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IV. Introduction générale 

 

A. Muqueuse des voies aériennes, environnement atmosphérique et 

pathologies bronchiques 

 

Le système respiratoire occupe une place particulière dans l’organisme.  Son versant 

épithélial est en contact permanent avec le monde extérieur tout comme la muqueuse 

digestive avec laquelle il partage un certain nombre de similitudes (1). Son épithélium est 

pseudo-stratifié et constitué d’au moins huit types de cellules qui peuvent être classées en 

trois catégories : les cellules basales, les cellules ciliées et les cellules sécrétoires (2).  

Les cellules ciliées sont majoritaires représentant plus de 50% de l’ensemble des 

cellules épithéliales. Elles possèdent environ 300 cils/cellule et de nombreuses mitochondries 

au pôle apical qui témoignent de son intense activité métabolique (3). Les cellules 

caliciformes (goblet cells) représentent 20 à 30% des cellules épithéliales au niveau des voies 

aériennes proximales. Elles ont une fonction sécrétoire avec un appareil de Golgi 

particulièrement développé et de nombreux granules sécrétoires. On les trouve augmentées 

dans la plupart des bronchopathies inflammatoires chroniques comme l’asthme et la BPCO 

(4). Les cellules basales adhèrent fermement à la membrane basale et représentent les 

progéniteurs des cellules ciliées et caliciformes. Elles ont un rôle important dans la 

réparation de l’épithélium après une agression et sécrètent entre autre l’endopeptidase neutre 

responsable de l’inactivation de peptides inflammatoires comme la bradykinine et les 

tachykinines (5). Les cellules de Clara représentent une population intermédiaire. Elles sont à 

la fois progénitrice des cellules ciliées et caliciformes et assurent une fonction de protection 

de l’épithélium en sécrétant des antiprotéases (notamment le secretory leukocyte protease 

inhibitor-SLPI qui neutralise l’élastase, la trypsine et la cathepsine G). Elles ont aussi une 

fonction de détoxification des xénobiotiques par l’action des mono-oxygénases P450 (6). 

Parmi les cellules minoritaires, on identifie les cellules en brosse qui représentent 

moins de 10% des cellules épithéliales  et dont la fonction reste mal connue (7). Les cellules 

neuroendocrines ont un rôle dans la croissance et la régénération épithéliale (8). Au niveau 

des glandes sous-muqueuses qui s’abouchent au niveau de l’épithélium par un canal 

sécrétoire on trouve des cellules caliciformes. Ces glandes sécrètent plus de 90% du mucus 

qui tapisse les voies aériennes en les remontant grâce à l’activité des cellules ciliées (2). 
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La vie sur terre s’est développée sur un mode essentiellement aérobie en privilégiant 

l’utilisation de l’oxygène. Celui-ci occupe une place centrale dans l’équilibre redox des 

milieux biologiques notamment dans la production énergétique indispensable à toute 

biosynthèse et vie cellulaire qui se sont organisées autour du cycle de l’azote et du carbone 

(9). Plus de 90% de l’oxygène utilisé par la cellule est transformé en eau par le système de la 

cytochrome oxydase mitochondriale. Le métabolisme oxydatif génère des espèces 

radicalaires particulièrement instables et réactives sur le plan biologique, en particulier au 

niveau de l’appareil respiratoire (tableau I) (10-12). 

 

Tableau I: espèces réactives de l’oxygène (ERO) et de l’azote (ERA) d’intérêt biologique 

 

 Radicaux libres Espèces non radicalaires 

ERO 

 

 

 

 

 

 

ERA 

O2
- 

OH 

HO2
 

RO 

RO2
 

ROO 

 

NO 

NO2
 

 

Anion superoxyde 

Hydroxyl 

Hydroperoxyl 

Alkoxyl 

Peroxyl 

Hydroperoxyde 

 

Monoxyde d’azote 

Dioxyde d’azote  

H2O2  

HOCl  

O3  

R-OOH  

 

 

 

NO
+ 

NO
- 

NO2
+
 

ONOO
-
 

R-OONO  

Peroxyde d’hydrogène 

Acide hypochlorique 

Ozone 

Hydroperoxyde 

 

