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Résumé

Le rejet chronique se manifeste dans le poumon par la bronchiolite oblitérante
(BO), une pathologie inflammatoire et fibrotique menant a [’oblitération des
bronchioles. L’étiologie exacte de cette maladie demeure inconnue. Certaines études
suggerent qu'un déséquilibre des leucotrienes (LT) sur les prostaglandines (PG)
favorise la fibrose pulmonaire. Les taux des LT et des PG dans le poumon humain
post-transplantation sont inconnus. Nous proposons qu'un déséquilibre de cystéinyl
leucotrienes (CysLT) sur la PGE2 existe dans le poumon transplanté et pourrait étre
impliqué dans la pathogenese de la BO. Aussi, les leucotrienes contribueraient a la
fibrose par la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Afin de vérifier ces
hypothéses, nous avons déterminé les taux de CysLT et de PGE2 dans le liquide de
lavage broncho-alvéolaire (LBA) provenant de poumons transplantés chez I'homme
ainsi que leurs corrélations cliniques. Nous avons également déterminé la capacité
des CysLT a induire I’expression des marqueurs de la TEM in vitro. Nous avons
découvert des taux de CysLT et PGE2 supérieurs a la normale dans les LBA des
greffés. Un pic prédominant de CysLT sur PGE2 est observée a 52 semaines post-
greffe et deux facteurs de risque de la BO, les infections au CMV et a I’Aspergillus,
sont associés au ratio CysLT/PGE2> 1. In vitro, les CysLT induisent une répression
des marqueurs épithéliaux mais n’induisent pas I’expression de marqueurs

mésenchymateux chez les cellules épithéliales bronchiolaires.

Mots clés : cystéinyl leucotrienes, prostaglandines, greffe pulmonaire, rejet

chronique, transition épithélio-mésenchymateuse



Summary

Chronic rejection occurs, in the lung, in the form of bronchiolitis obliterans
(BO), an inflammatory and fibroproliferative disease that leads to the obliteration of
the bronchioles. A concept of the pathogenesis of BO has been suggested and several
risk factors are associated to it, however, the exact etiology of this disease remains
unknown. Studies have suggested that an imbalance of leukotrienes (LT) over
prostaglandins (PG) promotes pulmonary fibrosis. The levels of LT and PG in the
human lung post-transplantation are unknown. We propose that an imbalance of
cysteinyl leukotrienes (CysLT) on PGE2 exists in the transplanted lung and may be
implicated in the pathogenesis of BO. We also suggest that leukotrienes contribute to
fibrosis through epithelial-mesenchymal transition (EMT). In order to test these
hypotheses, we have determined the levels of CysLTs and PGE2 in human
transplanted lung bronchoalveolar lavage fluid (BALf) samples and their clinical
correlations. We have also determined the capacity of CysLT to induce the
expression of EMT markers in vitro. We found high average levels of CysLT and
PGE2 in the BAL of transplant patients. A predominant peak of CysLT over PGE2
was observed at 52 weeks post-transplantation and two risk factors for BO, CMV
infections and Aspergillus were associated with CysLT/PGE2 ratio> 1. According to
our experimental parameters, CysLT can induce the repression of epithelial markers
but do not induce the expression of mesenchymal markers in vitro in small airway
epithelial cells.
Keywords: cysteinyl leukotrienes, prostaglandins, lung transplantation, chronic

rejection, epithelial-mesenchymal transition
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Chapitre 1

Introduction



1.1 La transplantation pulmonaire

La transplantation pulmonaire est aujourd’hui non seulement un traitement
viable mais souvent la seule option thérapeutique pour les patients souffrant de
maladies pulmonaires terminales telles que la maladie pulmonaire obstructive
chronique (MPOC), la fibrose kystique (FK) ou la fibrose pulmonaire idiopathique
(FPI). Les premiceres greffes expérimentales de poumon chez 1’humain, lors des
années soixante, ont été des échecs'. Il a fallut attendre le début des années quatre-
vingt pour voir la premicre greffe pulmonaire humaine ayant un succes a long-terme.
Ce premier succes est attribuable aux Drs Bruce Reitz et Norman Shumway, qui ont
réalisé la premiére greffe coeur-poumon chez un étre humain en 1981°. Une vague de
succes et d’innovations en transplantation pulmonaire a suivie avec un apport
important de I’équipe de Joel Cooper. Cette équipe basée a 1’hopital général de
Toronto a réalisé¢ la premicre greffe pulmonaire simple en 1983 et quelques années
plus tard, la premiére greffe pulmonaire double'. Grice a I’avancement des
techniques chirurgicales et de préservation d’organes et a 1’amélioration du régime
immunosuppresseur, la survie a court et a moyen terme post greffe pulmonaire se
rapproche aujourd’hui de 80%. Par contre, la survie a long terme post greffe
pulmonaire se situe a 52% aprés cinq ans3. En effet, le progrés de la survie post
greffe depuis 1988 est largement due a I’amélioration de la survie a 1 ans post greffe.
La demi-vie globale d’une greffe pulmonaire a passée de 4,2 a 5,7 ans entre 1988 et
2007, tandis que la demi-vie de la greffe conditionnellement & une survie minimale

d’un an s'est seulement améliorée de 7,0 a 7,6 ans. Parmi toutes les transplantations



d’organes solides, la transplantation pulmonaire présente le plus faible taux de survie

a long terme, principalement en raison du développement du rejet chronique.

100
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Figure 1. Courbes de survie Kaplan-Meier selon le type de greffe pulmonaire
chez 1'adulte effectuée de Janvier 1994 a Juin 2007. Les greffes unilatérales,
bilatérales et I’ensemble de ces deux types de greffe sont présentés séparément. La
demi-vie de la greffe et la demi-vie conditionnelle (temps de survie de 50% pour le
sous-ensemble de receveurs qui étaient vivants a 1 an apres la transplantation) sont
présentés pour chaque type de greffe. J.D. Christie. 2009. J.Heart Lung Transplant.
28:1031-1049 © International Society for Heart and Lung Transplantation



1.1.1 Le rejet chronique du greffon pulmonaire

Le rejet chronique est la cause premiere de morbidité et de mortalit¢ a long
terme suite & une greffe de poumon ou une greffe coeur-poumon’. Le rejet chronique
du greffon pulmonaire se traduit par une détérioration lente, progressive et
irréversible de la fonction pulmonaire causée par une atteinte vasculaire ou une
atteinte au niveau des bronchioles’. L’atteinte vasculaire, qui est la forme la moins
fréquente et la moins morbide, est caractérisée par une athérosclérose de la
vascularisation pulmonaire. L’atteinte au niveau des bronchioles se caractérise par
une obstruction progressive des voies aériennes due a 1’apparition de bronchiolite

oblitérante.

1.1.2 La bronchiolite oblitérante post greffe pulmonaire

La manifestation histopathologique du rejet chronique pulmonaire observée au
niveau des voies respiratoires est appelée bronchiolite oblitérante (BO) post-grefte
pulmonaire. Il s’agit d’une pathologie inflammatoire et fibroproliférative menant
ultimement de 1’obstruction partielle & compléte des bronchioles. L’histologie initiale
dévoile une infiltration de cellules mononucléaires, majoritairement lymphocytaires,
dans la sous-muqueuse (bronchiolite lymphocytaire) qui mene a des dommages
épithéliaux et une ulcération de la muqueuse®. Un processus de réparation impliquant
le recrutement et la prolifération de fibroblastes et de myofibroblastes dans la lumiére

bronchique est initié par la suite®. Cette fibroprolifération résulte en une cicatrisation



dense des régions ulcérées, riche en collagéne et en éosinophiles et conduit a

Ioblitération des voies respiratoires’.

L’ hétérogénéité des 1ésions, surtout lors des phases précoces de la pathologie,
rend le diagnostic histologique sur les biopsies transbronchiques (BTB) peu efficace
dans la détection de la BO. En effet, les résultats d’études révelent que les sensibilités
de détection de la BO varient de 15% a 78%". Pour cette raison en 1993, la Société
Internationale de Transplantation Cardiaque et Pulmonaire (International Society for
Heart and Lung Transplantation; ISHLT) a proposé une définition du Syndrome de
Bronchiolite Oblitérante (SBO) basée sur un diagnostic clinique’. Le SBO est défini
comme une baisse irréversible et soutenue (observable sur trois semaines ou plus) du
volume expiratoire maximal a une seconde (VEMS) de base et qui ne peut étre
expliqué par d’autres facteurs tels que les infections, le rejet aigu, les sténoses ou par
le vieillissement. Conjointement, un systeme de gradation de la sévérit¢ de la
pathologie a été proposé. Initialement ce systéme reposaient uniquement sur le
VEMS et définissait une réduction du VEMS de moins de 20% comme absence de
SBO ou SBO 0; de 20% a 34% comme SBO 1; de 35% a 49% comme SBO 2 et 50%
et plus de la perte de VEMS maximal comme un SBO 3. Or, ce systéme de gradation
s’est avéré peu sensible pour déceler des changements minimes et précoces pouvant
dévoiler un début de SBO. Le systeme de gradation a donc été révisé pour inclure le
grade SBO 0-p, désignant un SBO potentiel et la baisse du débit expiratoire
maximum médian (DEMM) a été ajoutée comme critére fonctionnel. Plusieurs études
ont démontré que la DEMM se détériore avant le VEMS lors du développement du

SBOIO—IZ



Tableau I. Systéme de classification du syndrome de bronchiolite oblitérante

Classification 1993 Classification 2002

Perte de <10% du VEMS et 25%
0
SBO 0 Perte de <20% du VEMS de base Ju DEMM de base

Perte de 10% a 19% du VEMS
et/ou 25% du DEMM de base

Perte de 20% a 34% du VEMS de Perte de 20% a 34% du VEMS de

SBO 0-p

SBO 1

base base

Perte de 35% a 49% du VEMS de Perte de 35% a 49% du VEMS de
SBO 2

base base

SBO 3 Perte de >50% du VEMS de base Perte de >50% du VEMS de base

La classification originale de 1993 a été révisée en 2002 pour inclure le grade SBO 0-
p et le DEMM comme critére fonctionnel. VEMS : volume expiratoire maximal a une
seconde, DEMM : débit expiratoire maximum médian. Ce tableau a été modifié a
partir des lignes directrices de la Société Internationale de Transplantation Cardiaque

et Pulmonaire.

1.2 Les facteurs de risque associés au développement de la BO

L’étiologie de la BO est encore inconnue mais plusieurs facteurs de risque y
ont été associés. Ceux-ci peuvent étre divisés en deux groupes, soient les facteurs
allodépendants et alloindépendants. Les facteurs de risque allodépendants incluent les
épisodes de rejet aigu, de bronchiolite lymphocytaire et 1’histoincompatibilité HLA.
Les facteurs de risque alloindépandants incluent les infections au cytomégalovirus
(CMV), les autres infections respiratoires, le reflux gastro-cesophagien et les 1ésions
d’ischémie-réperfusion. Tous ces événements peuvent provoquer des dommages
épithéliaux séveres et induire ainsi un environnement inflammatoire qui pourrait

déclencher et diriger une réponse alloimmune. En effet, les caractéristiques



histologiques de la pathologie suggerent, comme cause primaire, un processus de
réparation tissulaire anormal suite a un stress répété a 1’épithélium bronchiolaire. Le
degré d’implication de chacun de ces facteurs dans la pathologie de la BO demeure a

élucider.

1.2.1 Facteurs de risque allodépendent

Un des principaux facteurs de risque dans le développement de la BO est le
rejet aigu. La récurrence et la sévérité des épisodes de rejet aigu sont fortement
associées avec le développement de la BO'. Par contre, certains patients ayant eu des
¢épisodes de rejet aigu ne développent jamais la BO, tout comme plusieurs patients
développent la BO sans avoir eu de rejet aigu'®. Le rejet aigu est une atteinte
vasculaire tandis que le rejet chronique se manifeste au niveau bronchiolaire.
Récemment la recherche dans le domaine s’est donc tournée vers la bronchiolite
lymphocytaire qui se manifeste au niveau des voies respiratoires et qui est, tout
comme le rejet aigu, hautement liée au développement de la BO'™°.
L’histoincompatibilit¢é HLA bien que débattue serait également un facteur influengant
le développement de la BO®!”. L’incompatibilité au niveau de différents génes HLA,
de classe I et II, a été étudiée pour une association avec le développement du SBO.
Ces études ont rapportées des résultats mitigés. Il semble, cependant, exister une
association entre 1’incompatibilit¢ au niveau de HLA-A et le développement du



1.2.2  Facteurs de risque alloindépendent

L'infection au CMV est un facteur de risque important pour le développement
du SBO. Un grand nombre d’études se sont penchées sur le CMV comme facteur de
: 4 13;16;17;20;21 r e . n
risque dans le développement du SBO . Les résultats ont été variables di
notamment aux différences dans les définitions et les types d’analyses effectuées’.
Une association entre la pneumopathie a CMV observée post greffe et le
développement du SBO ou de la BO (selon la définition utilisée dans 1’étude) a

13;16;20-23 . .
277 De plus, diverses études ont

néanmoins été rapportée par plusieurs équipes
corrélé une baisse de l'incidence du SBO avec une baisse de l'incidence du CMV
apres l'introduction d’une prophylaxie au ganciclovir, un inhibiteur de réplication du
CMV*? D’autres types d’infections virales, bactériennes ou fongiques ont
¢galement été signalées comme facteurs de risque dans le SBO. Des exemples de
pathogénes pouvant possiblement augmenter le risque de développer le SBO sont

29;30
et

I’Herpésvirus humain 6 (virus de la roséole)™®, Pseudomonas aeruginosa
Aspergillus sp. . La survie a long-terme post-greffe pulmonaire, en tenant compte de
toutes les causes de déces dont le SBO, est plus faible lorsque le temps
d’ischémie/réperfusion est plus long®. Un lien direct entre le développement du SBO
et les lésions d’ischémie a également été signalé par certaines études™~". Le reflux
gastro-oesophagien récurrent est un fardeau pour de nombreux receveurs de greffe
pulmonaire, due notamment au traitement immunosuppresseur et possiblement aux
blessures du nerf vague lors de la transplantation® . Certaines études ont proposé le

reflux gastro-oesophagien comme un facteur de risque pour le développement du

SBO*’**. D’autre part, la fundoplicature, une intervention chirurgicale permettant de



traiter le reflux gastro-oesophagien, peut potentiellement ralentir le développement de

laBO .

Tableau II. Facteurs de risque associés au développement du syndrome de la

bronchiolite oblitérante.

