: MPIps+TAC, H: MPIps+EVE
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Figure 13: Gap filling by scratch test, observation with an optical

microscope at 2 times: Oh and 72h.

A: untreated cells, B: TGF-B+TNF-¢, C: MPctl, D: MPIps, E: TAC, F: EVE,

G: TAC+MPIps, H: EVE+MPIps.
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Figure 14: Impact of TAC, EVE and MPs on the kinetics of gap filling in the BEAS-2B cell layer.

The kinetics are carried out by scratch-test and the filling was calculated by the difference between the area of the gap at T=0h and

the area of this same gap at 72h: gap filling kinetics of combination of TAC / EVE and MPs.
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Conclusion

Nous avons étudié les effets du TAC et de ’EVE sur les cellules épithéliales bronchiques, les
BEAS-2B, dans un mode¢le de culture cellulaire 2D. Nous avons démontré que le TAC, I’EVE
et les MPs pro-inflammatoires peuvent, dans certaines conditions, induire une transition

épithélio-mésenchymateuse sans provoquer d’apoptose significative.

Le TAC et PEVE sont tous les deux des macrolides qui diffusent a travers la membrane
cellulaire et se lient a FKBP12. Sachant que le TAC utilise la voie SMAD, une étude de cette
méme voie a été faite pour ’EVE. Il s’aveére que ’EVE induit une TEM sans utiliser la voie
canonique du TGF-B. Ainsi, les traitements immunosuppresseurs, bien que trés efficace contre

le rejet de greffe, joueraient un réle dans la TEM, mécanisme impliqué dans la BO.
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Dartie 2 . CAMise en place d un
modele 5D cellulare



Introduction

Afin de mimer plus fidélement la diffusion des molécules immunosuppressives, un modele 3D
reproductible et a haut rendement est nécessaire. Ce modele 3D est crucial pour comprendre
I’effet du TAC et de ’EVE qui diffusent par voie basale en thérapeutique et seulement par voie
apicale dans les modeles de culture cellulaire 2D. Ce modele 3D s’appuie sur 1’utilisation
d’aimants. Les cellules BEAS-2B sont liées a des microbilles magnétiques par interaction
¢lectrostatique. Les cellules magnétisées sont ensuite transférées dans des plaques de culture
ou le couvercle est composé¢ d’aimants. Un sphéroide en 1évitation se forme, autrement dit, le
sphéroide ne se situe pas au fond du puits mais a I’interface air-eau ce qui maximise 1’apport

en oxygene.

Objectifs

L’objectif est de mettre en place un modele 3D de cellules BEAS-2B fonctionnelles,
reproduisant la structure bronchiolaire dans le but de développer des approches

pharmacologiques pour analyser I’impact des molécules immunosuppressives.

Matériels et méthodes

Cultures cellulaires 2D de BEAS-2B

La lignée humaine BEAS-2B est issue d’un épithélium bronchique humain sain et a été
immortalisée par transformation avec 1’adénovirus 12-SV40 (American Type Cell Culture). Les
cellules BEAS-2B sont cultivées sur un support adapté aux cellules adhérentes et cultivées en
milieu RPMI 1640 (P04-18047), Pan Biotech ©) contenant 2mM de glutamine et 4,5g/L. de
glucose, 1% pénicilline/streptomycine et 10% de sérum de veau feetal. Les cellules sont
ensemencées a la concentration de 2.10° cellules/mL et cultivées a 37°C, en atmosphére humide
et avec 5% de COa». Le repiquage de ces cellules est réalisé tous les deux ou trois jours et les
cellules sont détachées par protéolyse a I’aide d’une solution de trypsine EDTA (EDTA
200mg/mL, trypsine 170 000 U/L)
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Développement du modele 3D
Le modele 3D permet de respecter fidélement les interactions cellulaires ainsi que la diffusion
des médicaments a travers la cellule par le coté basal. Pour réaliser ce modele 3D composé de
cellules épithéliales bronchiques humaines (BEAS-2B), nous avons utilisé au laboratoire la
technique des microbilles magnétiques de Grenier©. Les cellules sont ensemencées dans une
plaque 24 puits pour cellules adhérentes. Lorsque les cellules ont atteint 80% de confluence,
1uL de microbilles magnétiques pour 10 000 cellules est ajouté. Les cellules en présence de
microbilles sont incubées a 37% pendant plusieurs heures. Les cellules sont trypsinisées avec
une méthode courante et centrifugées a 550g, 5 minutes a température ambiante. La structure
est réalisée en 1évitation. Ensemencement de 10 000, 50 000 et 100 000 cellules dans une plaque
24 puits non adhérente recouverte avec une plaque aimantée. Le changement de milieux se fait
tous les 2-3jours. La formation 3D est réalisée en suspension pendant 7 jours pour obtenir une

structure solide comprenant des interactions cellulaires.