 

 

Cation nitrosyl 

Anion nitroxyl 

Cation nitronium 

Anion peroxynitrite 

Alkyl peroxynitrites 

 

 

L’oxygène en lui-même est relativement stable et ne réagit que lentement comparé 

aux autres espèces radicalaires. Le peroxyde d’hydrogène (H2O2) est d’autant plus réactif en 

présence de métaux de transition qui le transforme en radical hydroxyl (OH) hautement 

réactif. L’anion superoxyde (1 à 5% de l’oxygène présent dans l’organisme) réagit surtout 

avec lui-même pour donner de l’H2O2 moins réactif, ou lorsqu’il est en présence de métaux 

de transition en OH. Ces espèces réactives de l’oxygène interfèrent avec de nombreux 

constituants de la cellule et agissent en tant que second messager lorsqu’elles sont produites 

de manière contrôlées et transitoires. Par contre leur production soutenue est incompatible 

avec le maintien de l’homéostasie cellulaire ce qui constitue le stress oxydant (10). 
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Ces processus sont catalysés dans leurs étapes précoces par trois systèmes 

enzymatiques ubiquitaires (10). La NADPH oxydase est une protéine membranaire à hème 

qui catalyse la réaction de l’O2 en anion superoxyde sur son versant cytoplasmique. La 

xanthine oxydase est une enzyme cytoplasmique et du peroxysome qui contient de nombreux 

atomes de fer. Elle catalyse la dernière réaction de dégradation oxydative des purines en 

transformant la xanthine en acide urique avec production d’anion superoxyde. Son activation 

épithéliale est dépendante de l’équilibre redox, notamment de la baisse du glutathion (GSH) 

intracellulaire (13). Mais c’est surtout au niveau des complexes I et III de la chaîne 

respiratoire mitochondriale, qu’est produit l’anion superoxyde en tant que second messager à 

l’état normal (14). 

Au niveau des cellules épithéliales des voies aériennes, l’anion superoxyde est 

rapidement neutralisé par le monoxyde d’azote (NO) qui le transforme en espèces moins 

réactives appelées espèces réactives de l’azote dont le peroxynititrite est un des plus réactif 

(15-18). Le NO est une molécule ubiquitaire formée à partir de l’O2 et de l’arginine par les 

NO synthases (19). Elles sont présentent sous 3 isoformes au niveau de l’épithélium des 

voies aériennes (20, 21). C’est surtout la forme inductible (NOS2) qui permet de produire 

une grande quantité de NO en réponse à différents stimuli. 

Les ERA générées en réponse au stress oxydant ont une grande importance 

biologique et sont impliquées dans la physiopathologie de la plupart des maladies 

bronchiques dont l’asthme, la BPCO et le mucoviscidose (15, 20, 22). Il a été ainsi rapporté 

que le stress nitrosant entraînait la nitration de CFTR et sa dégradation par le protéasome ce 

qui pourrait rendre compte de certaines similitudes entre les bronchopathies chroniques et la 

mucoviscidose (23). 

Ces espèces réactives de l’oxygène (ou radicaux libres) et de l’azote sont des signaux 

cellulaires hautement contrôlés et impliqués dans un très grand nombre de fonctions 

cellulaires (figure 1) (10). La mitochondrie et le réticulum endoplasmique sont 

particulièrement sensibles à l’équilibre redox intracellulaire. La mitochondrie car elle permet 

de lier le stress oxydant à la production d’énergie indispensable au métabolisme de la cellule 

et sa survie. Le réticulum endoplasmique, parce qu’il exerce un rôle dans le turn-over et 

l’homéostasie des protéines suivant un stress oxydant (24). Des mécanismes de défense 

antioxydants capables de maintenir un environnement intra- et péricellulaire réducteur se 

sont développés afin de maintenir l’homéostasie redox entre espèces oxydantes et capacités 

des tissus vivants à les neutraliser (11). 
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Figure 1: espèces réactives de l’oxygène et de l’azote au niveau respiratoire 

 

 

 