Alloindépendants Allodépendants
Ischémie-réperfusion Rejet aigu
Reflux gastro-cesophagien Bronchiolite lymphocytaire
Infections au cytomégalovirus Histoincompatibilité HLA

Autres infections

1.3  Meécanismes impliqués dans le développement du SBO

L’¢étiologie du SBO n’est pas définie a ce jour. Un concept général a par
contre ¢ét¢ formulé pour essayer d’expliquer 1’origine et [’évolution de cette
pathologie. La bronchiolite oblitérante serait expliquée par un processus de
réparation anormal suite a un stress primaire, court et sévére ou répété et moins
sévere, au niveau des voies respiratoires. Cette premiére agression, qu’il s’agisse de
1ésions d'ischemie-reperfusion, d’un rejet aigu, d’une infection virale ou autre, ou une
combinaison de ces derniers, initierait un processus inflammatoire par les cellules
structurales et leucocytaires retrouvées au niveau des tissus endommagés. Les
dommages a I’épithélium et la présence de pathogénes dans le cas d’infections

activent les mécanismes de ’immunité innée grace aux TLR et autres récepteurs de



type « PRR » présents a la surface de différents leucocytes et des cellules épithéliales.
L’activation de ces récepteurs stimule 1’expression du CMH et déclenche ainsi
I'i'mmunité adaptative. L’atteinte a 1’allogreffe se perpétuerait alors par une réponse
alloimmune progressive dirigée par des mécanismes d’immunité adaptative. Un état
inflammatoire chronique s’établi et amplifie le dommage a 1’organe induisant des
1ésions épithéliales, de la nécrose et I’ulcération de la muqueuse. L’état inflammatoire
initial est succédé par un processus de réparation tissulaire marqué par une
fibroprolifération aberrante et excessive. La prolifération de cellules de muscle lisse,
la transdifférentiation des fibroblastes en myofibroblastes, une vascularisation accrue
et la déposition sous-épithéliale de collagéne caractérisent ce processus
fibroprolifératif, menant ultimement en une fibro-oblitération des bronchioles. Ce
concept a été ¢laboré grace a I’observation de 1’évolution de la maladie et des facteurs

de risque chez ’humain et supporté par I’étude des modéles animaux’.
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Figure 2. Concept général de la pathogénése de la BO. Une agression primaire a
l'allogreffe pulmonaire conduit a l'activation du systéme immunitaire inné, qui est
suivit par l'activation du systéme immunitaire adaptatif. Les dommages et la perte de
1'épithélium bronchiolaire amorcent des mécanismes de réparation aboutissant a la
formation de cicatrices intrabronchiolaires. A. Boehler, M. Estenne 2003. Eur Respir

J;22: 1007-1018 © ERS Journals

1.3.1 Le processus inflammatoire

Le processus inflammatoire associ¢ a la BO est déclenché par une agression
primaire, de nature alloimmue ou non-alloimmune. Les réponses alloimmunes, telles
que le rejet aigu et la bronchiolite lymphocytaire sont dirigées par la reconnaissance
d’un antigéne étranger par I’hdte en l'occurrence, l'allogreffe. Deux voies de
reconnaissance des allo-antigénes existent; les reconnaissances directe et indirecte.
Dans la voie de reconnaissance directe, les cellules T de 1’héte reconnaissent les
molécules du CMH du donneur a la surface des cellules présentatrices d’antigénes du

donneur provenant du greffon. Dans la voie de reconnaissance indirecte, les cellules



T de I’hdte reconnaissent les allo-antigénes apprétés et présentés par des cellules
présentatrices d’antigénes de I’hdte qui ont infiltré le greffon®. Ces deux voies sont
capables de stimuler une réponse inflammatoire suffisante pour endommager
séverement ’allogreffe en dépit du traitement immunosuppresseur. D’autre part, les
atteintes d’origine non-alloimmune, telles que 1’ischémie, 1’acidité du reflux gastro-
cesophagien ou les pathogénes, peuvent créer directement des dommages a
I’allogreffe. Les dommages a I'épithélium bronchiolaire induits par les mécanismes
alloimmuns et non-alloimmuns déclenchent un afflux massif de cellules
inflammatoires dans les bronchioles, dirigé par des chimiokines (IL-8, RANTES,
MCP-1) et produites par les cellules épithéliales, les cellules T activées, les
macrophages et les cellules musculaires lisses* ™. Les dommages initiaux induisent
¢galement la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-17, IL-13) qui vont
a leur tour promouvoir une boucle de rétroaction positive perpétuant un état

inflammatoire***.

L’inflammation neutrophilique associée a des taux ¢élevés d’IL-8 pulmonaire
est une caractéristique couramment retrouvée chez les patients atteints de BO'%
Cette inflammation contribue a la destruction de 1’épithélium bronchiolaire, entre
autre, par D’action des dérivés réactifs d’oxygene, des métalloprotéinases et de
|’¢lastase des neutrophiles***®. D’autres ligands du récepteur de I'IL-8 (CXCR2), ont
¢galement été impliqués dans la BO chez ’homme et dans un modéle murin
d'allogreffe trachéale hétérotopique®’. Des taux élevés de chimiokines de la famille
ELR+ CXC, chez les sujets diagnostiqués avec un SBO, étaient associés avec une

neutrophilie et un profil angiogénique aberrant et 1’importance de ces chimiokines
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dans la pathogénése de la BO a été confirmée dans un modéle murin CXCR2 —/—Y.

L’origine de la neutrophilie dans la BO est par contre moins définie. En effet,
plusieurs ¢léments peuvent contribuer a la présence de I’inflammation neutrophilique
dans le poumon transplanté. Les infections bactériennes, fongiques et virales, qui
constituent un fardeau récurrent pour plusieurs receveurs de greffe pulmonaire en
raison de I’immunosuppression, induisent un état inflammatoire caractérisé par une
importante infiltration de neutrophiles. Les infections sont également des facteurs de
risque pour la BO et pourraient donc expliquer leur association avec la BO™.
L’aspiration d’acide gastrique dans le poumon pourrait induire une inflammation
neutrophilique®™. La réponse immunitaire adaptative contre le greffon pourrait
¢galement contribuer au recrutement des neutrophiles dans le poumon. En effet, 1’IL-
17 produit par des lymphocytes activés dans le poumon peut stimuler la sécrétion
d’IL-8 par plusieurs types de cellules pulmonaires et recruter ainsi des

49: . . . o L e .
011 est encore incertain si la neutrophilie est une caractéristique

neutrophiles
spécifique de la pathologie de la BO ou une manifestation associée aux infections

récurrentes chez ces sujets. Il est néanmoins établi que la neutrophilie joue un rdle

majeur dans ’évolution de la BO™.

La réponse immunitaire de type Thl est retrouvée dans le poumon trés tot
post-greffe’’. Elle est plutdt associée au rejet aigu et est caractérisée par la production
des cytokines IL-2, IL-12 et INF-y et de lymphotoxine >**. La réponse immunitaire
de type Thl contribue vraisemblablement au SBO par son rdle dans le rejet aigu, la
bronchiolite lymphocytaire et les infections, qui créent I’état inflammatoire initial.

Toutefois, c’est la réponse Th2 qui est associé au développement du SBO. En effet,



un faible taux d’IL-12 dans le LBA serait prédictif du SBO chez les transplantés du
poumon™, témoignant d’une suppression de la réponse Thl. La réponse immunitaire
Th2 est identifiée par la production d'TL-4, IL-5, et IL-13 et est impliquée dans
I'immunité mucosale, I'i'mmunité humorale et les allergies. L’IL-13, une cytokine pro-
inflammatoire Th2, ayant des propriétés pro-fibrotiques, est impliquée dans la
pathologie de la BO. En effet, I’'IL-13 est retrouvé en quantité élevées chez les sujets
ayant le SBO et son implication dans la pathogénése de la BO a été confirmée chez
des souris KO pour le géne ILI3RA1 codant pour le récepteur de 1'TL-13**°°. Le rejet
aigu serait donc une tentative d’éliminer 1’alloantigéne par une réponse immune de
type Thl, tandis que le rejet chronique constituerait plutdt une réponse de type Th2 et

pourrait étre interprété comme une tentative d’isoler I’alloantigéne par la fibrose.

La réponse immunitaire de type Th17 est caractérisée par la production d'IL-
17 et d’IL-23 et est associée a 1’auto-immunité. IL-17 et IL-23 ont récemment été
associés avec une autoimmunité contre le collagéne de type V dans la pathologie de
la BO*?® L’IL-17 est également capable d’induire la sécrétion de I’'IL-8 par les
cellules musculaires lisses et épithéliales et de participer ainsi a I’inflammation dans

la BO>%Y

1.3.2 Le processus fibrotique

L’état inflammatoire initial est suivi par un processus de réparation tissulaire
marqué par une fibroprolifération excessive et aberrante. La prolifération des cellules

de muscle lisse, la transdifférentiation des fibroblastes en myofibroblastes, la néo-



vascularisation et la déposition sous-épithéliale de collagéne caractérisent ce
processus fibroprolifératif, menant ultimement en wune fibro-oblitération des
bronchioles’. Différents médiateurs profibrotiques, tels que le PDGF, I'IGF et le
TGF-p ont été trouvés a hautes concentrations dans les modeles animaux du SBO
ainsi que chez ’humain®®®. Les métalloprotéinases et leurs inhibiteurs sont associés

;64 ’ ’
6364 Des taux élevés de

au développement des maladies fibrotiques du poumon
métalloprotéinase matricielle 9 (MMP-9) ont été¢ décrits au niveau du poumon chez
les patients greffés, sans contrebalancement par son inhibiteur; 1’inhibiteur tissulaire
de la métalloprotéinase matricielle 1 (TIMP-1) ®. Donc, ce débalancement pourrait
étre expliqué comme une tentative inefficace de contrebalancer la production
excessive des produits de la matrice extracellulaire au niveau du tissu pulmonaire.
D’autre part, il pourrait également contribuer au processus fibrotique en déstabilisant
Iintégrité de la membrane basale ou en clivant la forme latente du TGF-B°*’. Ces
molécules et possiblement plusieurs autres pourraient étre responsables de
I’activation ou du recrutement des cellules mésenchymateuses dans la BO. La
provenance exacte des cellules effectrices de la fibrose percue dans la BO n’est pas
complétement définie. Les sources connues des fibroblastes et myofibroblastes sont;
le poumon lui-méme (fibroblastes résidents), la dédifférenciation de cellules
musculaires lisses en myofibroblastes, le recrutement et la différentiation a partir des
fibrocytes ou des cellules souches mésenchymateuses circulantes et la transition

épithélio-mésenchymateuse (TEM) %7,



1.4 Les études chez I’humain.

La BO a ét¢ principalement étudiée par observation de 1’histologie pulmonaire
et des profils cellulaires et moléculaires du poumon greffé¢ humain. Les études chez
I’humain sont généralement réalisées par analyse d’expectorations induites ou par
analyse de biopsies et du LBA aprés examen bronchoscopique chez des sujets
greffés. Le profil cellulaire du LBA des patients souffrant de BO démontre des taux
¢levés de neutrophiles et d’TL-877. Sa concentration dans le liquide de LBA des
patients SBO est directement corrélée avec la neutrophilie’’. L’IL-8 est
principalement produit par 1'épithélium bronchique mais également par le muscle

4; r r :
7 Des taux élevés de neutrophiles sont

lisse et les macrophages alvéolaires
également retrouvés dans les expectorations induites’® et dans les tissus pulmonaires’’
des patients atteints de BO. Toutefois, tel que mentionné précédemment, il n’est
toujours pas clair s’il s'agit d'une caractéristique spécifique de la BO ou si la
neutrophilie détectée ne reflete simplement qu’une infection concomitante des voies
aériennes’®. L’infiltration neutrophilique est associée avec la production de dérivés
réactifs d’oxygene et de métalloprotéinases qui participent aux dommages épithéliaux
observés dans cette pathologie™™*®. Les études sur le LBA ont également décelé, tel
que mentionné antérieurement, une augmentation des concentrations de MCP-1, de
RANTES dans la BO chez I’humain. ***. Des études ont également décelé une

association entre la BO et 1’élévation des éosinophiles dans le LBA**%

. Les études
sur les biopsies transbronchiques ont quant a elles révélée la présence accrue de

cellules dendritiques et de macrophages chez les patients atteints de BO”™. Les

cellules observées étaient majoritairement de type présentatrices d'antigénes,



identifiées par I’expression des molécules de classe II du CMH, tandis que la
proportion de macrophages «suppresseurs» était faible”. Il est probable que ces
cellules activent des réponses immunitaires locales et systémiques qui contribuent au
processus du rejet chronique. D’autre part, les analyses de biopsies transbronchiques
prélevées chez les patients atteints de BO et de poumons complets provenant de
retransplantations démontrent une expression accrue de molécules du CMH de classe

IT au niveau de ’épithélium et de I’endothélium®'***

. Des taux élevés d’anticorps
anti-HLA circulants ont également été associés a la BO'. 11 est intéressant de noter
que la neutrophilie n’est pas observée dans les modéeles animaux de la BO, ou ’on
observe plutdt une infiltration lymphocytaire. Chez 1’humain [’infiltration
lymphocytaire a également été associée a la BO mais de facon moins évidente. En
effet, lorsque les populations lymphocytaires sont comparées entre les greffés stables
et les sujets atteints du SBO, certains groupes ont démontrées une augmentation des
lymphocytes T CD4+ et CD8+"*, d’autre une expansion oligoclonale de lymphocytes
T CD4+% et d’autres encore une augmentation de la sous-population CD8+

seulement®*® . Le role exact des différentes sous-populations de lymphocytes dans le

SBO reste a étre déterminé.

Les ¢tudes des LBA chez les greffés du poumon ont révélé des taux plus
élevés de certains facteurs de croissance chez les sujets SBO, tels que le PDGF™,
I'IGF-1°", et le TGF-B*"**2. Ces molécules ont des propriétes pro-fibrotiques et sont
responsables d'une augmentation de ’activité proliférative des fibroblastes dans le
surnageant BAL®®. Les myofibroblastes, des cellules effectrices de la fibrose par leur

capacité augmentée a produire du collagéne interstitiel, sont retrouvés chez les sujets
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atteint du SBO™. Le récepteur de I'IL-13 est exprimée sur les myofibroblastes, les
cellules épithéliales et le muscle lisse chez les sujets atteint du SBO™. Le LBA des
sujets atteint du SBO contient de I’IL-13 biologiquement actif, associ¢é a une
surexpression de procollagéne I et III**. Récemment, le phénoméne de TEM, qui sera
défini en détail plus loin, a également été impliqué dans le processus fibrotique de la
BO®*  Les études chez I’homme ont permis d’associer aux processus
inflammatoires et fibrotiques du SBO différentes molécules et types cellulaires. Par
contre les études chez I’homme ont un caractére plutot descriptif et sont sujettes a un

grand nombre de variables, environnementales ou génétiques.

1.5 Les modéles animaux

Plusieurs modéles animaux de la BO ont ét¢ développés pour mieux
comprendre la physiopathologie de la BO. Parmi ceux-ci il existe un modele de
transplantation trachéale hétérotopique murin ainsi qu’un modéle de greffe

pulmonaire allogénique chez le rat et le porc™.

1.5.1 Le modeéle de transplantation trachéale hétérotopique

Le modéle animal préconisé pour 1’étude de la BO, utilisé dans plus de cent
publications, est un modéle de transplantation trachéale hétérotopique murin®. Dans
ce modele, une oblitération reproductible des voies aériennes transplantées,

histologiquement indistinguable des Ilésions de la BO chez I’humain, est



systématiquement observée. Les travaux faits aupreés de ce modele ont illustré un
processus pathologique en trois phases qui est reproductible temporellement. Tout
d’abord, aux jours 2 ou 3, une phase ischémique marquée par une desquamation de
I’épithélium respiratoire est observée au niveau de Dallogreffe®. Cette premiére
phase est également observable lors d’isogreffes, par contre celles-ci régénérent
complétement au bout de 7 jours tandis que les allogreffes évoluent vers une
deuxiéme phase caractérisée par une infiltration lymphocytaire au jour 7*. Entre les
jours 7 et 21 une troisiéme phase est observée, lors de laquelle il y a une perte
compléte de I’épithélium et une oblitération fibreuse progressive de I’allogreffe®. 11
existe par contre plusieurs lacunes a ce modele. La greffe trachéale évolue dans un
contexte physiologique et immunologique trés différent de celui de la transplantation
pulmonaire chez I’humain. Tout d’abord la trachée greffée n’est plus une voie
respiratoire fonctionnelle puisque qu’elle n’est pas exposée a ’air et aux pathogeénes
qui s’y retrouvent. Dans ce mod¢le, contrairement a la transplantation pulmonaire,
I’organe n’est pas revascularisé¢ chirurgicalement et subit des Iésions d’ischémies
séveres. Il existe également des différences histologiques évidentes entre la trachée et
les bronchioles ou la maladie est observée chez I’humain. La trachée est tapissée
d’un épithélium cylindrique pseudostratifi¢ cilié avec cellules caliciformes ainsi
qu’une membrane basale épaisse contenant du cartilage. Les bronchioles sont plutot
tapissées d’un épithélium cuboide simple non cilié qui ne contient plus de cellules

caliciformes mais des cellules Clara et ne contient également plus de cartilage.

Ce mode¢le a néanmoins permis de mieux comprendre plusieurs aspects de la

maladie et supporte largement 1’implication d’une réponse alloimmune. En effet, les
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isogreffes bien que subissant les mémes dommages liés a la chirurgie et 1’ischémie
que l’allogreffe, ne développent jamais la pathologie. Les souris immunodéficientes
SCID ou RAG -/- ne développent pas la pathologie® non plus et celle-ci peut
également étre atténuée avec ’immunosuppression’’. Les différents types cellulaires
ainsi que les cytokines retrouvées dans la BO chez I’humain ont ét¢ confirmés par le
modele de transplantation trachéale hétérotopique. En effet, lorsque comparé aux
isogreffes, les allogreffes trachéales, lors de la phase inflammatoire présentent un
nombre élevé de cellules T CD4+ et CD8+, du marqueur classique des macrophages
ED-1 (CD68 chez I’humain) et du marqueur des macrophages résidents ED-2
(CD163 chez I’humain) ainsi que des cytokines telles que MIP-2 (I’équivalent de

1’IL-8 humain), MCP-1 et RANTES, ***".