Immunofluorescence

Pour mettre en évidence les marqueurs protéiques des sphéroides, 1I’immunofluorescence
permet de visualiser la location des protéines.

Apres formation, les sphéroides sont fixés dans du paraphormaldéhyde 4% pendant une heure
a température ambiante. Pour bloquer les sites aspécifiques, les cellules sont incubées avec un
tampon de blocage pendant 1 heure a température ambiante. Les cellules sont d’abord incubées
avec des anticorps primaires E-cadhérine (dilution 1/200, ab1415, Abcam®) et vimentine
(dilution 1/1000, ab151318, Abcam®) pendant une nuit. Puis, les cellules sont incubées pendant
deux heures dans 1’obscurité avec des anticorps secondaires « anti-rabbit » Alexa 488 et « anti-
mouse » Alexa 633. Le DAPI est utilisé pour discriminer les cellules et I’observation se fait au

microscope confocal.
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Résultats

Liaisons cellules-microbilles magnétiques

Afin de former des sphéroides, les BEAS-2B doivent étre liées aux microbilles magnétiques.
Les microbilles, <50nm, sont composées d’or, d’oxyde de fer et de Poly-L-Lysine (PLL)
chargées négativement (Souza, 2010). Apres incubation des BEAS-2B dans la plaque 24 puits,
les microbilles sont rajoutées. Les microbilles se fixent de maniére aspécifique aux membranes
des cellules via PLL avec environ 50pg/cellule. C’est une fixation €lectrostatique permise par
I’interaction de PLL des microbilles chargées négativement et de la membrane plasmique
chargée positivement. Lorsque les cellules ont fixé les microbilles, ils apparaissent au
microscope optique sous forme de « hotspots » noirs sur les cellules (Figure 1). Ces « hotspots »
sont I’accumulation de microbilles fixées sur les cellules. Les microbilles n’induisent aucun
stress cellulaire ce qui permet aux cellules de garder leur phénotype basal (Haisler, 2013),
(Tseng, 2013).

Culture de sphéroides
Pour récupérer les cellules adhérentes liées aux microbilles, un détachement classique de
cellules est réalisé. Apres centrifugation le culot est brun foncé, contrairement aux cellules
seules ou le culot est blanc (Figure 2). Le culot brun montre la encore, la fixation des microbilles
sur les cellules. Aprés avoir recupére ces cellules, elles sont transferées dans des plaques 24
puits non adhérentes. La plaque est fermée avec un couvercle aimanté de 24 aimants,
comprenant ainsi un aimant par puits. Les cellules sont donc en lévitation dans le milieu ce qui
permet d’avoir une oxygenation optimale pour les cellules. Une fois fixées, les microbilles
restent sur la membrane cellulaire pendant 7 — 8 jours. Ensuite, elles se détacherons et resterons

dans la culture cellulaire ce qui confére aux sphéroides de garder leurs pouvoir magnétique.

Analyse morphologique des sphéroides

Au microscope optique, les sphéroides a 10 000, 50 000 et 100 000 cellules sont sphériques de
taille homogeéne (Figure 3) (Figure4). Les sphéroides de 10 000 cellules, 50 000 cellules et 100
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000 cellules ont un diamétre moyen de 250um, 520um et 620um respectivement (Figure 5). Le
diametre des sphéroides n’est pas proportionnel au nombre de cellules, cela est sans doute di a

une organisation 3D bien structurée et dense.