De très nombreux agents pathogènes sont véhiculés par l’atmosphère au niveau des 

voies aériennes. Il sont soit naturels (virus, bactéries, incidents géoclimatiques) soit 

anthropiques liés aux activités humaines (fumée de tabac, pollution automobile, industrielle 

et de l’habitat). Ceci confère à l’épithélium des voies aériennes des propriétés originales de 

protection et d’interactions intercellulaires et d’organisation de la réponse aux agents 

agresseurs. Ces mécanismes de protection se sont organisés autours de la clairance muco-

ciliaire, du recrutement de cellules phagocytaires et de la réponse inflammatoire. Le système 

nerveux est particulièrement important dans le contrôle de la bronchomotricité, de la toux et 

la sécrétion de mucus. 

L’épithélium des voies aériennes expose une large surface d’environ 70 m
2
 à 

l’environnement oxydatif chez l’homme adulte, ce qui le rend particulièrement vulnérable. 

Ainsi une fraction inspirée d’oxygène (FiO2) supérieure à 40%, comme utilisée dans le 

traitement des insuffisances respiratoires hypoxémiantes néonatales ou de l’adulte, ne peut 

être maintenue sur une longue période sans entraîner de rapides altérations de la muqueuse 

des voies aériennes. On observe en effet une aggravation du syndrome de détresse 
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respiratoire de l’adulte et des séquelles à type de dysplasie broncho-pulmonaire chez l’enfant 

(25-28). 

Ces différents aspects expliquent qu’un des mécanismes précoces les plus 

fréquemment retrouvé dans la physiopathologie des maladies respiratoires soit un 

déséquilibre dans le contrôle du stress oxydant au profit des espèces réactives de l’oxygène 

et de l’azote. Ces espèces vont initier une réponse pléïotrope complexe au niveau de 

l’épithélium et compromettre l’intégrité de la muqueuse des voies aériennes. C’est le cas de 

pathologies aussi différentes dans leur expression que l’asthme, la bronchopneumopathie 

chronique obstructive (BPCO) et la mucoviscidose qui représentent chacune d’elle des 

enjeux importants de santé publique dans notre pays (17, 29-31). Le système immunitaire 

intervient dans la phase suivante. Il a une grande importance dans la régulation de la réponse 

aux agents pathogènes au niveau de la muqueuse des voies aériennes. Il ne sera pas détaillé 

dans ce travail qui se focalise sur la réponse précoce de l’épithélium à l’agression. En effet, 

la cellule épithéliale a un rôle plutôt freinateur afin de contenir la sollicitation excessive du 

système immunitaire ce qui permet de protéger la muqueuse des effets délétères d’une 

réponse inflammatoire inappropriée (32). 

 

B. La cellule épithéliale des voies aériennes 
 

Une des premières fonctions de l’épithélium des voies aériennes est la protection 

physique contre les agents pathogènes (tableau II). Elle occupe une position de sentinelle et 

organise  la transmission des informations à d’autres types cellulaires soit par contact direct 

avec les cellules de Langerhans qui vont à leur tour initier la réponse immuno-inflammatoire, 

soit par voie paracrine avec le système nerveux, les cellules musculaires lisses et les cellules 

immunitaires. Une des caractéristiques de la cellule épithéliale est d’être polarisé. Sa partie 

apicale est en contact avec la lumière des voies aériennes et détermine la fonction cellulaire, 

tandis que le territoire basolatéral est pour le maintien de l’homéostasie cellulaire, la 

réception et la transmission des signaux aux autres types cellulaires. Le feuillet des cellules 

épithéliales est en contact privilégié avec les cellules mésenchymateuses – aussi appelées 

enveloppe de fibroblastes atténuées - et les ramifications nerveuses par l’intermédiaire d’une 

matrice extracellulaire appelée la membrane basale. Celle-ci est formée d’une lame basale et 

d’une lame réticulaire, l’ensemble constituant l’unité trophique épithélio-mésenchymateuse, 

dont le rôle est fondamental dans le développement et la ramification de l’arbre bronchique. 
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Il tient aussi probablement une place importante dans la réponse aux agressions et aux 

facteurs environnementaux (33). 