Le processus fibro-oblitératif présent dans la BO a également été étudié grace
au modele d’allogreffe trachéale. Chez les souris MMP-9 -/- déficientes en
métalloprotéinase matricielle 9, 1’oblitération de la greffe trachéale est atténuée,
supportant les études chez I’humain®®. Les études sur des mutants SMAD3 nuls
confirment I’importance de la voie du TGF-B dans le processus fibro-obliteratif’**.
Le role de I’épithélium bronchiolaire a également été étudié en utilisant le modele de
transplantation trachéale hétérotopique. Lorsque 1’épithélium des isogreffes est
dénudé par digestion enzymatique, il est possible de reproduire la fibro-obliteration
observée dans les allogreffes”. De fagon globale les allogreffes trachéales présentent
un nombre plus ¢élevé de myofibroblastes, expriment plus d’actine musculaire lisse et

d’ARNm de facteurs de croissance fibrogéniques tels que le PDGF et le bFGF**"
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En plus de contribuer a l'identification de plusieurs mécanismes cellulaires
impliqués dans la BO, le mode¢le de transplantation trachéale a été utilisé pour mieux
comprendre la contribution de certains facteurs de risque, tels que I’infection au
CMV. En effet, 'infection au CMV induit une amplification de la pathologie
observée dans le modele hétérotopique trachéale chez le rat, qui peut étre abolie par

1%, D’autre

un traitement prophylaxique associ¢ a une inhibition de la réponse Th
part, ce modele peut servir comme étape préliminaire dans 1’évaluation de 1'efficacité

de nouveaux agents immunosuppresseurs dans la prévention de la BO”'.

1.5.2 Les modeéles de transplantations pulmonaires orthotopiques

D’autres modeéles, tels que les greffes pulmonaires orthotopiques chez le rat
ou le porc ont également été utilisés pour 1’étude de la BO. Dans ces mode¢les, la
chirurgie réalisée chez 1’humain est simulée chez I’animal, ce qui est un défi
technique chez un animal aussi petit que le rat. Chez le rat 1’allogreffe pulmonaire, en
absence d’immunosuppression, induit un rejet aigu qui détruit le greffon en quelques
jours, tandis que I’immunosuppression permet l'acceptation a long terme de
I’allogreffe”™. Dans le contexte d’une histoincompatibilité modérée 1’absence
d’immunosuppression ne mene pas au rejet aigu dans ce modele mais plutot au rejet
chronique”. Cette manifestation n’est cependant pas identique a la BO. Ce modéle
permet néanmoins d’étudier la réponse alloimmune dirigée contre le collagéne V, que
I’on retrouve également chez I’humain et qui suggérerait I’implication d’un processus

autoimmun dans la pathologie de la BO*. Ces études ont également permis
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d’¢laborer des protocoles de test de tolérance induite au collagéne V qui pourraient
étre éventuellement appliqués chez I'humain'®. Le modéle animal de greffe
orthotopique a également permis de confirmer le reflux gastro-cesophagien comme

facteur de risque dans le développement de la BO'".

Le porc a I’avantage d’étre anatomiquement et immunologiquement similaire
4 I’humain®. Toutefois, la transplantation orthotopique chez les porcs
histoincompatibles induit un ¢état de rejet chronique sans la manifestation
fibrobliterative observée chez I’humain'®. Pour cette raison ce modéle est presque
uniquement utilisé pour I’étude de nouveaux traitements immunosuppresseurs dans le
cadre d’études précliniques®™'?®. Une lignée de porcs miniatures congéniques a été
développée pour I’étude de transplantation pulmonaire dans un contexte

. . ~12104
immunologique controlé"

. L’allogreffe chez les porcs miniatures congéniques
reproduit la pathologie observée chez 1’humain'®*'®’. Ce modéle reste toutefois trés
onéreux et n’est a la disposition que d’une seule équipe, celle de David Sachs a

. . N N I3 N\ | :1
Harvard, qui a mis prés de trente ans a développer son modéle' .

1.6 Les traitements du SBO

La prévention et le traitement du SBO restent, a ce jour, assez décevants.
Puisqu’il existe un lien entre le rejet aigue et le rejet chronique du greffon pulmonaire
et qu’il existe une base immunologique au rejet chronique, l'augmentation de

I'immunosuppression ou le changement des médicaments immunosuppresseurs ont
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¢té les principales stratégies utilisées pour le traitement du SBO. Cependant, le
bénéfice de ces différentes modalités thérapeutiques n'est pas convaincant et les
réponses positives a ce type d’approches ont une valeur surtout anecdotique®. Une
¢tude a rapport¢ un avantage au changement de I’azathioprine (AZA) par le
mofétilmycophénolate (MMF), deux inhibiteurs de la synthése de I’ADN utilisés,
entre autre, pour bloquer la prolifération leucocytaire'”’. Tandis que d’autres études
n’ont rapporté aucun bénéfice & ce changement'®. De fagon semblable, la
cyclosporine et le tacrolimus deux inhibiteurs de la calcineurine, une protéine
phosphatase impliquée dans [D’activation des lymphocytes par la voie
calcineurine/NFAT/IL-2, ont été comparés avec des résultats mitigés'®'".
Finalement, peu de données supportent, de facon irréfutable, qu’une modification au
régime immunosuppresseur, a un impact sur le développement ou la progression du
SBO®. En I’absence d’une étiologie définie, certains se sont attaqués aux facteurs de
risque du SBO autres que le rejet aigu et la bronchiolite lymphocytaire. Tel que
mentionné précédemment, la prophylaxie contre le CMV par traitements au
ganciclovir, valganciclovir ou aux IgG anti-CMV réduit l'incidence des infections au

25;26;111 . .
3261 1 o5 traitements anti-reflux

CMYV, du SBO et améliore la survie a long-terme
sont souvent prescrits dans le but de prévenir ou traiter le SBO. Un grand nombre de
greffés pulmonaires se font prescrire, de fagon empirique, des inhibiteurs de pompe a
proton dans le but de prévenir le développement du SBO''"2. Aucune étude a ce jour
n’a néanmoins démontré d’association entre le traitement aux inhibiteurs de pompe a
proton et une incidence moins élevée ou une stabilisation du SBO. Finalement, un

des médicaments prometteurs en ce moment est I’azithromycine. L’azithromycine est

un antibiotique de la famille des macrolides a large spectre ayant également des
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propriétés anti-inflammatoires'*. Bien que son mode d’action reste encore inconnu,
plusieurs études ont démontré que le traitement a I’azithromycine peut non seulement
stabiliser mais également améliorer la fonction respiratoire de certains patients

atteints du SBO!'#!1°,

1.7 Transition épithélio-mésenchvmateuse (TEM)

La transition épithélio-mésenchymateuse est un processus par lequel une
cellule épithéliale pleinement différenciée perd son phenotype épithélial, pour
acquérir les caractéristiques d’une cellule mésenchymateuse''’. 11 s’agit d’un
phénomeéne physiologique impliqué dans 1’embryogénése humaine ainsi que dans la
régénération des tissus lors de la cicatrisation. La TEM est essentielle au
développement de I’embryon métazoaire en participant dans la gastrulation et dans la
neurulation chez les vertébrés. Ce processus peut en revanche contribuer au
développement de différentes pathologies par son role dans la formation de
métastases tumorales et par sa participation aux processus fibrotiques en réponse aux
dommages épithéliaux®®. Trés récemment la TEM a été impliquée dans le
développement du rejet chronique et participerait potentiellement au processus
fibrotique dans la BO®**’. Différentes voies de signalisation pouvant induire la TEM
ont ¢t¢ identifiées. La majorité de celles-ci impliquent 1’activation des récepteurs du
TGF-B. Le TGF-B peut mener a la TEM notamment par 1’activation des protéines
SMAD, de la p38 MAP Kinase, de RhoA ou par PI3K'"*'?!. Les voies indépendantes

du TGF-f sont les voies Notch-Delta, Wnt-Frizzled et la cascade Ras-MAPK activée



25

par les récepteurs tyrosine kinase (RTK) et les facteurs de croissance (HGF, FGF,
PDGF) qui s’y lient'*'. Ces voies de signalisation ménent ultimement & la répression
de certains genes épithéliaux et a ’activation de geénes mésenchymateux. Les
protéines réprimées, chez les cellules épithéliales entrant en TEM, sont entre autre

119;121
|

I’E-cadherine, la cytokératine-18 et Muc- Les protéines nouvellement

produites sont le collagéne type 1, le collagéne type 3, 1’a-actine musculaire lisse

(AML) et la vimentine'*"'*?

. Toutes ces protéines et plusieurs autres, environs 35
identifiées, sont des marqueurs potentiels mais non-obligatoires de la TEM. Le vaste
répertoire de voies de signalisation et de changements protéiques possibles lors de la
TEM rendent difficile 1’attribution d’une définition moléculaire précise a ce
phénoméne. Récemment des efforts ont été entrepris pour classifier la TEM en
différents sous-types selon le contexte biologique dans lequel ils ont lieu

123

(embryogeneése, cancer, régénération/fibrose) La TEM a été trés clairement

impliquée dans la fibrose rénale et dans un processus de cicatrisation fibrosante de la
124

rétine ~". Un lien formel entre la TEM et les pathologies fibrotiques du poumon chez

I’humain reste encore a étre établis. Il a néanmoins été démontré in vitro que les
cellules de 1’épithélium alvéolaire subissent la TEM en présence de TGF-p'**'%.
D’autre part, une étude utilisant un modele de fibrose pulmonaire chez la souris a

12 . r ’
% Finalement, deux études ont observé

clairement démontré la présence de TEM
I’évidence du processus de la TEM in vivo dans les allogreffes pulmonaires
humaines. En effet, une étude anglaise a examiné I’expression d’un marqueur de la
TEM, la protéine S100A4 impliquée dans la mobilité et 1’adhésion cellulaire, dans

des biopsies et des cellules mises en culture provenant d’allogreffe®. Cette étude a

démontré la présence élevée de la protéine S100A4 dans 1’épithélium des allogreffes
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en comparaison des poumons non-transplantés®™. Une co-localisation de la MMP-7,
une collagénase impliquée dans la TEM, a également été observée®. Plus récemment,
une équipe australienne a examiné, par cytométrie en flux dans des cellules prélevées
chez des patients greffés, 1’expression de trois marqueurs de la TEM; ’a-AML, la
S100A4 et un variant d'épissage de la fibronectine (ED-A FN)*’. Ces trois marqueurs
ont été retrouvés en plus grande quantité dans les cellules provenant de patients ayant
développé le SBO*. Ces études nous donnent I’indice d’un role de la TEM dans la

pathologie de la bronchiolite oblitérante, qui reste par contre a étre confirmé.

1.8 Les Eicosanoides

Les eicosanoides sont un groupe de médiateurs lipidiques a 20 carbones
dérivés de 1’acide arachidonique (AA). Il s’agit d’'un vaste groupe de médiateurs
ayant différents effets physiologiques. En bref, D’arachidonate est libéré des
phospholipides de la membrane nucléaire par la phospholipase cytosolique A2
(cPLA2). Une fois libre cet acide gras peut suivre deux voies métaboliques
différentes, soit la voie des cycloxygénases ou celle de la 5-lipoxygénase (5-LO). Les
enzymes cyclooxygénases, dont il existe deux isoformes majeurs COX-1 et COX-2,
sont responsables de la synthése de la prostaglandine H2 qui est a I’origine des autres
prostaglandines (PG) et des thromboxanes (TX). La 5-LO, activée par sa protéine
activatrice (5-lipoxygenase-activating protein ou FLAP), quant a elle catalyse
successivement la formation de I’acide 5-hydroperoxyeicosatetraenoique (5-HPETE)

puis du leucotriene A4 (LTA4).
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Figure 3. Voies de biosynthése des eicosanoides et leurs récepteurs. La
phospholipase A2 libére 1’arachidonate pour étre converti en PGH2 par la COX-1 et
la COX-2 ou en LTA4 par la 5-LO. Les enzymes responsables de la conversion
distale de ’'LTA4 en LTB4 et LTC4 sont appelés hydrolase LTA4 et LTC4 synthéase
respectivement. Les différentes prostaglandines sont produites a partir de la PGH2
par leur prostaglandine synthéase respective. Chacun des eicosanoides terminaux agit
par liaison a un ou plusieurs récepteurs transmembranaires couplés aux protéines G ;

les récepteurs de la PGE2, LTB4 et des CysLT seulement sont représentés.

Les eicosanoides ont traditionnellement été associés a certaines fonctions
telles que le message de la douleur, I’agrégation plaquettaire, la contraction de
muscles lisses, la vasodilatation et I’inflammation. Des analyses plus larges des

fonctions de ces médiateurs ont récemment dévoilé de nouveaux roles tels que la



28

migration cellulaire, la prolifération cellulaire et ’apoptose'?’, tous des processus
centraux a la fibrogenése et au remodelage bronchique. Les données de patients
atteints de FPI et provenant de mode¢les animaux suggerent qu’un débalancement
d’eicosanoides contribue au développement de la fibrose pulmonaire'”®. La théorie
d'une balance des LT et PG régulant les événements fibrotiques dans les poumons a
¢été¢ formulée et propose qu'un niveau supérieur de PG aux LT favorise I’homéostasie
normale, tandis qu’une condition pro-fibrotiques est stimulée par un débalancement

favorisant les LT'?’.



29

LT
\3
Homéostasie normale

o
2087 14
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Figure 4. Role de la balance des eicosanoides dans la régulation d’événements
fibrotiques du poumon. Des taux de PGs supérieurs aux taux de LTs sont associés a
des conditions d'homéostasie normales dans les poumons. Toutefois, la
fibroprolifération anormale est caractérisée par un déséquilibre de synthése favorisant
les LTs par rapport aux PGs. Cette balance pourrait réguler, ou étre régulée par,
d'autres médiateurs connus pour jouer un rdle important dans la modulation de
fibrogenese. Les fleches indiquent les effets stimulants, et les signes moins indiquent

les effets inhibiteurs.
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1.8.1 Leucotrienes

Les leucotrienes sont des médiateurs peptido-lipidiques impliqués
principalement dans I’inflammation. Ces molécules sont majoritairement produites
par les leucocytes, I’expression de la 5-LO étant en grande partie restreinte a ces
cellules. Les granulocytes, les monocytes/macrophages, les mastocytes, les cellules
dendritiques et les lymphocytes B expriment la 5-LO. L’enzyme n’est cependant pas
exprimé par les lymphocytes T'?. L’expression de la 5-LO a également été identifiée
dans certaines sous-populations spécifiques de cellules structurales pulmonaires. En
effet, des cellules endothéliales d’artéres pulmonaires en culture expriment une
quantit¢ minimale de 5-LO, qui peut générer du 5-HETE, mais pas des
leucotriénes'’. Les cellules épithéliales et les fibroblastes bronchiques expriment les
enzymes de la voie de biosynthése des leucotricnes et peuvent synthétiser des
leucotrienes biologiquement actifs de facon constitutive et des quantités supérieures
lorsque stimulées par du LPS ou I’ionophore A23187""*"*2 En effet la 5-LO peut étre
activé par I’augmentation du calcium intracellulaire ou par sa phosphorylation par les
ERKSs et la p38 MAPK qui peuvent étre activés par le LPS. Le métabolite final de la
voie de la 5-LO, le LTA4, est un intermédiaire instable menant a la formation des
deux classes de leucotriénes biologiquement actifs. Le LTB4 produit par 1’enzyme
LTA4 hydrolase, forme une classe en elle-méme et a principalement un role