Au microscope confocal, le diamétre moyen des cellules est le méme qu’en microscopie
optique. Ainsi les sphéroides ont gardé leur intégrité de structure lors de la préparation des
échantillons. Aprés marquage de la E-cadhérine (marqueur épithélial) et Vimentine (marqueur
mésenchymateux), il en découle que les sphéroides sont sphériques avec une localisation des
marqueurs bien spécifiques. A 10 000 cellules, la E-cadhérine est présente au centre du
sphéroide, avec un large pourtour marque par la vimentine. A 50 000 cellules, la vimentine est
localisée en périphérie et la E-cadhérine au centre. 1l y a une diminution de la vimentine et une
augmentation de la E-cadhérine a 50 000 cellules par rapport a 10 000 cellules. A 100 000
cellules, la vimentine est exprimée uniquement en peériphérie latérale des sphéroides et la E-
cadhérine est fortement exprimée. Il y a une diminution de la vimentine et une forte

augmentation de la E-cadhérine a 100 000 cellules par rapport a 50 000 et 10 000 cellules.

Conclusion

Les résultats démontrent la capacité des cellules BEAS-2B a former un micro-tissu permettant
de reproduire une structure 3D, proche de la structure bronchiolaire. Différents temps et
différentes concentrations de cellules ont été utilisés : a partir de 24h, il y a formation d’un
sphéroide unique par puit. L’analyse en microscopie optique démontre que les cellules ont bien
formé des sphéroides. De plus, il y a une forte expression de la E-cadhérine pour les sphéroides
de 100 000 cellules. lls expriment fortement des marqueurs épithéliaux de jonction cellulaire
(E-cadhérine) et peu de marqueur mésenchymateux (Vimentine). Ces résultats sont
comparables avec une culture cellulaire 2D, démontrant ainsi I’intégrité cellulaire du sphéroide.
Une concentration faible de cellules engendre un stress cellulaire favorisant un phénotype
mésenchymateux du sphéroide. En parallele, en culture 2D, lorsque les cellules BEAS-2B sont
trop peu nombreuses, elles subissent également un stress. Grace au modéle 3D, une étude plus
représentative de la diffusion des immunosuppresseurs dans les cellules pourra étre menée afin

d’analyser si les résultats du modéle 3D corroborent les résultats du modéle 2D.
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Avec microbilles

Sans microbilles

P " o=

A fort grossissement x10 A trés fort grossissement x20 7
Figure 1 : Discrimination des interactions des microbilles magnétiques avec les cellules BEAS-2B

En présence de microbilles, les cellules possédent des « spots » noirs observables au microscope optique.
Lorsqu’il n’y a que des cellules, aucun spot n’apparait.
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Figure 2 : Cellules liées aux microbilles magnétiques

Apres centrifugation des cellules BEAS-2B :
e Agauche : le culot est noir, dii a I’accumulation de microbilles liées aux cellules au fond du tube
e Adroite : le culot est blanc, couleur de la concentration de cellules seules

Figure 3 : Observation a I’eil nu des sphéroides aprés 7 jours d’incubation
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Figure 4 : Formation de sphéroides de cellules BEAS-2B aprés 7 jours d’incubation

A : Sphéroides de 10 000 cellules, diamétre 200um
B : Sphéroides de 50 000 cellules, diamétre 460um
C : Sphéroides de 100 000 cellules, diametre 600um
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Figure 5 : Représentation graphique de la distribution des tailles des sphéroides en

fonction du nombre de cellules.
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10 000 cellules 50 000 cellules 100 000 cellules

Figure 6 : Formation des sphéroides apreés 7 jours d’incubation

Les sphéroides a 10 000 cellules, 50 000 cellules et 100 000 cellules sont marqués en vert pour la
vimentine et en rouge pour la E-cadhérine.
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Gonclusion genérale

Les maladies respiratoires sont la troisieme cause de déces dans le monde, précédée par les

tumeurs et les maladies cardiovasculaires (Santé public France, 2017). La transplantation
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pulmonaire est le seul traitement curatif pour les patients sélectionnés ayant une insuffisance
respiratoire chronique terminale. Les indications de greffe pulmonaire sont principalement la
BPCO, la fibrose idiopathique pulmonaire ou encore la mucoviscidose.

On dénombre 283 transplantations pulmonaire en 2020. Cependant le nombre de greffe
pulmonaire diminue depuis 2017 ou il était a son apogée ; 376 greffes (d’apres I’agence de
biomédecine).

Les indications de transplantation pulmonaire augmentent avec le temps. La survie s’est
nettement améliorée (Weigt, 2013). Cependant, la LTx est un véritable défi immunologique.
La compatibilité du systeme sanguin ABO ainsi que le systeme HLA est fondamentale dans le

but d’éviter le rejet du greffon pulmonaire.