L’épithélium des voies aériennes représente une barrière physique grâce à la 

présence d’un système jonctionnel serré (zonula occludens) à la partie haute de la membrane 

latérale. Ce système protége la muqueuse et ses différents constituants de la diffusion des 

agents irritants et particules inhalées (poussières, particules diesel, pneumallergènes, gaz 

toxiques) (34). Ainsi lors de l’abrasion de l’épithélium, ces substances vont pouvoir atteindre 

directement d’autres structures comme la cellule musculaire lisse et les ramifications des 

différents systèmes nerveux intervenant dans le contrôle du tonus musculaire, mais aussi les 

cellules immunitaires et mésenchymateuses qui vont entraîner une réponse inflammatoire 

intense avec profonds remaniements de la muqueuse. Le maintien de l’intégrité épithéliale et 

les mécanismes de sa régénération ont donc une place centrale dans la restitution ad 

integrum de la muqueuse après une agression. Lorsque celle-ci est altérée, un compromis 

sous forme d’un remodelage plus ou moins définitif va s’installer et entraîner la perte des 

processus physiologiques normaux de l’homéostasie épithéliale comme cela s’observe dans 

l’asthme et la BPCO (5, 35). 

 

Tableau II: principales fonctions de la cellule épithéliale des voies aériennes 

 

Protection physique vis-à-vis du milieu extérieur 

Sécrétion de mucus et transport ciliaire 

Régulation des transports de fluides et d’ions entre la lumière et la muqueuse 

Protection antimicrobienne 

Protection antioxydante 

Protection antiprotéase 

Régulation de la réponse inflammatoire 

Régulation du tonus musculaire lisse 

Régénération épithéliale 

Régulation du remodelage de la muqueuse  
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Les cellules épithéliales des voies aériennes synthétisent et sécrètent de nombreux 

médiateurs notamment pro-inflammatoires dont les principaux sont résumés dans le tableau 

III (2, 36, 37). La présence notamment après stimulation, de molécules d’adhérence comme 

IntraCellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1), Human Leukocyte Antigen (HLA) classe I et 

HLA classe II, leur confère un rôle de cellule présentatrice vis-à-vis des lymphocytes et des 

cellules dendritiques (38). Elles ont ainsi un rôle crucial dans l’orientation et le contrôle de la 

réponse inflammatoire et donc indirectement tonus bronchique (2, 39-42). 

La cellule épithéliale est particulièrement exposée à de nombreux signaux et agents 

environnementaux et occupe une place centrale dans la genèse des réponses à l’agression. 

Elle régule la synthèse du mucus, la sécrétion de différents facteurs pro-inflammatoires 

notamment les cytokines IL-1 , TNF , GM-CSF, des chimiokines, et des facteurs de 

protection de la bronchoconstriction comme le NO et la prostaglandine PGE2 (43). Elle 

exerce aussi une fonction métabolique, de dégradation de l’acétylcholine (acétylcholine 

estérase), de l’histamine (diamine oxidase), et de synthèse de neuropeptides (endopeptidase 

neutre). Sa destruction créée un déséquilibre entre agents broncho-constricteurs et broncho-

dilatateurs au profit des premiers (40). Les principales voies de signalisation impliquées dans 

la réponse aux agents pathogènes sont la voie des MAPKs, de NF- B, d’AP-1, de STAT-1, 

STAT-6 et NF IL-6 (37, 44-46). 

 



15 

Tableau III: principales molécules produites par la cellule épithéliale des voies aériennes en 

réponse aux agents pathogènes
 

 

Médiateurs lipidiques 

PGE2 

PGF2X, TXB2 

LTC4, LTD4, LTE4 

Eicosanoïdes dérivés du cytochrome P450 

 

Cytokines 

IL-1, TNF  

IL-5, IL-6, IL-11, IL-16, LIF 

IL-10 

 

Chimiokines 

IL-8, GRO-α, ENA-78 

RANTES 

MIP-1α 

MCP-1,4 

Eotaxine-1 et 2 

 