133 .
. La deuxiéme classe est celle des

chimiotactique et activateur des granulocytes
cysteinyl-leucotrienes (CysLT), formée par les leucotrienes C4, D4 et E4. Le LTC4
est produit en premier lieu, par I’addition du glutathion au LTA4 par la LTC4

synthéase. Le LTC4 est ensuite secrété hors de la cellule pour étre pris en charge
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successivement par la gamma-glutamyl leucotriénase et une dipepdidase qui le
transformera en LTD4 et LTE4 respectivement. Les CysLT exercent leurs effets par
I’activation de récepteurs spécifiques soit les CysLTR1 et CysLTR2. Il s’agit de
récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines G. L'affinité des
trois types de CysLT pour le CysLTRI est LTD4 >LTC4 >LTE4"**et LTC4 =LTD4
>LTE4 pour le CysLTR2'”. Les CysLTR peuvent étre exprimés par divers
leucocytes tels que les éosinophiles, les monocytes/macrophages et les lymphocytes
B'*°. Ces récepteurs sont aussi retrouvés dans le poumon au niveau des cellules
structurales soit les fibroblastes, les cellules musculaires lisses et les cellules

137;138

¢pithéliales . Le role des leucotriénes dans I’asthme est bien établi, ils sont

notamment responsables de I’inflammation, de la bronchoconstriction et de

I’hypersécrétion de mucus. Plusieurs études attribuent aux leucotriénes un role dans

139-141

le remodelage bronchique de 1’asthme Le remodelage bronchique est

caractérisé, entre autre, par 1’épaississement de la membrane sous-épithéliale due a
une hyperplasie et une hypertrophie des fibroblastes et des cellules musculaires lisses
bronchiques. En effet, chez des enfants asthmatiques [’épaississement de la
membrane réticulaire a été corrélé avec des taux élevés de CysLT dans le condensat
d’air expiré'”. De plus, le traitement au Montelukast, un antagoniste des récepteurs

des cysteinyl-leucotriénes, a été corrélé avec une diminution du nombre de

142

myofibroblastes de la paroi bronchique chez des sujets asthmatiques ™. Les effets

pro-fibrotiques des leucotrienes ont ét¢ étudiés dans le contexte d’autres pathologies

pulmonaires. Les leucotriénes sont retrouvés en plus grande quantité chez les

143

patients atteints de FPI'™ et ont ét¢ liés a d’autres maladies pulmonaires présentant de

145 145

la fibrose telles que I’atteinte pulmonaire de la sclérodermie'*, 1’amiantose et la
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maladie des éleveurs de pigeons'®®. In vitro, le LTD4 stimule la production de
collagéne et de collagénase chez les fibroblastes pulmonaires humains'**'¥’. La
migration des fibroblastes humains est également potentialisée par le LTD4'*. Les
cellules épithéliales stimulées par du LTC4 produisent du TGF-B, qui est un
contributeur majeur de la fibrogénese'*. Dans le modéle de fibrose pulmonaire
induite par la bléomycine chez la souris I’inactivation des génes de la 5-LO"™ et de la
LTC4 synthéase’' ainsi que [Dinhibition pharmacologique de la 5-LO et
I’antagonisme des récepteurs des cysteinyl-leucotriénes'>* protége contre la fibrose.
L’antagonisme des récepteurs des cysteinyl-leucotriénes réduit et inverse également
I’hyperplasie des cellules musculaires lisses et la fibrose sous-épithéliale dans un

\ . ;154
modéle d’asthme murin'>*'>*,

D’autre part, quelques études se sont penchées sur I’implication des
leucotriénes dans la transplantation pulmonaire. Dans un modele de greffe
pulmonaire canin, des taux élevés de LTC4 ont été retrouvés dans le sang et le liquide
de lavage broncho-alvéolaire (LBA) immédiatement aprés la reperfusion'>. Dans une
¢tude pilote, le Montelukast, un antagoniste des récepteurs des CysLT, a été testé
comme un complément au traitement standard chez 19 patients souffrant de la
maladie du greffon contre 1'hote (GvH), suite a une greffe de moelle osseuse, dont
cinq patients avaient une BO parmi leurs manifestations du GvH. Le Montelukast a
eu un effet bénéfique au niveau de toutes les atteintes de la maladie permettant ainsi
la diminution du traitement immunosuppresseur. Il était intéressant de noter que trois
patients présentant une BO ont montré une amélioration significative dont 2 ont

; ’ 1 . . . 1
présenté une amélioration drastique de la fonction pulmonaire'*®.
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1.8.2 Prostaglandines

Les prostaglandines sont un groupe important d’eicosanoides, ayant diverses
fonctions chez I’humain. Elles sont produites par 'oxydation séquentielle de I’AA par
les cyclooxygénases (COX-1 et la COX-2), puis par une prostaglandine synthéase

157;158

terminale . Les effets physiologiques des prostaglandines sont trés vastes et

160

. , . . 159 A . .
incluent la régulation de la contraction ™ et du relachement ° musculaire lisse, la

régulation de ’agrégation plaquettaire’®, la régulation de certains processus

162 , .
. Les facteurs déterminant

inflammatoires'*® et le contréle de la croissance cellulaire
le signal final comprennent la concentration relative locale de prostaglandines,
l'expression relative et ’affinité de liaison du ligand des récepteurs prostanoides
individuels, le type de cellules impliquées et le contexte physiologique de la cellule.
Les prostaglandines manifestent leur activité biologique, grace a l'activation d'une
famille sélective de récepteurs membranaires couplés aux protéines G, les récepteurs
aux prostanoides (DP1-2, EP1-4, FP) '**. Les prostaglandines agissent localement sur
leurs récepteurs exprimés par de nombreuses cellules et sur différents types
cellulaires. Ce grand nombre de cibles et la complexité générale du systéme des
récepteurs des prostaglandines, rendent [Dattribution d’un rdle spécifique des
prostaglandines dans la fibrose et I’inflammation du poumon trés difficile. Selon le
récepteur stimulé et le contexte pathologique les prostaglandines peuvent avoir, dans
le poumon des effets soit pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire'®. En effet, la
PGD?2 est considérée pro-inflammatoire dans un contexte d’inflammation allergique

et d’asthme, mais peut inhiber I’inflammation dans d’autres contextes. La PGE2 a un

effet anti-inflammatoire dans le contexte de I’inflammation allergique et de 1’asthme,
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163 1 e effets des

mais peut stimuler 1’inflammation aigiie par son effet vasodilatateur
prostaglandines dans les processus fibrotiques du poumon sont plus explicites. Un
effet anti-fibrotique est particuliérement reconnu pour la PGE2. En effet, la PGE2
inhibe la prolifération, la migration, la différentiation en myofibroblastes et la
synthése de collagéne chez les fibroblastes pulmonaires humains'?’*'®%1%%15 Ep
transplantation pulmonaire, la PGE2 a été ¢tudiée en tant qu’immunosuppresseur
dans différents modeles de greffes animales. Chez le rat, le 16,16-dimethyl-PGE2
(dmPGE2), un analogue synthétique stable de la PGE2, utilis¢é seul permet de
prolonger I’acceptation d’allogreffes cardiaques et d’allogreffes de I’intestin en
combinaison d’une faible dose de cyclosporine'**'®’. De plus, dans un modéle de
greffe cardiaque murine, des analogues spécifiques des récepteurs EP2 et EP4 ont
¢également prolongé I’acceptation du greffon'®. La PGEl réduit les lésions
d’ischémie-reperfusion par son effet vasodilatateur lorsqu’elle est ajoutée a la
solution de préservation d’organe qui tend a avoir un effet vasoconstricteur causé par

. . 169-171
sa haute concentration en potassium'®"’

. Plus récemment, la réduction des 1ésions
d’ischémie-reperfusion et I’amélioration de la fonction pulmonaire attribuée a la

Fer cr N .. . 172
PGE1 a été associée a son effet anti-inflammatoire'’>.
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1.9 Rationnelle

La bronchiolite oblitérante est 1’obstacle majeur a la survie a long terme post
transplantation pulmonaire. Afin qu’il soit un jour possible de prévenir ou guérir cette
pathologie il est essentiel de pousser plus loin 1’étude sur les facteurs en cause dans sa
pathogénése et de découvrir les marqueurs précoces de son développement. Le
concept ¢étiologique actuel présente le SBO comme un processus de réparation
tissulaire anormal en réponse a un état inflammatoire chronique ou aigu et répété. 1l
s’agit d’une pathologie impliquant certainement des facteurs alloimmuns, non-
alloimmuns et peut-étre méme autoimmuns. Il reste a savoir quelle est la contribution
exacte des différentes cellules et voies immunitaires a la réponse alloimmune, ainsi
que I’apport des facteurs non-alloimmuns tels que les infections, le reflux gastro-
oesophagien et I’ischémie-reperfusion. Les mécanismes derriére la composition et
I’origine des lésions fibrotiques dans la BO chez 'homme n'ont également pas été
entiérement caractérisées. L’implication de la TEM dans le développement du rejet
chronique a été proposée et participe potentiellement au processus fibrotique dans la
BO®* Différents facteurs fibrotiques, principalement le TGF-B, ont déja été étudiés
dans le contexte du SOB. Toutefois, d’autres molécules méritent d’étre étudiées,
notamment les eicosanoides. Les eicosanoides sont des médiateurs régulant diverses
fonctions biologiques dont I’inflammation et les réponses fibroprolifératives. Les
leucotriénes et les prostaglandines ont des effets opposés dans la régulation de ces
événements. Une balance favorisant les leucotriénes aurait un effet, non-seulement
pro-inflammatoire mais également pro-fibrotique et pourrait jouer un role dans le

développement de la BO.
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1.10 Hypothése et objectifs

1.10.1 Hypothese de recherche

Nous proposons qu’un débalancement des eicosanoides favorisant les CysLT
par rapport au PGE2 existe dans le poumon transplanté et qu’il est impliqué dans la
pathologie de la BO. Nous proposons également que les CysLT participent au

processus fibroprolifératif de la BO en induisant la TEM.

1.10.2 Objectifs

L’objectif général de notre étude était : Etudier I’implication des eicosanoides

dans la pathologie de la BO.

Les objectifs spécifiques de notre étude étaient :

1- De déterminer, prospectivement, les taux de CysLT et de PGE2
dans le surnageant de lavages broncholavéolaires provenant de
sujets humains greffés du poumon, ainsi que leurs corrélations
cliniques.

2- D’examiner le role des CysLT dans la transition épithélio-

mésenchymateuse in vitro.



Chapitre 2

La balance Cysteinyl-Leucotrienes/Prostaglandine E2 post

transplantation pulmonaire

37
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Mise en contexte de I’étude et contribution des auteurs

Le rejet de greffe chronique du greffon pulmonaire est défini cliniquement par
le syndrome de bronchiolite oblitérante (SBO). Cette pathologie inflammatoire et
fibroproliférative est une cause majeure de mortalité chez les receveurs de greffe de
poumon. Certaines études suggerent qu'un déséquilibre des eicosanoides,
particulierement entre les leucotriénes et les prostaglandines, pourrait favoriser le
remodelage et la fibrose pulmonaire. Les niveaux d’eicosanoides pulmonaires post-
greffe restent a étre identifiés. Nous avons émis I’hypothése qu'un déséquilibre de
cystéinyl leucotriénes (CysLT) sur le PGE2 existe dans le poumon transplanté et

pourrait étre impliqué dans la pathogenése du SBO.

Ce chapitre décrit le profil des eicosanoides retrouvé dans le poumon greffé
humain et certaines associations cliniques notables. Des niveaux élevés des CysLT et
du PGE2 sont retrouvés dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA) de sujets
greffés. D’autre part, un déséquilibre favorisant les CysLT est retrouvé dans une
partie des sujets. Ce déséquilibre culmine a un an post-greffe et est associé a deux
facteurs de risque du SBO; les infections au CMV et la colonisation par I’ Aspergillus.
Une tendance a ’association entre ce déséquilibre et le rejet chronique lui-méme a

¢galement été observée, malgré une petite taille d’échantillon.

Dr Céline Bergeron a élaboré I’hypothése de recherche ainsi que le protocole
initial de recherche. Le Dr Bergeron a également supervisé les travaux et a participé a

la rédaction finale du manuscrit. Dr Charles Poirier, directeur du programme de
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transplantation pulmonaire du Québec, était notre personne ressource au département
de pneumologie et d’endoscopie a I’hdpital Notre-Dame et a participé a I’élaboration
de la banque d’échantillons de lavages broncho-alvéolaires et de biopsies
transbronchiques de la cohorte de sujets transplantés du poumon du CHUM. J’ai
procédé au traitement et a la mise en banque des échantillons de LBA, réalisé la
majorité des expériences de laboratoire, fait des ajustements et des ajouts au
protocole, procédé a 1’analyse des résultats et a la rédaction du manuscrit. Madame
Sawsan Al-Mot a effectué des comptes différentiels. Areej Al-Rabea, étudiante a la
maitrise a procédé au traitement et a la mise en banque de quelques échantillons de
LBA. Elise O’Carroll, étudiante stagiaire de premier cycle, a recueilli les données
cliniques a partir de la base de données « Transplant ». Ce projet est financé par une
subvention pour un projet de recherche initié par I’investigateur (Dr Céline Bergeron)
par la compagnie Merck dans le cadre de leur programme de « Medical school

grant ».
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Résumé francais

Introduction: Des ¢études antérieures ont associé un déséquilibre des
leucotriénes (LT) par rapport aux prostaglandines (PG) au remodelage bronchique et
a la fibrose pulmonaire. Le syndrome de bronchiolite oblitérante (SOB), le corolaire
clinique du rejet de greffe pulmonaire chronique, est une cause majeure de mortalité
chez les greffés du poumon. Au niveau histopathologique, cette maladie se manifeste
par l’inflammation bronchiolaire et un processus fibroproliférative qui meéne
ultimement a l’oblitération des bronchioles. Les niveaux de LT et PG dans les
poumons, suite a la transplantation chez 1’humain, restent a étre identifiés. Nous
proposons qu'un déséquilibre de cystéinyl leucotriénes (CysLT) sur la PGE2 existe
dans le poumon transplanté et pourrait étre impliqué dans la pathogenése du rejet
chronique pulmonaire. Afin de tester cette hypothése, nous avons déterminé les
niveaux de CysLT et PGE2 dans le liquide de lavage broncho-alvéolaire (LBA)
provenant de sujets transplantés ainsi que leurs corrélations cliniques. Matériel et
Méthodes: Des échantillons de liquide de LBA ont été obtenus de 30 greffés
différents totalisant 41 échantillons prélevés a des temps post greffe allant de 1 a 275
semaines. Apres traitement, les surnageants de LBA ont été congelés a -80 °C et
analysés ultérieurement par I'EIA pour quantifier les niveaux de CysLT et PGE2. Les
niveaux d’eicosanoides ont été évalués dans le temps et en relation aux données
cliniques. Résultats: Nous avons découvert des taux de CysLT et PGE2 supérieurs a
la normale dans les LBA des greffés. Un pic prédominant de CysLT sur PGE2 est
observé a 52 + 16 semaines post-greffe. La totalité (6) des infections pulmonaires au

cytomégalovirus humain (CMV) ont été associées a un CysLT/PGE2> 1. Un ratio
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supérieur a 1 a également été associé a la colonisation précoce par Aspergillus et une
tendance favorisant un CysLT/PGE2> 1 a été observée avec le rejet chronique
pulmonaire. Les ratios CysLT/PGE2 ¢taient stables dans le temps avec un ratio <I
chez 14 sujets (16 BAL) et > 1 chez 16 sujets (25 BAL). Conclusions: L'équilibre
entre les CysLT et la PGE2 chez les greffés évolue pour favoriser les CysLT environ
un an post-greffe. Notre étude établit un lien entre un CysLT/PGE2> 1 et deux
facteurs de risque du rejet chronique, l'infection au CMV et la colonisation a
Aspergillus. Un suivi a long terme post-greffe de ces patients nous permettra
d’associer plus résolument le rejet chronique avec ce changement de 1'équilibre des
eicosanoides et de vérifier son importance comme événement post-greffe dans le

développement du rejet chronique d’allogreffe pulmonaire.
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Abstract

Purpose: Previous studies on lung matrix remodelling mediators suggest that an
imbalance of leukotrienes (LT) over prostaglandins (PG) could promote fibrosis.
Bronchiolitis obliterans syndrome (BOS), which terms chronic lung transplant
rejection and characterized by being a fibroproliferative disease, is a leading cause of
mortality in lung transplant recipients (LTRs). Human lung LT and PG levels
following transplantation are yet to be identified. We propose that an imbalance of
Cysteinyl Leukotrienes (CysLT) over PGE2 exists in the transplanted lung and could
be implicated in the pathogenesis of chronic lung rejection. In order to test this
hypothesis, we have determined the levels of CysLTs and PGE2 in human
transplanted lung bronchoalveolar lavage fluid (BALf) samples and their clinical
correlations. Methods and Materials: BALf samples were obtained from 30
different LTRs totalling 41 samples that range from 1 to 275 weeks post
transplantation. After processing, BAL supernatants were frozen at -80°C and
subsequently analyzed by EIA to quantify CysLTs and PGE2 levels. Eicosanoid
levels were evaluated over time and correlated with clinical data. Results: We found
high average levels of CysLT and PGE2 in LTR BALf. CysLT/PGE2 ratios were
stable over time with a ratio <l in 14 subjects (16 BAL) and >1 in 16 subjects (25
BAL). A predominant peak of CysLT over PGE2 was observed at 52 +16 weeks post
transplantation. All active human cytomegalovirus (CMV) lung infections (6) were
associated with a CysLT/PGE2 > 1. A ratio over 1 was also associated with early
Aspergillus colonisation and a trend favouring a CysLT/PGE2 > 1 was observed with

chronic lung rejection. Conclusions: The CysLT to PGE2 balance shifts towards
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CysLT in LTRs around one year post transplantation. Our study demonstrates a link
between a CysLT/PGE2 >1 and two risk factors for chronic rejection; CMV infection
and Aspergillus colonisation. A long term post transplant follow up of these patients
will allow us to link more robustly chronic rejection with this eicosanoid balance shift
and ascertain it as a significant post transplantation event in the development of

chronic lung allograft rejection.