Apres la greffe, les patients peuvent étre sujets a différents risques. Le risque de rejet hyper-
aigu est un risque qui n’existe presque plus, puisque lors de la greffe un cross-match est réalisé
(Al-Rabia, 2009). Le rejet aigu est un rejet épisodique qui se matérialise par des épisodes
d’inflammation du greffon (Tejani, 2001). Le rejet chronique, quant a lui, induit une
inflammation a bas bruit qui évolue progressivement et qui est un phénomeéne irréversible
(Junior, 2015).

Le rejet chronique s’accompagne d’une dysfonction du greffon. Cette dysfonction peut étre
restrictive, le RAS « restrictive allograft syndrom » ou oblitérante, la BO qui est majoritaire
(Misumi, 2020). A 5 ans, 50% des patients greffés ont développé une BO.

Cette BO est en lien avec différents facteurs de risque telles que 1’ischémie-reperfusion,
phénomeéne de haut stress cellulaire, engendrant une inflammation locale, activant I’immunité
innée et adaptative (Kalogeris, 2017) et les infections. Les poumons sont de véritables barriéres
physiques contre les pathogenes de I’environnement extérieur, cependant, les IS favorisent les
infections. Lorsque I’immunosuppression est trop excessive, le risque infectieux est trés grand
et a I’inverse si I’immunosuppression est faible il y a un fort risque de rejet. Ainsi il y a un
équilibre a trouver des IS dans le temps afin d’éviter les rejets tout en limitant le risque
infectieux (Nakajima, 2011).

Un des mécanismes impliqués dans la BO est la TEM. L’épithélium pulmonaire subi un

remodelage cellulaire, un réarrangement du cytosquelette permettant un changement
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phénotypique. Ces cellules épithéliales peuvent se transformer en cellules fibroblastiques ou
myofibroblastiques. Ces dernieres ne joueront plus leur réle de barriére protectrice. Les cellules
subissent une perte d’adhésion cellulaire, avec recrutement de cellules inflammatoires
provoquant des lésions du tissu, détruisant ainsi le tissu sain (Jolly, 2018). La TEM est un
processus inflammatoire recrutant des facteurs de croissance pour assurer la pérennité du

mécanisme (Gonzales, 2014).

Le poumon subi une premiére inflammation au moment de la greffe : les cellules subissent une
hypoxie di au manque de vascularisation. En condition hypoxique, HIF-1 active I’angiogenése
et recrute ainsi des cellules inflammatoires (Semenza 2016). Le phénomeéne s’estompe mais les
épisodes de rejets aigus qui sont également des épisodes inflammatoires altérent davantage

encore 1’épithélium pulmonaire.

L accumulation des lésions dues aux différentes causes favorise la dysfonction chronique du

greffon.

L’inflammation permet le recrutement des cellules immunes, qui, elles mémes subissent un
stress. Ces cellules peuvent libérer ainsi des MPs. Les MPs sont de véritables navettes
biologiques transportant de 1’information génétique mais également phénotypique. Ces MPs
joueraient un role important dans le transfert de 1’information de la cellule émettrice a la zone

cible. Ces MPs peuvent étre également utilisées en tant que biomarqueurs (Nieri, 2016).

L’accumulation des lésions physiques de 1’épithélium pulmonaire favorise la BO mais qu’en
est-il des IS ? Les IS diminuent I’efficacité du systéme immunitaire dans le but de tolérer le
greffon chez I’héte. Il existe différentes classes d’IS afin de bloquer les différentes voies
activées. Les inhibiteurs de calcineurine blogquent la prolifération des LT en inhibant la
production d‘IL-12, cytokines autocrines. Les IS antiprolifératifs comme le MMF bloquent la
synthese de purines. Les inhibiteurs de mTOR bloquent le cycle cellulaire. Les corticoides

diminuent la réponse immunitaire.
Les effets sur les cellules immunes de ces IS son tres documentés, leurs effets sur les cellules

non-immunes est peu étudié, d’ou I’intérét pour le TAC et ’EVE, IS les plus utilisés en
transplantation.
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Le TAC et ’EVE sont des macrolides se liant 8 FKBP12. Lorsque TAC se lie a FKBP12, le
complexe bloque I’activation de la calcineurine en fermant les canaux calciques du réticulum
endoplasmique lisse. L’EVE bloque mTOR en bloquant le site de phosphorylation P70S6K.
EVE est un inhibiteur allostérique de mTOR (Kurdi, 2016).