Facteurs de croissance 

TGF-  

EGF 

PDGF 

GM-CSF, CSF-1, G-CSF 

IGF, bFGF 

Protéines de la matrice extracellulaire 

Collagène I, IV 

Fibronectine, laminine, acide hyaluronique 

CD44 

MMP-1, -2, -3 

MMP-9, matrylisine 

TIMP-1, -2 

 

Médiateurs peptidiques 

Endothéline 

 

Molécules d’adhésion 

ICAM-1, fibronectine 

E, N, C-cadhérines 

 

Intégrines 

Alpha-intégrines 

Béta-intégrines 

 

Gaz 

NO 

CO 

 

Autres 

Espèces réactives de l’oxygène 

: liste non exhaustive, adaptée à partir de (2, 37, 47). bFGF: basic fibroblast growth factor. 

EGF: epidermal growth factor. RANTES: regulated upon activation, normal T-cell expressed 

and secreted 

 

C. Types d’agressions et stress oxydant au niveau des voies aériennes 
 

De  nombreux agents pathogènes des voies respiratoires ont été identifiés. Il s’agit 

pour l’essentiel des agents infectieux, des agents irritants de nature gazeuse ou chimique, de 

la fumée de tabac et des divers polluants particulaires atmosphériques le plus souvent 

générés par les activités anthropiques. Leur toxicité ou pathogénie s’exerce directement via 

leur pouvoir oxydatif, ou indirectement en stimulant les systèmes oxydants au contact de 

l’épithélium. Cette réponse oxydante peut-être intensifiée par la présence des cellules 

immunitaires au niveau de l’épithélium, notamment les polynucléaires neutrophiles et 

macrophages. Le stress oxydant est ainsi défini par l’existence d’un déséquilibre dans la 
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balance oxydants/antioxydants, en faveur des agents oxydants au niveau extra- et/ou 

intracellulaire. Sa place est importante dans la physiopathogénèse de la plupart des maladies 

respiratoires (31, 48). 

La majeure partie de la toxicité des ERO est liée à leur interaction avec les métaux 

de transition notamment le cuivre et le fer qui sont présents dans l’environnement biologique 

ou au niveau des sites catalytiques des enzymes selon la classique réaction de Fenton: 

H2O2 + Fe
2+

  Fe
3+

 + OH
-
 + OH, suivie de la réaction : 

Fe
3+

+ O2
-   Fe

2+
 + O2 

En dehors des agents infectieux, de nombreuses sources de stress oxydant existent. 

Les principales sont la fumée de tabac, l’exposition à l’amiante, certains polluants 

atmosphérique (ozone, oxydes d’azote, paticules diesels), le paraquat (expérimental) et en 

pratique médicale l’exposition à une FiO2 élevée, c'est-à-dire l’hyperoxie. 

 

1. Fumée de tabac 

 

La littérature scientifique est particulièrement abondante sur les effets de la fumée de 

tabac au niveau de l’épithélium des voies aériennes. Ceci en raison de son impact en terme 

de santé publique mais aussi parce qu’elle représente un modèle de prédilection pour l’étude 

du stress oxydant (49).  

La fumée de tabac contient un nombre d’ERO estimé à 10
15 

par bouffée dans sa 

phase gazeuse qui est particulièrement instable, et environ 10
17

 par gramme dans sa phase 

particulaire (50-52). Ces particules ont une taille moyenne entre 0,1 et 0,5 µm ce qui leur 

permet d’atteindre facilement le poumon distal. Il est estimé qu’environ 10 à 40 mg de ces 

particules se déposent au niveau des voies aériennes inférieures par cigarette fumée. Parmi 

les nombreuses substances identifiées dans la fumée de tabac (plus de 4000), beaucoup ont 

des propriétés antigèniques, cytotoxiques, mutagènes et/ou carcinogènes (53). 

La phase particulaire semble ainsi responsable de la majeure partie de la toxicité de 

la fumée de tabac. En effet, la surface de ces particules retient des atomes de fer, qui 

proviennent surtout de l’organisme sous leur forme oxydée ferrique (Fe
3+

). Cette 

accumulation génère un stress oxydant local soutenu avec des effets pro-inflammatoires et 
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carcinogènes au niveau de la muqueuse (54). Ce mécanisme d’action pourrait expliquer la 

persistance du risque de cancer et de l’inflammation après sevrage du tabac ainsi que l’effet 

synergique et aggravant de l’association entre polluants particulaires, notamment tabac et 

amiante (55, 56). 