Abbreviations used: 5-LO: 5-lipoxygenase, BALf: bronchoalveolar lavage fluid, BO:
bronchiolitis obliterans, BOS: bronchiolitis obliterans syndrome, CHUM: Centre
Hospitalier de I’Université de Montreal, CMV: cytomegalovirus, CysLT: cysteinyl
leukotriene, COPD: chronic obstructive pulmonary diseases, LT: leukotriene, LTR:
lung transplant recipient, PG: prostaglandins, TGF-beta: transforming growth factor

beta.
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Introduction

Lung transplantation is often the only therapeutic alternative for many end stage lung
diseases such as chronic obstructive pulmonary disease (COPD), cystic fibrosis or
idiopathic pulmonary fibrosis. With the progress of surgical techniques, organ
preservation techniques and development of new and improved immunosuppressant
regiments, short and medium term post transplant survival is now comparable to that
of other solid organ transplants. However the long term survival after a lung
transplant, which stands around 50% after 5 years, is the worst among all solid organ
transplants mainly due to the development of chronic lung transplant rejection.
Chronic lung rejection; a progressive and irreversible loss of pulmonary function, is
defined histologicaly by the presence of bronchiolitis obliterans (BO) and clinically
as bronchiolitis obliterans syndrome (BOS). BO is characterised by an inflammatory
and fibroproliferatif process which leads to a partial and ultimately a complete
obstruction of the small airways. Acute Ilung rejection, lymphocytic
bronchitis/bronchiolitis, gastro-oesophageal reflux, human leukocyte antigen (HLA)
mismatches and cytomegalovirus (CMV) pneumonitis have been reported as risk
factors for BOS "?. Other potential risk factors such as CMV infection without
pneumonitis, other types of viral, bacterial and fungal infections, and longer graft
ischemic time have been reported as well. The exact mechanisms behind this
pathology are still poorly understood and early markers of the development of this

disease are still unknown.
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Eicosanoids are mediators derived from the metabolism of arachidonic acid. This
group of molecules is generally split into two major subgroups that often have
opposite effects, leukotrienes (LTs) and prostaglandins (PGs). Leukotrienes mainly
exert functions within the immune system, usually as pro-inflammatory mediators,
but have other roles, namely they act within the lung to increase vascular
permeability, mucus secretion, and are potent bronchoconstrictors’. Cysteinyl
leukotrienes (CysLTs) also have known remodelling properties, and have been
involved in airway goblet cells and airway smooth muscle hyperplasia, angiogenesis
and fibrosis by activating fibroblast proliferation and collagen synthesis *°. In vitro,
LTD4 stimulates collagen production from human lung fibroblasts ® and synergize
with growth factors to induce proliferation of human bronchial fibroblasts. Epithelial
cells stimulated with LTC4 produce TGF-beta, which activates fibroblasts '. In the
lung, PGE2 mediates opposite effects to leukotrienes. It has an anti-inflammatory and
bronchodilating effects, increases microvascular permeability and is anti-fibrotic >**.
In vitro, PGE2 inhibits fibroblast proliferation, fibroblast differentiation into
myofibroblast and collagen synthesis '“''. The theory of a LT to PG balance
regulating fibrotic events in the lungs has been formulated, proposing that a higher
level of PGs over LTs favours normal homeostatic conditions whereas fibrotic

conditions are promoted by the opposite conditions.

Lung transplantation in animal models has reported high level of LTC4 in blood and
bronchoalveolar lavage fluid (BALf) immediately after reperfusion 2. In a pilot study
montelukast, a leukotriene receptor antagonist was tested as an addition to standard

treatment in 19 patients suffering from graft versus host disease, of which five
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patients developed BO. Montelukast had a beneficial effect in all organ involvements
allowing the decrease of the immunosuppressive regimen. Most interestingly, three
patients with BO showed significant improvement of which 2 had a dramatic
improvement in pulmonary function". The eicosanoid profile in human lungs after
transplantation is still to be determined. We propose that an imbalance of CysLTs
over PGs occurs in the transplanted lung and could be implicated in the pathogenesis
of bronchiolitis obliterans. In order to test this hypothesis, our aim was to determine
the CysLTs and PGE2 levels in human transplanted lung BAL fluid and their clinical

correlations.
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Methods

Subjects

This study was carried out on the lung transplant recipient (LTR) population of the
province of Quebec, Canada, which is followed entirely at hospital Notre-Dame of
the Centre Hospitalier Universitaire de Montreal (CHUM). All samples were
obtained from the CHUM lung transplant recipient transbronchial biopsy and BAL
sample bank. The first 41 BAL samples available were analysed with exclusion of
subjects on anti-leukotrienes or non steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID). This
study has been performed with local ethic approval. Clinical data were obtained from
the lung transplant databank, including gender, age, transplantation type, date of
transplantation, original disease, active CMV infections, Aspergillus colonisation,

acute lung rejection and chronic lung rejection.

Bronchoscopy

Bronchoalveolar lavage fluid (BALf) was obtained from right or left middle lobe by
flexible bronchoscopy. BALf from single lung transplant recipients was only
collected in the transplanted lung. The lavage consisted of 3 injections of 50ml of
warm sterile saline. Aspirates were pooled, 30ml were used for clinical testing and

any excess was kept in the sample bank.

BAL processing
Specimens were transported on ice and processed within 4h of collection. The

recovered fluid was filtered and centrifuged at 800g for 10 min at 4°C. Supernatants
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were immediately frozen at -80°C for further analysis. Cell pellets were resuspended
in PBS, centrifuged onto glass slides (Cytospin) and stained with Hema-3 (Fisher,
Kalamazoo, US) to allow differential cell count. Four hundred leukocytes were
counted and the results were expressed as total leukocyte count after the percentage

of each leukocyte was multiplied by total cell count.

PGEM assay

PGEM, a stable metabolite of 13,14-dihydro-15-keto PGA2 and 13,14-dihydro-15-
keto PGE2, was used as a surrogate marker of PGE2. PGEM was quantified in BAL
supernatants using the PGEM EIA kit from Cayman Chemical (cat# 514531)

according to the manufacturer protocol.

CysLT assay
CysLT was extracted from samples using C-18 SPE cartridges from Cayman
Chemical (cat# 400020). CysLT was quantified using the CysLT EIA kit from

Cayman Chemical (cat# 520501) according to the manufacturer protocol.

Clinical data analysis

Samples were separated into 2 groups, according to their CysLT/PGE2 ratio; higher
or lower than 1. These 2 groups were evaluated to establish peak overtime and to
determine a correlation with known BOS associated risk factors, including acute lung

rejection, CMV infections and Aspergillus colonisation.
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Statistical analysis

Demographic data are presented as individual values or as median with minimum-
maximum range. BAL eicosanoid levels are presented as mean + standard error. The
hypothesis of ratio stability between samples was confirmed using a general linear
model tested by Friedman’s non parametric test. This allowed us to consider a single
sample per subject. The last sample was considered unless previous samples were
associated to a clinical condition, in which case the last sample associated to the
clinical condition was considered. CysLT/PGE2 ratios and population characteristics
were tested for independence using the Student #-test, the chi-squared test and the
Fisher’s exact test. To assess correlations between clinical data and CysLT/PGE2
ratios Fisher’s exact test and Kaplan-Meier survival curve analysis were used.
Survival curves of clinical conditions for both groups were compared by means of
Mantel-Cox log-rank testing. Differential cell counts were compared between clinical
groups using Mann-Whitney U test and between ratio groups using Student’s ¢ test.

For all tests, a P-value of 0.05 or less was considered for statistical significance.
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Results

Demographic characteristics of studied population

A total of 41 BALf samples from 30 subjects were studied. Demographic
characteristics of the studied population are presented in Table III. There were more
male subjects than female subjects, 20 versus 10. There was also a sizeable difference
in the transplantation type of our subject population with 25 bilateral lung
transplantations and only 5 single lung transplantations. The median age at the
moment of the transplantation was 50.00 (23-67) years and the 41 samples included
in our study were collected between 0.86 and 275.14 week post transplant with a
median of 36.29 weeks. The majority 15 (50%) of subjects had cystic fibrosis as their
original disease, 8 (27%) had COPD, 5 (17%) had IPF and 2 (7%) received lung
transplant for bronchiectasis. A single sample was available for 22 subjects, 5
subjects had 2 successive samples taken and 3 had 3 successive samples. Of the 30
subjects included in this study only 3 were clinically diagnosed with chronic lung
rejection before or after their BALf sample was obtained, of whom 2 were diagnosed

with BOS and 1 with chronic vascular rejection.

CysLT and PGE?2 in BALf after lung transplantation

The mean of the CysLT levels in the 41 samples studied was lower than the mean of
the PGE2 levels with averages of 96.12 £173.69 pg/ml and 134.08 +£367.29 pg/ml
respectively. The highest level of PGE2 was observed early post-tranplantation in a

limited number of patients. The highest level of CysLT were also documented early
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post-transplantation but a second peak was observed after one year post-

transplantation (Figure 5).

CysLT/PGE?2 ratio in BALf after lung transplantation

Subjects were separated according to their CysLT/PGE2 ratio, 14 subjects had a ratio
<1 whereas 16 had a ratio >1. Subject characteristics according to their ratio;
CysLT/PGE2 < 1 or CysLT/PGE2 > 1, are presented in Table IV. Among the 8
patients with multiple samples, 7 showed a consistency over time in CysLT/PGE2
ratio, and statistical analysis supports the stability of the ratio over time. Both groups
were independent from the demographic characteristics when tested, including
gender, age at transplantation, underlying lung transplantation and type of lung
transplantation. The analysis of CysLT/PGE2 ratios overtime revealed an imbalance
favouring CysLT at one year post transplantation (= 16 weeks) (Figure 6). More
precisely, all 9 samples collected at that time had a ratio over 1 (Figure 6). The
samples collected early post transplant (0-36 weeks) were evenly distributed between
both ratio groups, whereas most of the samples (62 %) collected later than 68 weeks

post-transplant had a ratio lower than 1.

Clinical correlations
Clinical data were analyzed for correlations with eicosanoid levels or CysLT/PGE2
ratios. Four conditions were examined: acute lung rejection, active CMV infections,

Aspergillus colonisation and chronic lung rejection. Unfortunately, only one sample
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was associated with a concomitant acute lung rejection episode, preventing statistical

analysis. This single sample was associated with a CysLT/PGE2 ratio <1.

All active CMV infections were associated with a CysLT/PGE2 ratio >1. These
samples had markedly higher CysLT levels than PGE2 levels with an average of
159.72+42.76 pg/ml and 13.22+2.15 pg/ml respectively. These samples were also
distributed evenly trough the early (<36 wk.), middle (36-68 wk.) and late (>68 wk.)
post-transplant time periods. The association of CMV infection and CysLT/PGE2 >1
was statistically significant (p=0,045), as tested by Fisher’s exact test. The probability
of demonstrating a CMV infection with time for both ratios was, as expected,
significantly different with p=0.022 when analyzed with Kaplan-Meier curves (Figure

7).

The average CysLT level in samples associated with Aspergillus colonisation was
135.01£23.63 pg/ml, again much higher than the average PGE2 level which was
37.49+4.73 pg/ml. A total of 9 patients were diagnosed at least once with an
Aspergillus colonisation concomitantly to a BALf sample we obtained. Four had a
ratio <1 and five had a ratio >1, this difference was not significant. However the
Kaplan-Meier curves differed significantly (p=0.030), suggesting the earlier onset of

Aspergillus colonisation in patients with a ratio >1 (Figure 8).

Patients with chronic lung rejection had higher levels of CysLTs than PGE2, with an
average of 90.52434.35 pg/ml and 66.81+£22.82 pg/ml respectively (p=0.76). Out of

the 3 patients diagnosed with chronic rejection 2 had a ratio >1 the other had a ratio
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<1. There was no significant difference when tested by the Fisher’s exact test or the
log rank test of Kaplan-Meier survival curves (Figure 9). Nevertheless, the survival

curve analysis showed a marked difference between both ratios nearing significance

(p=0,067).

Inflammatory pattern in BALf

The differential cell counts of the CysLT/PGE2 < 1 and CysLT/PGE2 > 1 groups are
represented in Table V. There was no significant difference between eosinophils,
neutrophils, macrophages or lymphocytes for both groups. Associations with clinical
conditions were also considered. The only significant association was a lower

lymphocyte level in patients with chronic lung rejection (p=0.041) (Table VI).
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Discussion

We hypothesized that an imbalance of CysLTs over PGE2 exists in the transplanted
lung with implications in chronic lung rejection. Since bronchoscopy is an invasive
procedure, that carries a small but definite risk of pneumothorax or significant
bleeding, and requires the expertise of a physician and medical staff, it is usually not
advocate to perform this procedure purely for research purposes. For this reason we
have only obtained excess samples from patients already undergoing bronchoscopy
for clinical purposes. Both CysLT and PGE2 levels in LTRs are relatively high when
compared to healthy subjects'*'>'%2° Also, when CysLT/PGE2 ratios were analyzed
a shift in the balance is observed one year post-transplant. A ratio over 1 is also
associated with CMV infections, a major BOS risk factor. The group of patients
having a higher balance of CysLT/PGE2 has an earlier onset of Aspergillus. A trend
favouring a CysLT/PGE2 > 1 was observed with chronic lung rejection. Unusually,
the inflammatory profile of these 2 groups is not significantly different. The different
conditions studied are not associated with a particular inflammatory profile with the
exception of chronic lung rejection which is associated with a lower lymphocyte

count.

BAL eicosanoid levels have been reported for numerous lung pathologies. Reported
BAL cysteinyl leukotriene levels in asthmatics subjects are as high as 616 pg/ml
when challenged and around 60-80 pg/ml at baseline'*">. Reported CysLTs levels in
healthy subjects are much lower, often under 10pg/ml'®!". In COPD subjects, BALf

CysLT levels were comparable to healthy subjects and were relatively resistant to
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inhaled corticosteroid therapy'®. Our results reveal that CysLT levels in lung
transplant recipients are higher than what is found in baseline asthmatic subjects and
substantially higher than what is reported for healthy subjects and COPD subjects,
which is often under 10pg/ml'®*'"". Lung PGE2 levels differ greatly depending on the
pathology, ranging from 838 pg/ml in eosinophilic bronchitis, to 43-62 pg/ml in
COPD '™ However, our results demonstrate much higher PGE2 levels then what is

reported for healthy subjects which are lower than 10 pg/ml '*2°.