Ainsi, que se passe-t-il dans les cellules non-immunes ? FKBP12 est également impliqué dans

I’inhibition de 1’activation constitutive du récepteur TGF-R31.

Ainsi, nous nous sommes demandé quels sont les effets du TAC et de ’EVE sur les cellules
épithéliales bronchiques en culture.

Le TAC a 10uM et EVE a 0,1nM induisent une modification cellulaire ou les cellules
épithéliales se transforment en cellules fibroblastiques. De méme, les cellules expriment des
marqueurs mésenchymateux spécifiques des fibroblastes. Elles acquirent une capacité
migratoire. En présence de 250ng/mL de BMP7, inhibiteur naturel de la voie TGF-8, BMP7
maintient les caractéres épithéliaux des cellules épithéliales bronchiques humaines en présence
de TAC.

En conclusion, le TAC et EVE favorisent la TEM des cellules épithéliales bronchiques ou le

TAC utilise la voie canonique du TGF-R.

Notre étude sur les IS a été menée sur un modeéle cellulaire 2D, avec ainsi une modulation
pharmacologique apicale. Or le TAC et ’EVE, en clinique humaine, diffusent par la voie basale
des cellules d’ou I’intérét de développer un modéle 3D. Le modéle 3D qui est le plus intéressant
pour notre étude est I’utilisation d’aimants. Les cellules sont liées a des microbilles magnétiques
par la force électrostatique. Ces cellules liées a ces microbilles seront soumises a un puissant
aimant permettant de regrouper les cellules pour initier la formation de sphéroides. Les BEAS-
2B forment des sphéroides. Les sphéroides a 100 000 cellules ont les mémes caractéristiques
phénotypiques que les cellules en 2D. Pour avoir une bonne survie cellulaire, les cellules

doivent étre en nombre suffisant.

Pour conclure, le modéle 3D est pertinent pour 1’¢tude des modulations pharmacologiques. Ce

modele apportera une forte valeur ajoutée aux etudes fondamentales in vitro, car le 3D mime
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davantage 1’organisation fonctionnelle de 1’organe cible. Ce modele pourra ensuite étre

transposé pour d’autres organes solides.
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iscussion /' Rerspective

Dans la BO, I’environnement est intensément inflammatoire ou il est préférable de bloquer
toutes les voies impliquées dans la fibrose et pas seulement la voie canonique du TGF-R. Ainsi
I’utilisation d’antifibrosants pour la fibrose idiopathique pulmonaire pourrait étre intéressante
dans le cas de la BO : le Nintédanib.

Nintédanib (NTD) inhibe les protéines tyrosine kinases. NTD bloque le site qui se lic a ’ATP
dans le domaine kinase du reécepteur de VEGF, FGF, PDGF (dissolution des jonctions
adhérentes, localisation nucléaire de la R-caténine et CSF) (Bellamri, 2019). NTD inhibe
I’activation des cascades de signalisation induite par le récepteur de FGF et le récepteur de
PDGEF jouant un role dans la prolifération, la migration et la différentiation des fibroblastes
(Benden, 2017). Le NTD prévient le développement du processus inflammatoire dans la
fibrose. Il prévient I’expression de cytokines pro-inflammatoires tel que TNF-a, IL-183, IL-6
(Bellamri, 2019).
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CFS1 se lie au récepteur CFS1 et active différentes voies intracellulaires comme PI3K,
induisant la différenciation des monocytes en macrophages et favorise leur adhésion, leur
expansion et leur mobilite. CFS1 stimule la production de molécules pro-inflammatoires
contribuant a la fibrose pulmonaire. Il s’est avéré que le tissu murin CFS™ présente moins
d’infiltra macrophagique et moins de dépot de collagéne : donc moins de fibrose (Baran, 2007).
NTD altére le phénoméne des macrophages principalement par inhibition de 1’activation du
récepteur 1 de CFS, inhibant ainsi les voies intercellulaires PI3K/AKT et MAPK/ERK. NTD
exerce des effets anti-inflammatoires bloquant 1’expression de 1’IL-18, IL8, IL10, contribuant
a la fibrose (Bellamri, 2019).