Cependant, l’impact de la fumée de tabac n’est pas limité aux seuls fumeurs dans la 

mesure où la majorité des espèces réactives est générée à l’extrémité en combustion de la 

cigarette qui se retrouve dans la fumée environnante à une concentration allant jusqu’à 50 

fois celle inhalée par le fumeur. Ceci explique les risques observés du tabagisme « passif » 

(57-59). 

La réponse cellulaire à la fumée de tabac se fait en plusieurs étapes et implique 

essentiellement le contrôle du stress oxydant dans sa phase précoce, sans réponse 

inflammatoire patente (figure 2).  

L’approche génomique fonctionnelle a permis ainsi de distinguer les évènements liés 

à l’exposition immédiate à la fumée de cigarette de ceux liés à l’exposition prolongée comme 

c’est le cas chez le fumeur (60). Dans le premier cas qui concerne la réponse précoce au 

stress oxydant, on observe dans la première heure une inhibition de l’apoptose et des 

MAPKs, suivie d’une phase intermédiaire au bout de quelques heures où sont impliquées les 

voies du stress protéique (protéines chaperons, système ubiquitine-protéasome), puis d’une 

phase de métabolisme des ERO et d’induction de gènes du remodelage tissulaire. Dans le 

second cas, il s’agit plutôt d’identifier des marqueurs d’exposition au tabagisme chronique, 

notamment la surexpression des gènes anti-oxydants, mais aussi des marqueurs de 

susceptibilité concernant le risque de progression vers la BPCO, l’emphysème ou le cancer 

(56, 61, 62). Des marqueurs d’emphysème sont ainsi identifiés avec une surexpression des 

gènes de synthèse de la matrice extracellulaire et de l’inflammation, une diminution des 

gènes liés à l’endothélium (63). Cette approche globale par l’identification précoce de 

nouveaux biomarqueurs de risque de cancer bronchique pourrait permettre d’optimiser le 

dépistage des fumeurs de risque à l’échelon individuel (64).   
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Figure 2: principales réponses précoces de l’épithélium à la fumée de tabac
 

 

 

Mdm2 : Inhibe p53 

Bcl2 : Inhibe l’apoptose 

DUSP-1 : MAPK phosphatase 

AKR1C4 : Aldo-keto reductase 

SPPRIB : Small prolin-rich protein 1B (cornifin) 

: adapté d’après (60) 

 

2. Hyperoxie 

 

Les données de la littérature sur la réponse à l’hyperoxie sont nombreuses. Elles 

concernent tout d’abord la description clinique de ses effets nocifs de l’hyperoxie chez le 

nouveau-né et l’adulte (28). Certaines circonstances nécessitent d’augmenter la FiO2 afin de 

maintenir une hématose compatible avec la survie de l’organisme. Chez le nouveau-né, les 

FiO2 élevées sont utilisées dans le cadre de la prise en charge des détresses respiratoires, 

notamment du prématuré (maladie des membranes hyalines). Elles exposent à la dysplasie 

bronchopulmonaire (26). Cette approche thérapeutique qui est utilisée dans le syndrome de 

détresse respiratoire aiguë chez l’adulte ne peut cependant être poursuivie sur une longue 

période sans entraîner de lésions tissulaires et une réponse inflammatoire intense (26, 28, 

65). Les effets de l’hyperoxie au niveau cellulaire sont complexes et liés en partie à la 
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redondance entre les voies de signalisation concernées et leurs effets biologiques 

pleiotropiques. 