Despite the immunosuppresion status of the LTRs, the transplanted lung clearly
features a different eicosanoid profile from the normal lung. Fifty three percent of our
subjects presented a ratio of CysLT/PGE2 over 1. The imbalance in this portion of
LTRs might predispose them to chronic lung rejection, and might be influenced by
miscellaneous factors, including airway infections and the immunosuppressive
regiment. Our Kaplan-Meier analysis of chronic rejection illustrated a trend
suggesting a possible link with eicosanoid imbalance, which could be confirmed by a
larger sample size. Studies have revealed that the induction of enzymes implicated in
the synthesis of PGE2, such as COX-2 (cyclooxygenase-2) and mPGES-1
(microsomal prostaglandin E synthase-1), by different cytokines is inhibited by
glucocorticosteroids®'. On the other hand, glucocorticosteroids upregulate enzymes
involved in the synthesis of CysLTs***. In our study the immunosuppressive drugs
prescribed varied from one subject to the other depending on their post-transplant
course, with the exception of prednisone which was prescribed to all subjects. It is

very likely that the use of this glucocorticosteroid has, in addition to other factors, an
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impact on the eicosanoid balance in LTRs. With a bigger sample population it will

be possible to study the eicosanoid balance in light of different treatment courses.

The onset time of chronic lung rejection after a lung transplant can be significantly
variable from one patient to another. Although there is no established figure, most
studies agree on a BOS onset time post-transplantation of 16 to 20 months®*, and will
affect 41% LTRs at 5 year post-transplantation®. Interestingly, our study reveals a
peak in the number of samples with a ratio of CysLT/PGE2 >1 around one year post
transplantation. This could suggest that the eicosanoid imbalance, peaking ahead of
the onset of chronic allograft lung rejection, is part of a biological event leading
towards the development of the pathology. However, most of the samples collected
after 68 weeks post-transplantation had a CysLT/PGE2 ratio lower than one. It is
possible that the eicosanoid imbalance is an early and transient process which leads to
the development of BOS. We further performed correlation between the evolution of
eicosanoid levels and known risk factor associated with BOS. After statistical
confirmation of ratio stability over time, we separated the samples into 2 groups
according to CysLT/PGE2 ratio allowing us to quickly correlate different clinical
data with an eicosanoid imbalance. Several conditions and events have been
identified as risk factors of BOS after lung transplantation. Acute lung rejection is
probably the most important risk factor for BOS and has been the subject of many
publications **°*” Unfortunately from our 41 samples only one was collected during
an episode of acute lung rejection, which prevents us from making any correlation

with an eicosanoid imbalance.
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CMV infection has been numerously linked with chronic rejection in the lung
transplant population “**°. The underling mechanisms by which CMV contributes to
chronic lung rejection have not been identified as to this day. The inflammatory
response to the virus as an etiological factor is often implied, but has seldom been
investigated. Studies have associated elevated chemokine levels in LTR BALf in
response to CMV infection with increased mortality post transplant and BOS
development *°. Our results demonstrate a clear link between active CMV infections
and CysLT/ PGE2 >1. Recently CMV infection was associated with the upregulation
of 5-LO in vitro *'. In that study, CysLT synthesis was unaffected. However, in vivo
the interactions with leukocytes, which are the main source of CysLTs, could mediate
an increase in lung CysLT. Studies have described PGE2 production to be favoured
by CMV infection and that PGE2 is as an effector in CMV pathogenesis. We observe
the opposite with low levels of PGE2 in patients with active CMV infections®. We
suggest that the LTR response to CMV infection differ from healthy individual with a
predominant CysLT production over PG. This difference might be attributed either to
an individual predisposition, or to the immunosuppressive status of the LTRs, or a

combination of factors.

Although Aspergillus colonization burdens a large portion of LTRs it has only been
very recently considered as a risk factor for BOS. One recent study by Weigt et al.
reports Aspergillus colonisation as a risk for BOS™. Our results associate an early
onset of Aspergillus colonisation with a higher balance of CysLTs. Aspergillus
colonisation has been linked with the release of pro-inflammatory cytokines and

epithelial damage resulting in airway remodelling®*. On the other hand, eosinophils



59

stimulated with IgG-Aspergillus fumigatus antigen immune complexes generate
LTC4 in vitro®. It remains to be established how lung eicosanoids levels are related
to Aspergillus colonisation kinetics. Aspergillus colonisation might have a causative
effect in the eicosanoid imbalance or might be a hallmark of an altered immune state
that is also manifested by the eicosanoid imbalance. Aspergillus colonisation is also
closely related to the immunosuppression status °°. The mechanisms by which
immunosuppressive drugs favour Aspergillus colonisation in LTRs are still poorly
understood since animal model does not always reflect what is observed in human

beings® ="

Eicosanoid, leukotrienes in particular, are mainly produced by inflammatory cells.
We were therefore expecting to find irregularities in BAL cellular profiles associated
with samples presenting an eicosanoid imbalance. Our analysis however did not
reveal any significant associations between BAL leukocyte profiles and an eicosanoid
imbalance. We have on the other hand found a significant association between
chronic rejection and a lower lymphocyte count. This is very surprising since chronic
rejection is a pathology initiated by an inflammatory state. It is possible that the
inflammatory state had ended and gave way to the fibroproliferative phase of the

disease in our subjects at the moment of collection of the sample.

The observed eicosanoid imbalance could possibly be re-established in LTRs with
anti-leukotriene drugs. Different studies have demonstrated these drugs to be non-
toxic and to have beneficial effects in the settings of organ transplantation or fibrotic

pulmonary pathologies. In a small group of patients, Montelukast, a leukotriene
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receptor antagonist, was found to improve graft versus host disease manifestations,
including BO". In an experimental model of cyclosporine nephrotoxicity
montelukast had a protective effects in the kidney and this toxicity-sparing effect was

13;39

observed in humans Others have revealed an anti-fibrotic and anti-remodelling

properties of montelukast in asthmatic subjects and in a murine model of pulmonary

4041

fibrosis . These findings as well as our results argue in favour of a potential role

of anti-leukotriene drugs in post-transplantation therapy.

We have demonstrated that the transplanted lung possesses a specific eicosanoid
profile. However, the small sample size did not allow us to make robust associations
with chronic rejection. Nevertheless, significant association was observed between
the CysLT/PG ration and known BOS risk factors. A large proportion of our samples
were obtained early post-transplantation, this factor contributed in reducing the
amount of sample from subjects with chronic rejection. On the other hand, taking in
consideration the stability of the ratio overtime, it will be possible to follow the

evolution of these patients for further analysis.

In conclusion, our study is the first to describe the eicosanoid profile in the
transplanted lung. An eicosanoid imbalance peaks in time at one year post transplant
and is associated with known BOS risk factors, including CMV infections and
Aspergillus colonisation. A long term post transplant follow up of these patients will
allow us to link more robustly chronic rejection with this eicosanoid balance shift and
ascertain it as a significant post transplantation event in the development of chronic

lung allograft rejection.
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Characteristics

Number of patients 30

Gender male / female 20/ 10

Transplant type SLT / BLT 5/25

Median age at transplant (range) 50.00 (23 - 67)
Number of BALf 41

Median weeks post transplant (range) 36.29 (0.86 — 275.14)

Pre-transplant disease n (%)

Chronic obstructive pulmonary disease 8 (27)

Cystic fibrosis 15 (50)
Idiopathic pulmonary fibrosis 5(17)
Bronchiectasis 2(7)

SLT, Single Lung Transplant; BLT, Bilateral Lung Transplant.
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Tableau IV. Characteristics of the studied population according to CysLT/PGE2

ratio.

Characteristics CysLT/PGE2 <1 CysLT/PGE2>1 P value

Number of patients 14 16 -

Gender male / female 13/1 9/10 0.076 &
0.237°

Transplant type SLT / BLT 1/13 4/15 0.647 &
0.720°

Median age at transplant 45.5 (26-65) 52.3 (23-67) 0.4119°

(range)

Samples size 16 25 -

Median weeks post 47.43 47.07 0.1026°

transplant (range) (0.86- 275.1) (1.71-87.43)

Pre-transplant disease n (%)

Chronic obstructive 3 (21) 5@31)

pulmonary disease

Cystic fibrosis 8 (57) 7 (44)
0.6362¢

Idiopathic pulmonary 2 (14) 3(19)

fibrosis

Other 1.(7) 1(6)

SLT, Single Lung Transplant; BLT, Bilateral Lung Transplant.

*Gender and transplant type were analysed by Fisher’s exact test

Median age at transplant was analysed by two-tailed Student’s #-test © with or

without Welch’s correction

d Pre-transplant

disease

was analysed by

b

chi-squared test
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Tableau V. Bronchoalveolar lavage fluid cellular profile according to

CysLT/PGE2 ratio.

CysLT/PGE2 <1 CysLT/PGE2 > 1 P
mean (range) mean (range) value
Total cell count x10°
236.94 (4.47-1731.10) 63.76 (4.70-672.24)
cells
Eosinophils x10° cells 0.53 (0.00-3.39) 0.30 (0.00-4.31) 0.7171
Percentage (%) 0.69 (0.00-6.16) 0.27 (0.00-0.91)
Neutrophils x10° cells 218.79 (0.04-1711.60) 44.40 (0.30-599.75)  0.8516
Percentage(%) 28.57 (0.25-98.87) 30.40 (0.51-89.22)
Macrophages x10° cells ~ 16.77 (4.03-47.49) 18.45 (3.46-63.86) 0.7238
Percentage(%) 69.12 (1.00-98.87) 67.81 (9.50-99.11)
Lymphocytes x10° cells  0.85 (0.00-8.48) 0.60 (0.00-4.31) 0.6474

Percentage(%) 1.62 (0.00-5.73)

1.52 (0.00-5.19)

P value calculated by Student’s t test
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Tableau VI. Bronchoalveolar lavage fluid cellular profile according to clinical

conditions
P value P value P value P value
Eosinophils Neutrophils Macrophages Lymphocytes
Chronic
0.054 0.604 0.809 0.041
rejection
CMV 0.625 0.487 0.889 0.522
Aspergillus 0.657 0.455 0.483 0.533

P values were calculated by Mann-Whitney U test



66

1000-
900-
800-
700{ .

CysLT (pg/ml)
W
o
@
*

1004 .

.
* *
* o
E $ ¢ o o .
C-" & R * * r's

0 100 200 300
Weeks post-transplant (week)

b)
2000;

1000+
1501

1007

PGE2 (pg/ml)

* *
O| * o e o . . .
0 100 © 200 300
Time post transplant (weeks)

Figure 5. Eicosanoid levels post-transplantation
41 BALT samples from 30 different LTRs were collected at different times post-

transplantation (0.86 — 275.14 weeks) and quantified for CysLTs (a) and PGE2 (b).
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Figure 6. CysLT/PGE2 ratio post-transplantation
For each sample CysLT/PGE2 ratio was calculated. At 52 week + 16 all 9 samples

had a ratio >1.
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Figure 7. Kaplan—Meier representation of freedom from CMYV infection

according to CysLT/PGE2 ratio. CysLT <1: dark, CysLT >1: light. The difference

between these groups was significant (p=0.022) when tested by means of Mantel-Cox

log-rank testing.
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Figure 8. Kaplan—Meier representation of freedom from Aspergillus
colonisation according to CysLT/PGE2 ratio. CysLT <I: dark, CysLT >1: light.
The difference between these groups was significant (p=0.030) when tested by means

of Mantel-Cox log-rank testing.
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Figure 9. Kaplan—Meier representation of freedom from chronic rejection
according to CysLT/PGE2 ratio. CysLT <I: dark, CysLT >1: light. The difference
between these groups was not significant (p=0.067) when tested by means of Mantel-

Cox log-rank testing.
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Chapitre 3

Le role des CysLT dans la transition épithélio-mésenchymateuse in

Vitro
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Mise en contexte de I’étude et contribution des auteurs

La bronchiolite oblitérante est un important facteur limitant a la survie a long
terme suivant la transplantation pulmonaire. La bronchiolite oblitérante est
caractérisée par une inflammation des voies respiratoires, suivi d'un processus
fibroproliférative qui mene finalement a 1’oblitération des bronchioles. Il a été
suggéré que le processus fibroproliférative soit une conséquence d’une réparation
tissulaire anormale. La BO a récemment été associée a la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM). Les leucotriecnes sont des médiateurs lipidiques
fréquemment liés au processus fibrotique. Nous proposons que le LTD4 induise la
TEM dans les cellules épithéliales bronchiques, contribuant au processus de fibrose

dans la bronchilolitie oblitérante.

Ce chapitre présente les effets du LTD4, le CysLT ayant la plus grande
affinité aux récepteurs des CysLT, dans la modulation de I’expression des marqueurs
de la TEM dans des cellules bronchiques humaines. En résumé, la stimulation par le
LTD4 a la capacit¢ de réprimer les marqueurs épithéliaux (E-cadhérine et
cytokératine) au niveau protéique. Nos paramétres expérimentaux ne nous ont
cependant pas permis d’observer la stimulation de l'expression des marqueurs

mésenchymateux (collagéne I et a-SMA) par le LTDA4.

Dr Céline Bergeron a élaborée I’hypothése de recherche ainsi que le protocole

initial de recherche. Cette portion du projet est également financée par Merck, faisant
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partie de la méme subvention décrite dans le chapitre 2. Le Dr Bergeron a également
supervisé les travaux et a participé a la rédaction finale du manuscrit. J’ai réalis¢ la
majorité des expériences de laboratoire, procédé a I’analyse des résultats et a la
rédaction du manuscrit. Areej Al-Rabea, étudiante a la maitrise a contribué a

certaines expériences d’immunofluorescence.
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Résumé francais :

Introduction : La bronchiolite oblitérante est la principale cause de morbidité
et de mortalité tardive suivant la transplantation pulmonaire. Cette pathologie se
caractérise par une inflammation des voies respiratoires, suivie dun processus
fibroprolifératif menant a 1’oblitération des bronchioles. La BO a récemment été
associée a la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). Les leucotriénes sont des
médiateurs lipidiques associées a plusieurs maladies ayant une composante
fibrotique. Nous proposons que le LTD4, un cysteinyl-leucotriéne, induise la TEM
dans les cellules épithéliales bronchiques, contribuant au processus de fibrose dans la
bronchilolitie oblitérante. Matériel et Méthode : Afin de vérifier notre hypothése
nous avons stimulé des cellules bronchiolaires humaines avec différentes
concentrations de LTD4. Par la suite I’expression de marqueurs de la TEM a été
¢valuée par PCR en temps réel et par immunofluorescence. Résultats: La
stimulation des cellules bronchiolaires humaines par le LTD4 a la capacité de
réprimer les marqueurs épithéliaux (E-cadhérine et cytokératine) au niveau protéique.
Par contre, nos parameétres expérimentaux ne nous ont pas permis d’observer la
stimulation de I'expression des marqueurs mésenchymateux (collagéne I et a-SMA)
par le LTD4. Conclusion : Des nouvelles expériences, qui prendraient en compte les
éventuels effets synergiques d'autres médiateurs, des temps de stimulation plus longs
et/ou la co-stimulation par des immunosuppresseurs, sont nécessaires afin de

déterminer si le CysLT contribue réellement a la TEM dans les voies respiratoires.
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Introduction

Lung transplantation is the only therapeutic alternative for many end-stage lung
diseases. Improvements in organ preservation and lung transplantation techniques as
well as better immunosuppressive regimen have permitted an increased short and
medium term post transplant survival. However, long term survival is still a major
limitation, and stands around 50% at 5-year post-transplantation, mainly due to
bronchiolitis obliterans'. Bronchiolitis obliterans (chronic lung rejection) is the main
cause of long term mortality after a lung transplant. This pathology is characterized
by airway infiltration of leukocytes, followed by a fibroproliferative process leading
ultimately to the obliteration of respiratory and terminal bronchioles. The
fibroproliferative course observed in the peripheral airways of bronchiolitis obliterans
is marked by the formation of fibrous polyps in the luminal and by features of
remodeling such as increased subepithelial collagen deposition, thickening of the
reticular membrane, myofibroblast transdifferentiation and increased airway vascular
area””. Airway epithelial damage is observed in bronchiolitis obliterans and the
fibroproliferative process is thought to be an anomalous healing response and has
been recently suggested to involve epithelial-mesenchymal transition (EMT)’. EMT
is a process by which cells loose their epithelial phenotype to acquire mesenchymal
properties’. This process has mostly been studied as a mechanism underlying fibrosis
in renal and lens epithelium but has been linked to fibrosis in the lung as well’.
Leukotrienes are proinflammatory mediators well known for their implications in
asthma pathogenesis that have also been frequently linked with fibrosis®. Studies have
reported high levels of cysteinyl leukotrienes in the broncho-alveolar lavage fluid and

in the blood of transplanted animals’. We suggest that LTD4 induces epithelial to
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mesenchymal transition in bronchial epithelial cells, contributing to the remodeling
process of bronchilolitis obliterans. Our aim was to study the mRNA expression of
EMT markers, in human airway epithelial cells in the presence of cysteinyl

leukotrienes.