D’autres antifibrosants peuvent étre utilisés dans la BO telle que la Pirfénidone. La
Pirfénidone a des propriétés anti-fibrotiques et anti-inflammatoires, inhibant la synthése de
TGF-R et la synthese de TNF-a.: anti-fibrosant et anti-inflammatoire (Benden, 2017).
Pirfénidone est un agent antibiotique utilise dans la fibrose pulmonaire idiopathique.
Pirfénidone inhibe la prolifération des fibroblastes dependant des facteurs de croissance, inhibe
’activation et la prolifération des LT (Margolin, 2002) et inhibe la fonction et ’activation des
CD (Zhou, 2005).

D’aprés Clinical trial.gov, un essai clinique sur la Pirfénidone est en cours afin d’analyser
I’antifibrosants dans la BO : clinical trial 111, Pirfénidone de la BOS (NCT 02262299).

Pour bloguer TGF-R, plusieurs stratégies sont possibles : anticorps neutralisant (Soleimani,
2020), siRNA, récepteur de TGF-R-II soluble et inhibiteur du récepteur. Cibler directement
TGF-B n’est pas satisfaisant car il est impliqué dans de multiples fonctions comme dans la
régulation du systéme immunitaire (Mao 2019). L’utilisation d’un agoniste d’un inhibiteur
endogene de TGF-R, le NR4A1, inhibant la fibrose pulmonaire peut étre un outil intéressant
(Nieto, 2016). La stratégie thérapeutique basée sur 1’analyse des miRNA pourrait étre utile dans
la prévention et le traitement des complications aprés LTx et pourrait améliorer a long terme le
taux de survie post-transplantation. TGF- est d’abord produit par les cellules inflammatoires

tel que les macrophages.

L’équipe de Dong s’est intéressee au miRNA et leur impact dans la BO. Pour se faire, ils ont
pratiqué des greffes trachéales orthotopiques de souris. Il s’avere que le miR-27a-3p est tres
régulé a la hausse apreés transplantation trachéale. Ce miRNA se lie au SMAD 3, ainsi SMAD
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3 n’est plus disponible pour se lier a SMAD 2, donc ce complexe ne pénétre pas dans le noyau.
Ce miRNA inhibe la TEM des cellules épithéliales pulmonaires de la souris. La BO peut se
transformer en fibrose pulmonaire ou en cancer médié par miR27. Le phénomene inflammatoire
de la BO régule a la baisse le miR-27a-3p, augmentant la disponibilité de SMAD 3, permettant
ainsi I’activation des génes impliqués dans la TEM maintenant une inflammation conduisant &
la fibrose pulmonaire. (Dong, 2019). TGF-R induit la transcription de miRNA, comme miR21,
ayant un effet pro-fibrotique. C’est SMAD 3 qui active la transcription des miRNA (Mao,
2019).

Il s’avére que les patients développant une BO ont une surexpression de KL-6: mucine,
biomarqueur sensible aux maladies interstitielles, faiblement exprimé par les cellules
bronchiques saines. KL-6 n’est pas augmenté lors d’infections ni de rejet aigu. Ainsi KL-6

pourrait étre un marqueur prédictif pour le diagnostic de la BO (Bessa, 2018).

L amyladine inhibe la fibrose tissulaire. L’amyladine a une activité immunosuppressive, anti-
inflammatoire et immunomodulatrice.

Le traitement a I’amyladine atténue la fibrose hépatique en inhibant la voie canonique du TGF-
R. Cette molécule diminue le niveau des ARNm de TGF-R8 diminue ainsi la phosphorylation de
SMAD2/3, ainsi la molécule peut inhiber la TEM en inhibant I’expression de TGF-R et inhibe
la phosphorylation SMAD2/3 (Wang, 2018).

Le TAC affecte également les miRNA impliqués dans le processus de fibrose et inflammation
(Naesens, 2009) tel que miRNA-21-5p, miR-199a-5p et miR-214-3p. Un miRNA est un ARN
non codant, qui s’hybride en 3’UTR de I’ARNm cible induisant son inhibition et sa dégradation
(Friedman, 2009). Dans le rein, le TAC induit I’augmentation des miRNA pro-inflammatoires
via la voie du TGF-B (Vandenbusshe, 2018).

La TEM peut étre contr6lé par les miRNA. miR29b et miR30a réversent la TEM et répriment
Snail (Ru, 2012) (Zhang, 2012). Mirl et miR200b répriment I’expression de Snail et Slug (Liu,
2012). miR34 réprime Snail (Siemens, 2011) et miR200 et miR205 répriment ZEB1 et 2
(Gregory, 2008). Le TGF active miR491-5p qui réprime 1’expression de PAR3 engendrant une
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déstabilisation des jonctions. TGF-R active également miR200, miR205 qui réprime nectine 1,
miR 155 qui réprime RHO et miR24 qui réprime NET1-6.