Les premières études sur les effets de l’hyperoxie chez l’homme et l’animal sain 

remontent aux années 40 (66, 67). Au delà d’une FiO2 d’environ 60%, des symptômes 

respiratoires avec ou sans nausées sont ressentis, atteignant 80% des sujets après 12 à 16h 

d’exposition à une FiO2 proche de 1 (68). Les principaux symptômes observés sont une 

douleur rétrosternale majorée à l’inspiration (82%), une toux (54%), une congestion nasale 

(43%) et un mal de gorge (32%). Sur le plan fonctionnel respiratoire, la capacité vitale 

diminue significativement (de 400 ml à plus de 800 ml) dans 80% des sujets sous FiO2 > 0,5 

par rapport aux sujets sous air ambiant (68). Cet effet est expliqué en partie par la disparition 

de l’azote de l’air alvéolaire en présence d’O2 pur. L’azote ayant une faible solubilité, a la 

propriété de maintenir une certaine pression partielle qui favorise l’ouverture de l’alvéole : 

son absence entraîne l’atélectasie dite de dénitrogénation qui est d’autant plus fréquente, 

notamment lors d’une anesthésie générale dans les territoires à faible rapport V/Q (69, 70). 

Au niveau de la muqueuse on observe un œdème et une baisse de la clairance muco-ciliaire 

dans les 6 premières heures (71-73). Il n’est cependant pas observé d’altération des échanges 

alvéolocapillaires ni d’agression parenchymateuse notable pour des temps d’exposition allant 

jusqu’à 48h (73).  

Les études mécanistiques chez l’animal objectivent des dommages au niveau 

endothélial, épithélial alvéolaire et une altération du surfactant. L’augmentation des enzymes 

antioxydantes comme la superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase n’est 

pas toujours retrouvée et dépend du type cellulaire (annexe A) (71, 74-77). Leur 

augmentation est observée pour une FiO2 modérément élevée, avec de plus une action 

protectrice vis-à-vis d’une exposition suivante à une FiO2 ou un stress oxydatif plus élevé 

(18). Par contre l’exposition immédiate à une forte FiO2 n’entraîne pas de réponse 

antioxydante suffisamment rapide pour protéger l’épithélium de la toxicité de l’hyperoxie 

(71, 74, 75, 77). 

Si la réponse épithéliale au stress oxydant comme le peroxyde d’hydrogène conduit 

généralement à l’apoptose, on ne l’observe pas pour l’hyperoxie (78, 79) (figure 3). Cette 

distinction semble être médiée par différentes voies de signalisation, notamment l’activation 

précoce de NF B, AP-1 et de certaines MAPKs comme p38 et JNK les unes étant pro-

apoptotiques et les autres anti-apoptotiques (80, 81). En fait le type de mort cellulaire 

observé dépend du modèle animal et du type de cellule étudiée (82-84). Chez l’homme, on 
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observe l’augmentation de marqueurs pro-apoptotiques mais le type de mort cellulaire est 

proche de la nécrose avec un gonflement du noyau et de la cellule évoquant une oncose (79, 

85, 86). On observe un arrêt du cycle cellulaire médié par l’inhibiteur de kinases cycline-

dépendant p21
WAF/CIP1 

qui pourrait expliquer les anomalies de développement alvéolaire dans 

le contexte néonatal (87, 88). Un phénomène de tolérance à l’hyperoxie a été cependant 

rapporté comme étant lié à une augmentation de l’activité du complexe de la cytochrome 

oxydase Vb au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale (89). Ainsi, il paraît possible 

d’atténuer la toxicité de l’hyperoxie par des approches pharmacologiques ciblées sur la 

chaîne respiratoire (89-91). Chez la souris, la surexpression d’IL-11 et du Leukemia inhibitor 

factor (LIF) confère une protection et améliore la survie cellulaire, sans entraîner de 

modification des principaux antioxydants (92, 93). 

 

Figure 3: mécanismes de la mort cellulaire par nécrose (souris et lignées humaines) 

 

 

 

3. Pollution atmosphérique 

 