Methods

Cell culture

Human small airway epithelial cells (SAEC) were grown in complete epithelial cell
(Lonza) until confluence. At 100% confluence complete medium was aspirated and
replaced with RPMI containing increasing doses of LTD4 (0, 1, 10, 100, and 1000
ng/ml) with a positive control (TGF-fB, 10ng/ml) for a period of 24h (RNA) and 48h
(protein). Cells from 3 different individuals were used to obtain a biological triplicate

(n=3).

Detection of EMT at mRNA level by real-time PCR analysis

Total RNA was extracted (RNeasy kit; Qiagen) cDNA synthesized (SuperScript 11
Reverse Transcriptase, Invitrogen). Collagen IA1 and a-SMA (alpha-smooth muscle
actin) mRNA expression was measured using real-time RT-PCR (SYBR Green PCR
Master Mix; Invitrogen). Relative expression of gene transcripts was expressed in X
folds of the negative control (RPMI) and normalized to beta-2-microglobulin

expression (B2MG).

Detection of EMT at protein level by immunofluorescence

Immunofluorescence stainings using mouse monoclonal antibodies against alpha-
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smooth muscle actin (Sigma), collagen I (Abcam), cytokeratin and E-Cadherin, and
goat anti-mouse secondary antibody marked with Alexa 488 (Invitrogen) on SAEC
grown in chamber slides (Labtek) was performed to assess protein expression and
cellular morphology. Counterstaining with Hoechst is done to allow nuclear
identification. Slides are analyzed with fluorescent microscopy, in which nuclei

appear blue and specific signals appear green.

Statistical analysis
Data is expressed in means = SEM. A paired Student’s ¢ test was used to determine
which groups showed significant differences. P < 0.05 was considered statistically

significant.

Results

We examined if LTD4 could promote the transition of airway cells from an epithelial
phenotype to a mesenchymal phenotype, as denoted by the expression of increased
levels of a-SMA and collagen IA1l. Serum-starved, human small airway epithelial
cells express little collagen and a-SMA mRNA at baseline but exhibit marked
induction following incubation with TGF-B1, as it is demonstrate in Figures 10 and
11 . By incubating these cells for 24h with different doses of LTD4 we assessed its
ability to induce EMT. As illustrated in Figures 10 and 11, LTD4 does not promote
significantly the expression of collagen IA1 and a-SMA mRNA when compared to
RPMI alone. At the highest and non physiological dose of 1000ng/ml, LTD4 seems
to decrease the expression of a-SMA (Figure 11). However this decrease is not

statistically significant (p=0,08). The protein expression of EMT markers was then
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assessed by immunofluorescence (Figure 12). At baseline (RPMI), human small
airway epithelial cells express low level of mesenchymal markers (collagen and a-
SMA proteins) and high level of epithelial markers (cytokeratin and E-Cadherin).
When stimulated by TGF-B1 for 48 hours, a decreased in cytokeratin and E-Cadherin
protein expression is observed, whereas collagen I and a-SMA protein expression is
unaffected (Figiure 12). Both LTD4 concentrations of 10 and 100 ng/ml did not
increased the protein expression of collagen I and a-SMA. However, a decreased in

epithelial markers is observed with both LTD4 concentration (Figure 12).
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Figure 10. Effect of LTD4 on collagen IA1 transcript expression in human small
airway epithelial cells. SAEC cells were grown to confluence in complete medium.
The medium was replaced with RPMI alone, containing TGF-B1 (10 ng/ml) or LTD4
at increasing doses (1ng/ml, 10ng/ml, 100ng/ml or 1000ng/ml). Cells were incubated

for 24 h and harvested for real-time PCR analysis. Mean + SEM, paired t test (n=3).
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Figure 11. Effect of LTD4 on alpha-smooth muscle actin transcript expression in
human small airway epithelial cells. SAEC cells were grown to confluence in
complete medium. The medium was replaced with RPMI alone, containing TGF-1
(10 ng/ml) or LTD4 at increasing doses (1ng/ml, 10ng/ml, 100ng/ml or 1000ng/ml).
Cells were incubated for 24 h and harvested for real-time PCR analysis. Mean +

SEM, paired t test (n=3).
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Figure 12. Effect of LTD4 on EMT protein markers expression.
Immunofluorescence staining of SAEC stimulated with increasing doses of LTD4 (10
ng/ml and 100 ng/ml) for a period of 48h with a negative control (RPMI) and a
positive control (TGF-p 10ng/ml). The cells were stained with anti-Ecadherin, anti-
cytokeratin, anti-a-SMA, anti-collagen 1 primary antibodies and Alexa-488

conjugated secondary antibody, with a Hoechst counterstaining (n=3).
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Discussion

We do not provide evidence that CysLTs can promote mesenchymal markers in
cultured human small airway epithelial cells. However, we demonstrate a decrease in
the epithelial markers expression. Our results suggest that CysLTs might initiate the
EMT process and that a longer stimulation time and/or a co-mediator are required to
express the complete EMT phenotype. However achieving longer stimulation will be
challenging. Indeed, to eliminate any possible contribution of growth factors found in
serum to the process of EMT, we serum-starved our cells. We have, however, noticed
high levels of cell death in SAEC when serum starvation exceeded 72 hours. A
gradual starvation, to avoid the shock of the sudden withdrawal of serum, could
enable us to achieve a longer stimulation time. At high dose LTD4 demonstrates a
trend in suppression of the expression of collagen IA1 and a-SMA mRNA, this trend
is however not statistically significant (p=0,08). This trend could be explained by an
oxidative effect of CysLTs at high doses or some other effect that is not mediated by
the CysLT receptors and that could affect the expression of some genes such as
collagen I and a-SMA'’. Studies have shown that LTC4 is able to suppress NF-kB
activation by changing the intracellular GSH/GSSG ratio, and therefore downregulate
the expression of collagen and a-SMA'. Furthermore these high doses largely
exceed what is found in human lungs, which is in the picomolar range, as well as the
EC50 of CysLTs (LTD4 = 2.5 nM, LTC4 = 24 nM, LTE4 = 240 nM) and therefore
are not physiologically relevant''"®. Also, the constrained in vitro setting of our
experiment does not account for cell to cell interaction and other factors which could
be crucial to the process of EMT. In vitro cell culture experiments have limitations in

reflecting in vivo biology; this may be particularly true in studies of EMT and more
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so in the context of lung transplantation where the human lung homeostasis is
affected by multiple factors such as immunosuppression and specific immune profile
associated with alloreactivity. Other groups have shown in animals the importance of
CysLTs in airway remodeling, however, its role was upstream from that of EGF
receptor '*. The existence of a paracrine cascade mediating the process of EMT and
involving EGF or another growth factor is possible and could call for longer
stimulation time. Consequently, it remains unknown if CysLT stimulation as the
potential to contribute to EMT in small airway epithelial cell and in vivo during
bronchiolitis obliterans. Further experimentation, which would take into account
possible synergistic effects of other mediators, longer stimulation time and/or co-
stimulations with immunosuppressive drugs, are necessary in order to determine if

CysLTs can contribute to EMT in the airways.
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Nous avons émis 1'hypothese qu'un déséquilibre des CysLT sur le PGE2 existe
dans le poumon transplanté avec des implications dans le rejet chronique pulmonaire.
L’analyse des échantillons de LBA de greffés nous a permis de quantifier
précisément les niveaux des CysLT et de PGE2 retrouvées dans le poumon a un
moment précis. Chez les greffés, les niveaux des CysLT et de PGE2, sont ¢levés par
rapport a ce qui est rapporté pour les sujets sains. D’autre part, lorsque les ratios
CysLT/PGE2 ont été analysés, un changement dans 1'équilibre a été observé a un an
post-transplantation. Un ratio supérieur a 1 a également été associé¢ aux infections a
CMYV, un important facteur de risque du SBO. Une apparition plus précoce de la
colonisation par Aspergillus était associée a un ratio de CysLT/PGE2 supérieur a 1.
Une tendance favorisant un ratio CysLT/PGE2 >1 été observée avec le rejet
chronique. Curieusement, le profil inflammatoire du LBA de ces 2 groupes n'était pas
significativement différent. Les différentes conditions cliniques étudiées n’ont pas été
associées a un profil inflammatoire particulier non plus, a l'exception du rejet
chronique pulmonaire qui était associé a un compte inférieur de lymphocytes. Notre
seconde hypothése proposait I’implication des CysLT dans le processus fibrotique de
la BO par I’activation de la TEM. Les paramétres expérimentaux de notre étude ne
nous ont pas permis de démontrer I’induction de I’expression des marqueurs
mésenchymateux par les CysLT. Toutefois, la stimulation par les CysLT avait la
capacité de réprimer certains marqueurs du phénotype épithélial chez les cellules

SAEC.
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4.1 Déséquilibre d’eicosanoides dans le poumon greffé

Nous avons démontrés la présence de taux ¢élevés de CysLT et de PGE2 dans
les poumons des sujets greffés. En effet, les taux observés étaient plus élevés
comparativement a ce qui a déja été rapporté chez les sujets sains. Donc, une grande
quantité de médiateurs inflammatoires de type CysLT et PGE2 est présente dans les
poumons des greffés pulmonaires malgré I’état hautement immunosupprimé. Les
CysLT sont des médiateurs contribuant de fagon importante a la pathologie de
I’asthme et ont la capacit¢ de recruter des cellules inflammatoires, d’induire la
bronchoconstriction, 1’hypersécrétion du mucus et I’cedéme dans le poumon'*!. Les
taux moyens de CysLT dans le poumon d’un sujet asthmatique varient beaucoup,
d’environ 40 pg/ml a plus de 600 pg/ml selon le type d’asthme et I’état du sujet

173;174

(provoqué ou non) Il existe peu de données pour les pathologies autres que

I’asthme. Toutefois les taux moyens de CysLT qui ont été rapportés chez les sujets

- - 175;176
sains se situent souvent en dessous de 10 pg/ml ">

, ce qui est largement inférieur a
ce que nous avons trouvé pour les sujets transplantés qui étaient de 96,12 +173,69
pg/ml. Les taux moyens que nous avons retrouvés chez les sujets transplantés étaient
¢galement plus hauts que ce qui est retrouvé dans certaines pneumopathologies telles
que la sarcoidose (27.82 + 6.65 pg/mL) et les infections au virus respiratoire syncytial
(21.9£23.3 pg/ml,)' > Les taux de PGE2 pulmonaires que nous avons trouvés chez
les sujets transplantés étaient de 134,08 £367,29 pg/ml, ce qui est largement supérieur
a ce qui est rapporté pour les sujets sains, qui se situent également autour de 10 pg/ml
177:179.

Selon la pathologie, les taux de PGE2 différent grandement, allant de 838

pg/ml dans la bronchite éosinophilque & 43-62 pg/ml dans la MPOC 7 '"® Nos
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résultats présentent donc des taux d’eicosanoides irréguliers et peut-étre méme

pathologiques dans les poumons de patients greffés du poumon.

4.2 Réole des glucocorticostéroides dans le déséquilibre des eicosanoides

Dans le traitement de I’asthme les corticostéroides permettent de controler
I’inflammation qui contribue au remodelage, mais ne ciblent pas spécifiquement ce
processus. Donc, le remodelage bronchique persiste malgré un controle optimal de
l'inflammation chez les sujets asthmatiques'®’. D’autre part, les corticostéroides ne
réduisent pas les taux pulmonaires des CysLT chez les sujets asthmatiques'®'. Dans
les modéles d’asthme chez 1’animal, les antagonistes des récepteurs des CysLT ont
montré une capacité a prévenir et méme inverser le remodelage bronchique'>*'>*.
Tout comme les sujets asthmatiques, les sujets transplantés ont des taux élevés
d’eicosanoides pulmonaires malgré 1I’immunosuppression. 1 est donc possible que les
taux ¢€levés de CysLT que nous avons trouvés chez les sujets transplantés pourraient

avoir un réle important dans le processus fibrotique de la BO, semblablement au role

des eicosanoides dans le remodelage bronchique dans I’asthme.

Le poumon transplanté démontre clairement un profil d’eicosanoides différent
de celui du poumon normal et ceci malgré 1’état d’immunosuppression des greffés.
Cinquante-trois pour cent de nos sujets présentaient un ratio de CysLT/PGE2 plus
¢levé que 1. Ce déséquilibre pourrait prédisposer les greffés au rejet chronique
pulmonaire, et pourrait étre influencés par divers facteurs, y compris les infections

des voies respiratoires et les immunosuppresseurs. Notre analyse de Kaplan-Meier du
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rejet chronique illustre une tendance suggérant un lien possible avec un déséquilibre
des eicosanoides, ce qui pourrait étre confirmé par un échantillon plus important
(Figure 9, p. 70). Des ¢études ont révélé que I'induction des enzymes impliquées dans
la synthese de la PGE2, tels que COX-2 et la PGE synthase microsomale (mPGES-1),
par différentes cytokines est inhibée par les glucocorticostéroides '*%. 11 est possible
de présumer que la PGE2 serait partiellement inhibée chez les greffés par la prise de
corticostéroides ce qui favoriserait un ratio CysLT/PGE2 >1. D'autre part, les
glucocorticoides peuvent stimuler 1’expression d’enzymes impliquées dans la
synthése de CysLT. En effet, le dexamethasone stimule, de fagon dose-dépendante,
I’expression de la 5-LO et de FLAP dans les monocytes in vitro'®. Dans notre étude,
les médicaments immunosuppresseurs prescrits varient d’un sujet a I'autre en fonction
de leurs parcours post-greffe, a 1'exception de la prednisone, qui a été prescrite a tous
les sujets. Il est trés probable que l'utilisation de ce glucocorticostéroide, en plus

d'autres facteurs, ait un impact sur 1'équilibre des eicosanoides chez les greffés.

4.3 Associations avec les facteurs de risque du SBO et le temps post-greffe

L’avénement du rejet chronique pulmonaire aprés une greffe de poumons
varie d'un patient a l'autre. Par contre, bien qu'il n'existe aucun chiffre établi,
plusieurs études s'accordent sur un temps post-greffe de 16 a 20 mois pour
I’apparition du rejet chronique’, qui affectera 41% des greffés a 5 années post-
transplantation'®*. Il est intéressant de voir qu’a environ un an post-greffe notre étude
révele un pic dans le nombre d'échantillons ayant un ratio de CysLT/PGE2> 1. Ceci

pourrait suggérer que le déséquilibre des eicosanoides en faveur des CysLT qui
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atteint un sommet avant l'apparition de rejet chronique, est impliqué dans un
événement biologique en amont qui pourrait conduire au développement de la
pathologie. Cependant, la plupart des échantillons prélevés aprés 68 semaines post-
transplantation avaient un ratio inférieur a un CysLT/PGE2. Il est possible que le
déséquilibre des eicosanoides soit un processus précoce et transitoire qui conduit au
développement du SBO. D’autre part, nous avons effectué des corrélations entre
I'évolution des taux d’eicosanoides et des facteurs de risque connus associés a la BO.
Nous avons tout d’abord confirmé la stabilité des taux d’eicosanoides chez les sujets
a travers le temps. Ensuite, nous avons séparé les échantillons en deux groupes en
fonction du rapport CysLT/PGE2, ce qui nous a permis de corréler rapidement
différentes données cliniques, avec un déséquilibre des eicosanoides. Plusieurs
conditions et événements ont ét¢ identifiés comme facteurs de risque de la BO, dont
le rejet aigu, les infections au CMV et la colonisation par Aspergillus. Le rejet aigu
pulmonaire est probablement le plus important facteur de risque pour la BO et a fait
l'objet de nombreuses publications '*'***'® De nos 41 échantillons seulement un
¢chantillon a été prélevé au cours d'un épisode de rejet aigu, ce qui nous empéche de
faire une corrélation avec un déséquilibre des eicosanoides et les épisodes de rejet

aigu.