Sirtuin 6 est une déacétylase dépendant de la nicotinamide adénine dinuléotide prévient la
fibrose dans le foie, rein et coeur. SIRT6 est localisé dans le nucléus, joue un réle dans la stabilite
génomique et le métabolisme cellulaire. SIRT6 régule le processus de TEM de MWCNT des
cellules BEAS-2B en inhibant SMAD 2. Ainsi SIRT6 prévient la TEM des BEAS-2B par TGF-
B (Chen, 2019).

Dans la greffe de trachée murin, la protéine HMGBL1 (high-mobility group box-1), protéine
nucléaire est surexprimée chez les souris ayant subi une transplantation de trachée avant méme
I’obstruction luminal fibreuse. Cette protéine est impliquée dans différentes pathologies
inflammatoires. Il s’avére que I’anticorps neutralisant HMGB-1 diminue le rapport IFNy/IL-
10, ainsi le blocage de la protéine inhibe la production pro-inflammatoire (Takamori, 2019)
Les MPs ont un effet protecteur des MPs : les neutrophiles seraient capables de libérer des
puissant effecteur anti-inflammatoires, diminuant la réponse inflammatoire des macrophages
au LPS (Morell, 2011)

Il existe également la transition endothélio-mésenchymateux (EndMT) provoquant des
maladies cardiovasculaires aigu et chronique. EndMT régule la transformation des cellules
endothéliales en cellules mésenchymateuses, pouvant engendrer de 1’athérosclérose.

L’EndMT contribue a la formation de myofibroblastes. L’EndMT est également impliqué dans
I’hypertension pulmonaire, causant ainsi une prolifération anormale des cellules musculaires
lisses, avec expression de protéines de la matrice extracellulaire. Dans ce contexte-1a, TGF-R

promeut le remodelage vasculaire par SMAD dépendant mais également indépendant.

Le modele 3D ouvre la perspective a de nouvelles études : la coculture. Il est possible de mettre
en présence plusieurs types cellules afin que les cellules se réarrangement dans leur
environnement spatial ou les cellules forment une structure 3D mimant I’architecture du tissu
d’origine. De plus, il est possible de déposer un sphéroide sur un tapis cellulaire, sur des cellules
endothéliales afin d’analyser I’angiogenese. C’est une technique trés utilisée dans 1’explication
de la revascularisation de I’ilot apreés greffe d’ilots pancréatique. Dans le poumon, un modele
3D a été créé pour analyser 1’effet du TGF-R sur des cellules pulmonaires. Dans ce modeéle 3D,

TGF-beta active les fibroblastes pour une réponse de réparation normal. Cependant si le TGF-
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R augmente, cela peut induire une maladie inflammatoire chronique conduisant a la persistance
des myofibroblastes. Pour tester cet effet, une coculture de 20 000 cellules de EpCAM avec 20
000 fibroblastes a été réalisé. Il s’avére que le TGF-beta altére 1’expression de facteurs sécrétés
dans le microenvironnement de la sphéroides qui contribue a la fonctionnalité de la croissance
de 1’organoide (Ng-Blichfeld, 2019).
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Pseudomonas aeruginosa pourraient jouer un role potentialisateur
dans la TEM, elle-méme impliquée dans la bronchiolite oblitérante
aprés transplantation pulmonaire
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Résumé

Mots clés : Bronchiolite oblitérante, transplantation pulmonaire, traitement Immunosuppresseur, transition