4.3.1 Association du déséquilibre d’eicosanoides avec [’infection au CMV

L'infection au CMV a souvent été liée au rejet chronique chez les receveurs de
. -10:1 , . . . .
greffe pulmonaire”'*'*®. Les mécanismes sous-jacents par lesquels I’infection au

CMV contribue au rejet chronique des poumons n'ont pas été identifiés a ce jour.
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L’implication de la réponse inflammatoire au virus comme un facteur étiologique est
souvent mis de I’avant, mais un lien clair n’a jamais été établi. Des études ont associé
des taux élevés de chimiokines dans le LBA de greffés en réponse a l'infection a
CMV avec I’augmentation de la mortalité post greffe et le développement de la BO'%.
Nos résultats démontrent un lien clair (p = 0,022) entre les infections au CMV et le
ratio CysLT/PGE2 > 1 (Figure 7, p. 68). Récemment, I’infection au CMV a été
associée a la stimulation de I’expression de la 5-LO in vitro''. Dans cette étude, la
synthése CysLT restait toutefois inchangée. Cependant, in vivo les interactions avec
les leucocytes, qui sont la principale source de CysLT, pourraient mener a une
augmentation de CysLT pulmonaires. D’autres études ont décrit que l'infection au
CMV peut favoriser la production de la PGE2 et celle-ci est impliqué dans la
pathogenése du CMV . Les résultats rapportés ici démontrent plutdt le contraire,
avec de faibles taux de PGE2 chez les patients présentant une infection au CMV.
Cette différence nous suggére que la réponse a l'infection au CMV chez les greffés
pourrait étre différente de celle d'individus en bonne santé. En effet chez les greffés
I’infection au CMV se traduirait par une production de CysLT prédominante sur la
production de PGs. Cette différence pourrait étre expliquée par le contexte
inflammatoire propre a I’allogreffe, par la prise chronique de glucocorticostéroides

ainsi que d’autres immunosuppresseurs, ou par une combinaison de tous ces facteurs.

4.3.2 Association du déséquilibre d’eicosanoides avec la colonisation a

[’Aspergillus
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Bien qu’une grande partie des greffés du poumon soient colonisés par de
I’Aspergillus, ce fardeau n'a été que trés récemment considéré comme un facteur de
risque de la BO. Une étude récente de Weigt ef al. démontre que la colonisation a
Aspergillus est un facteur de risque de la BO *'. Dans cette étude la colonisation par
Aspergillus était fortement associée a la morbidité et a la mortalité associée au SBO.
D’autre part, 1’analyse de régression multivariée de Cox présentait la colonisation
par Aspergillus comme un facteur de risque distinct dans le développement du SBO,
indépendant du rejet aigu. Dans cette étude, la colonisation par 1’Aspergillus était
visible autour de 3 mois post-greffe et précédait de 6 a 9 mois le diagnostic du SBO*'.
Nos résultats associent la colonisation précoce par Aspergillus avec un ratio
d’eicosanoides plus ¢élevé que 1 (Figure 8, p. 69; p = 0,03). La colonisation par
Aspergillus a été liée a la libération de cytokines pro-inflammatoires et au
détachement de cellules ¢épithéliales des voies respiratoires entrainant du
remodelage'®’. Par ailleurs, les éosinophiles stimulés in vitro par des complexes IgG-
antigéne d’Aspergillus fumigatus produisent du LTC4'®®. 11 reste a savoir comment
les taux d’eicosanoides du poumon sont liés a la cinétique de colonisation par
Aspergillus. Cette colonisation pourrait étre une des causes du déséquilibre des
eicosanoides. De plus, elle pourrait également n’étre que I’indice d'un état
immunitaire altéré qui se manifeste par ce déséquilibre. La colonisation par
Aspergillus est étroitement liée a I’état d’immunosuppression'® . Les mécanismes par
lesquels les médicaments immunosuppresseurs favoriseraient la colonisation par
I’ Aspergillus chez les greffés du poumon sont encore mal compris. Les phagocytes et
les granulocytes sont importants dans la défense contre les infections fongiques. En

effet, les facteurs de risque pour I’aspergillose pulmonaire invasive sont entre autre
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les neutropénies séveres et la granulomatose septique chronique, une maladie
caractérisée par D’incapacité de produire des anions superoxyde par les

phagocytes'**!

. Les corticostéroides réduisent la capacité¢ des macrophages et des
neutrophiles a freiner le processus invasif d’Aspergillus en agissant sur leur capacité
de produire des dérivés réactifs de l'oxygéne '*#!*. Les lymphocytes semblent étre
moins importants dans la défense contre les infections pulmonaires fongiques puisque

I’immunosuppression induite par la cyclosporine ne semble pas avoir de role dans le

développement de 1’aspergillose’*.

4.4 Association au profil inflammatoire du LBA

Les eicosanoides et les leucotrienes en particulier, sont principalement
produits par les cellules inflammatoires. Nous nous attendions donc a trouver des
irrégularités dans les profils cellulaires des LBA associés a des échantillons
présentant un déséquilibre des eicosanoides. Notre analyse n'a toutefois révélé aucune
association significative entre les profils leucocytaires des LBA et un déséquilibre des
eicosanoides. Nous avons en revanche trouvé une association significative entre le
rejet chronique et un nombre plus faible de lymphocytes (Tableau VI, p. 65; p =
0,041). Cela est trés surprenant étant donné que le rejet chronique est une pathologie
déclenchée par un état inflammatoire initial et que I’infiltration lymphocytaire est un
des traits marquants de la pathologie. Il est cependant possible que 1'état
inflammatoire était achevé et a fait place a la phase fibroproliférative de la maladie
chez nos sujets au moment de la collecte de I'échantillon. En effet, lorsque 1’état

inflammatoire est observé selon le temps post greffe, il semble y avoir une baisse de
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I’inflammation neutrophilique avec le temps. D’autre part, il se peut qu’un état
inflammatoire subsiste au niveau du tissu et ne soit pas révélé dans comptes
cellulaires du LBA. En effet, certaines études ont rapporté une corrélation avec
I’infiltration neutrophilique au niveau de la paroi bronchique par analyse de biopsies
endobronchiques’®. Tel que mentionné plus tot, les cellules structurales peuvent

synthétiser des CysLT et pourraient étre a I’origine du déséquilibre.

4.5 Role éventuel des antagonistes des CysLT dans le déséquilibre des

eicosanoides

Le déséquilibre des eicosanoides observé pourrait éventuellement étre rétabli
chez les greffés avec des médicaments anti-leucotriénes. Différentes études ont
démontré que ces médicaments sont non toxiques et peuvent avoir des effets
bénéfiques dans les paramétres de la transplantation d'organe ou des pathologies
fibrotiques pulmonaires. Dans un petit groupe de patients, le Montelukast, un
antagoniste des récepteurs des leucotrienes, s’est révélé efficace dans le traitement
des manifestations de la maladie du greffon contre I'héte, incluant la BO'*°. Dans un
modele expérimental de la néphrotoxicité a la cyclosporine le Montelukast avait un
effet protecteur pour le rein et cet effet antitoxique a été observé chez I’homme *%'%.
D'autres études ont révélé des propriétés anti-fibrotiques et anti-remodelage du

Montelukast chez des sujets asthmatiques et dans un modéle murin de fibrose

pulmonaire '**'*2. Ces résultats ainsi que les résultats de la présente étude plaident en
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faveur d'un réle potentiel des médicaments anti-leucotrieénes dans un traitement post-

transplantation.

4.6 Le role des CysLT dans le processus de TEM in vitro

Les récepteurs des CysLT sont présents dans le poumon tant sur les leucocytes
que sur les cellules structurales tel que les fibroblastes, les cellules musculaires lisses

137;138

et les cellules épithéliales . Chez les patients asthmatiques, les CysLT sont

impliqués dans le remodelage des bronches et leur effet fibrosant dans le poumon a

été confirmé par I’étude de différentes maladies fibrotiques '°'*!

. D’autre part la
TEM, un mécanisme menant a la fibrose, a été proposé comme étant impliqué dans le
développement de la BO. Notre étude n’a, par contre, pas été¢ en mesure de démontrer
que les CysLT peuvent stimuler I’expression des marqueurs mésenchymateux dans
les cellules épithéliales bronchiolaires. Cependant une diminution de I'expression des
marqueurs épithéliaux est observée suggérant que les CysLT pourraient amorcer le
processus de la TEM et qu'un temps de stimulation plus long et/ou 1’aide de co-
médiateurs permettrait possiblement d’exprimer le phénotype complet de la TEM.
D’autre part, a forte dose, le LTD4 démontre une tendance a la répression de
l'expression des ARNm codants pour le collagéne IA1 et I’a-actine musculaire lisse.
Cela pourrait s'expliquer par un effet oxydatif des CysLT a doses élevées ou un autre
effet qui n'est pas médiée par les récepteurs CysLT et qui pourrait influer sur

197 .
. Une autre contrainte au cadre

l'expression de certains genes tels que le collageéne I
in vitro de notre expérience est que ce type d’étude ne tient pas compte des

interactions de cellules a cellules et d'autres facteurs qui pourraient étre cruciaux pour
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le processus de la TEM. Les expériences de cultures cellulaires in vitro ont des
limitations a reproduire la biologie in vivo, ce qui pourrait étre particulicrement le cas
de notre ¢tude de la TEM. Dans le contexte de la transplantation pulmonaire,
I'homéostasie du poumon est affectée par de multiples facteurs tels que
I'immunosuppression et le profil immunitaire spécifique associ¢ a 1’alloréactivité
qu’on ne peut reproduire in vitro. D'autres groupes ont démontré, chez les animaux,
I'importance des CysLT dans le remodelage des voies respiratoires, par contre,
I’action de ceux-ci était en amont de celle du récepteur de ’'EGF '*®. Par conséquent,
le potentiel des CysLT a initier la TEM chez les SAEC ou d’autres cellules
épithéliales des voies aériennes ainsi qu’in vivo au cours de la BO reste inconnu. De
nouvelles expériences, prendraient en compte les effets synergiques éventuels avec
d'autres médiateurs, une stimulation plus longue et/ou une stimulation en présence
d’immunosuppresseurs, sont nécessaires afin de déterminer si les CysLT peuvent
réellement contribuer & la TEM dans les voies respiratoires. Le prolongement des
temps de stimulation sera par contre problématique. En effet, pour éliminer toute
contribution possible au processus de TEM des facteurs de croissances retrouvé dans
le sérum, nous devons stimuler dans un milieu non complémenté. Nous avons,
cependant, remarqués des niveaux élevés de mort cellulaire chez les SAEC lorsque la
privation de sérum dépassait 72h. Une privation de sérum graduelle, pour éviter le
choc de la privation de sérum soudaine, pourrait nous permettre d’arriver a des temps

de stimulation plus long.

Le role des CysLT est, néanmoins, bien connu dans les processus de

remodelage et de la fibrose. Les CysLT pourraient donc tout de méme participer a la
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pathogénese de la BO en agissant par d’autres mécanismes que la TEM. Les CysLT
pourraient, tel qu’observé dans le contexte de I’asthme, agir sur d’autres cellules
structurales notamment les fibroblastes et les myofibroblastes **'*®. Les CysLT
pourraient avoir un effet activateur sur les fibroblastes et myofibroblastes
pulmonaires, induisant la prolifération, la migration ou la synthése de produits de la
matrice extracellulaire, ou encore un effet chimiotactique pour recruter des fibrocytes
ou des cellules souches mésenchymateuses circulants. Les cellules musculaires lisses
sont capables de se dédifférencier en myofibroblastes et pourraient potentiellement

participer au processus fibrotique identifié dans la BO'*’.

4.7 Limitations de I’étude

Nous avons démontré que le poumon greffé posséde un profil d’eicosanoides
spécifique, différent de celui des sujets sains. Par contre, bien que nous ayons
démontré une tendance suggérant une association entre le déséquilibre d’eicosanoides
et le rejet chronique, la petite taille de notre échantillon nous a empéché de démontrer
une association significative (p=0,067). Néanmoins, des associations significatives
ont été observée entre les ratios CysLT/PGE2 et les facteurs de risque connus de la
BO. Une grande partie de nos échantillons a été obtenue assez tot post-greffe, en
raison d’un biais induit par le calendrier du suivis post-greffe. En effet, tot post-greffe
les patients greffés sont suivis plus fréquemment. Ce facteur a contribué¢ a réduire la
quantité d'échantillon de sujets ayant un rejet chronique. D'autre part, en prenant en
considération la stabilit¢ des ratios a travers le temps, il sera possible de suivre

I'évolution de ces patients pour une analyse ultérieure. Nous n’avons également pas
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pu démontrer la capacité du LTD4 a stimuler le processus complet de la TEM.
Cependant nous avons ¢été capables de démonter une initiation du processus de la
TEM par la stimulation au LTD4. L’hypothése subsiste, que les CysLT soient
impliqués, par le processus de la TEM, dans les événements fibrotiques de la BO
(Figure 13, p.107). Des modifications au protocole expérimental nous permettrons, a

I’avenir, de prouver cette hypothése.
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Figure 13. Mécanisme proposé pour ’implication de la balance CysLT/ PGE2

dans la pathogénése de la BO. Les glucocorticostéroides induisent une
immunosuppression qui favorise les infections au CMV et a 1’Aspergillus, stimulent
la synthése des CysLT et inhibent également la synthése de PGE2. La présence
d’Aspergillus et du CMV stimule la synthése de CysLT par les cellules épithéliales
ou par les leucocytes. Ce qui mene a un ratio favorisant les CysLT et conduit a la

fibrose de la BO par le processus de la TEM.
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Chapitre 5

Conclusion
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Notre étude est la premiere a décrire le profil des eicosanoides dans le
poumon greffé et & examiner I’induction de la TEM par les CysLT dans des cellules
pulmonaires. Nous avons révélé, chez les greffés du poumon, un déséquilibre des
eicosanoides pulmonaires qui culmine a un an post-greffe. Ce déséquilibre, favorisant
les CysLT sur la PGE2, est associ¢ a des facteurs de risque de la BO, notamment les
infections a CMV et la colonisation par Aspergillus. Malgré une petite taille
d’échantillon, une tendance a 1’association entre le déséquilibre CysLT/PGE2 et le
rejet chronique a été observée. Un suivi a long terme post-greffe de ces patients nous
permettra de lier plus robustement le rejet chronique avec ce changement de
1'équilibre des eicosanoides et de certifier son role comme un événement décisif post-

transplantation dans le développement du rejet chronique de 1’allogreffe pulmonaire.

De plus, nous avons démontrés la capacité des CysLT a réprimer 1’expression
des marqueurs protéiques épithéliaux dans des cellules de I’épithélium pulmonaire
humain. Méme si, dans notre contexte expérimental, la stimulation aux CysLT
n’induisent pas I’expression des marqueurs mésenchymateux, la répression du
phénotype épithélial pourrait possiblement indiquer le début du processus de la TEM.
L’¢élaboration de nouveaux paramétres expérimentaux permettrait potentiellement de

confirmer cette hypotheése.

Les observations cumulées dans ce mémoire dévoilent une altération du profil
des eicosanoides chez les greffé¢ pulmonaires et un role potentiel dans la pathologie
de la BO. Ces observations ouvrent la porte a de nouvelles investigations qui

pourront certifier I’importance des eicosanoides dans cette pathologie. Les résultats
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présentés dans ce mémoire, comme les résultats d’autres études motivent
I’¢laboration d’une étude clinique étudiant I’effet des antagonistes des CysLT chez
les greffés du poumon. L’efficacité et la sécurité¢ de ces médicaments a été prouvé
dans le contexte de ’asthme et poserait un risque minimal chez les greffés. En effet,
les antagonistes des CysLT sont sans effets adverses dans la grande majorité des cas,
méme en surdose et pourraient éventuellement étre prescrits comme supplément au
traitement régulier advenant la découverte d’effets bénéfiques dans le contexte d’une
¢tude clinique. La corrélation établie entre le débalancement d’eicosanoides et
I’infection au CMV est trés intéressant et pourrai également étre d’avantage étudiée
dans un cadre in vitro. En effet, il serait intéressant d’étudier la modulation de la
production d’eicosanoides in vitro chez différents types cellulaires présents dans le

poumon, par I’infection au CMV.
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