épithélio-mésenchymateuse

Introduction. La bronchiolite oblitérante (BO) est caractérisée par un remodelage anormal de 1’épithélium
bronchique causant une oblitération fibreuse de la bronchiole. Un des mécanismes impliqueés est la transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM). La TEM pourrait étre favorisée par des facteurs allo-immuns (infections) ou
non-allo-immuns (Immunosuppresseur (IS)). Cette étude s’intéresse a I’impact d’un facteur non-immuns, les IS
et plus particulierement le Tacrolimus (TAC) et Everolimus (EVE). Le développement d’un modele 3D est
nécessaire pour mieux comprendre les interactions cellulaires et le phénomene de TEM induite par les IS.
Méthodes. BEAS-2B, cellules épithéliales bronchique sont soumis a TAC (1-20uM), EVE (0,1nM-1uM) et a
un stress pro-inflammatoire (microparticules pro-inflammatoires, MPs) (30nM) pendant 72h. Les MPs sont
obtenus par la stimulation des monocytes THP-1 par le lipopolyssacharide de Pseudomonas aeruginosa. La
morphologie cellulaire a été analysé par microscopie otique et confocal, analyses des marqueurs épithéliaux et
mésenchymateux par western blot et de la capacité migratoire par scratch test. Pour la formation de sphéroides,
3 concentrations de cellules 10 000, 50 000 et 100 000 cellules ont été utilisées. Les sphéroides ont été analysees
apres 7 jours d’incubation au microscope optique et confocal.
Résultats : Les cellules traitées par TAC and EVE ont modifié leur morphologie cellulaire et ont un profil
mésenchymateux avec une baisse significative de la E-cadhérine avec TACioum and EVEo, inv cOmparé au
cellules non traitées (p<0,0001) et (p<0,001) respectivement et une augmentation significative de la vimentine
avec TACioum et EVEoinv comparé aux cellules non traitées (p=0,0005) et (p<0,05) respectivement.
Les sphéroides a 10 000, 50 000 et 100 000 cellules ont un diameétre de 250um, 520um et 620um respectivement.
A 100 000 cellules, la partie distale es sphéroides expriment de la vimentine, alors que le reste expriment la E-
cadhérine.

Conclusion : Invitro, le TAC et EVE combine aux MPs pro-inflammatoires conduit en faveur d’une exagération
de la TEM. Le prescripteur pourrait considérer la statue inflammatoire du patient transplanté. Le modele 3D
permettra d’avoir une présentation plus fidele afin d’étudier les effets des IS des médicaments en diffusant par

voie basale et non apicale
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Résumé en anglais

Keywords : Chronic lung allograft dysfunction, Bronchiolitis obliterans, lung transplantation,

immunosuppressives drugs, epithelial-mesenchymal transition

Introduction. Bronchiolitis obliterans syndrome (BOS) is characterized by an abnormal remodeling
of the bronchial epithelium causing fibrotic obliteration of the bronchiole. One of the mechanisms
involved is the epithelial-mesenchymal transition (EMT). This EMT could be favored by allo-immune
factors such as infections but also by non- immune factors such as immunosuppressive drugs (IS). This
study focuses on the impact of non-immune factors, 1S and more especially Tacrolimus (TAC) and
Everolimus (EVE). The development of a 3D model is necessary to better understand cellular
interactions and the phenomenon of EMT induce by IS.

Methods. BEAS-2B, bronchial epithelial cells were submitted to TAC (1-20uM), EVE (0,1nM -
1uM) and/or proinflammatory stress (microparticles pro-inflammatory) (30nM) for 72h. Pro-
inflammatory MPs were harvested from LPS of Pseudomonas aeruginosa-stimulated monocytes
THP1, washed et concentrated. Cells were used to test TC, EVE and MPs. Cellular morphology was
analyzed by optical microscopy and confocal, epithelial, and mesenchymal markers by Western blot
and migratory cell capacity by scratch-test. For the spheroid’s formation, 3 cells concentrations 10
000, 50 000 and 100 000 cells are used. Spheroids are analyzed 7 days after incubation in optical
microscopy and confocal.

Results. Cells treated by TAC and EVE had modified cellular morphology and a mesenchymal profile
with a significant down-regulation in E-cadherin with TAC1o.m and EVEo 1nm cOmpared to untreated
cells (p<0.0001) and (p<0.001) respectively, and a significant up-regulation in vimentin with TAC1oum
and EVEo,1nm compared to untreated cells (p=0.0005) and (p<0.05) respectively

Spheroids at 10 000, 50 000 and 100 000 cells had a diameter of 250um, 520um and 620um
respectively. At 100 000 cells, distal part of spheroids expressed vimentine whereas the rest of
spheroid, the center, express E-cadherin.

Conclusion. In vitro, TAC and EVE combined to pro-inflammatory MPs lead to favor exaggerated
EMT. Immunosuppression regimens should consider the inflammatory status of lung transplanted
patients. 3D model allows to have a better representation to study the effects of IS by basal pathway
diffusing.
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