L’atmosphère est le seul milieu auquel l’homme ne peut se soustraire, à travers la 

respiration d’environ 15 000 L d’air par jour. La définition de la pollution atmosphérique 

donnée par le conseil de l’Europe en 1968 est assez large et évolutive : « il y a pollution 

atmosphérique lorsque la présence d’une substance étrangère ou une variation importante de 

la proportion de ses constituants  est susceptible de provoquer un effet nuisible, compte tenu 

des connaissances scientifique du moment, ou de créer une gêne ».  Une définition plus 

ciblée a été proposée dans la loi sur l’air et l’utilisation rationnelle de l’énergie de 1996 

comme étant « l’introduction par l’homme, directement ou indirectement, dans l’atmosphère 

et les espaces clos, de substances ayant des conséquences préjudiciables de nature à mettre 
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en danger la santé humaine, à nuire aux ressources biologiques et aux écosystèmes, à influer 

sur les changements climatiques, à détériorer les biens matériels, à provoquer des nuisances 

olfactives excessives ».  On peut ainsi distinguer les sources anthropiques des sources 

naturelles. Les sources anthropiques sont dominées par l’utilisation des énergies fossiles 

(trafic routier, transports aériens et maritimes), la pollution industrielle et les incinérateurs, 

l’agriculture, et les aérocontaminants à l’intérieur des locaux (gaz de combustion, composés 

organiques volatils de nombreux matériaux d’ameublement, fumée de tabac, radon, 

pneumallergènes, amiante…). Les sources naturelles concernent les éruptions volcaniques, 

les pollens, les orages (production d’oxydes d’azote) (94-97). 

Les effets sur la muqueuse des voies aériennes dépendent de l’agent considéré (98). 

Quatre sont plus particulièrement surveillés qui permettent de calculer un indice de pollution 

de l’air appelé indice ATMO. Le dioxyde de soufre (SO2) entraîne une inflammation et une 

bronchoconstriction, son niveau est cependant beaucoup mieux contrôlé ces dernières 

décennies en France (99). Le dioxyde d’azote (NO2) qui est lié au trafic automobile est 

irritant notamment chez l’asthmatique et l’enfant (94). L’ozone (O3) est un gaz très irritant 

notamment chez l’enfant et l’asthmatique. Les particules fines dont la toxicité est d’autant 

plus grande que leur diamètre est plus petit (dépôt trachéo-bronchique entre 3-10 µm de 

diamètre, alvéolaire quand inférieur à 3 µm) sont dominées par les particules diesel. Ces 

particules ont une activité immunoadjuvante de l’immunité locale et sont en partie 

responsables de l’augmentation des manifestations allergiques et de l’asthme (100-102). Un 

des points communs à ces différents types d’agressions est de générer des ERO au niveau des 

cellules épithéliales des voies aériennes, elles constituent ainsi un exemple typique de stress 

oxydant du quotidien (figure 4).  
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Figure 4: stress oxydant médié par les principaux polluants atmosphériques
 

 

 

: adapté d’après (103) 

 

En utilisant une approche génomique et protéomique, un modèle de réponse 

séquentielle au stress oxydant généré par les particules diesel a été proposé (104). Celui-ci 

précise la place des voies de signalisation en fonction de l’intensité et/ou de la durée du 

stress initial. Ce modèle intégré est un bon exemple de l’apport de la biologie des systèmes à 

notre compréhension de ces réponses complexes (figure 5). 
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Figure 5: hiérarchisation de la réponse cellulaire au stress oxydant généré par les particules 

diesels
 

 

 

  : adapté d’après (104) 

 

D. Place du stress oxydant dans la physiopathologie des bronchopathies 

chroniques 
 

1. La BPCO 

 

Le déséquilibre de la balance entre agents oxydants et systèmes antioxydants est un 

élément important dans la physiopathogénèse de la BPCO. Il entraîne l’inactivation de 

l’alpha-1 antitrypsine, principal inhibiteur de l’élastase des neutrophiles, et une réponse 

inflammatoire (105-109) (figure 6). Les sources principales d’ERO dans la BPCO sont 

exogènes avec la fumée de tabac, les polluants atmosphériques comme l’ozone, le dioxyde 

d’azote et les particules fines dont diesel. Elles proviennent aussi des macrophages et 

neutrophiles activés localement au sein de la muqueuse. Les enzymes antioxydantes 

intracellulaires sont exprimées à un faible niveau et non inductibles par le stress oxydant, 

tandis que les antioxydants extracellulaires comme la glutathion peroxidase sont augmentées 

(18). 
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Un nouveau mécanisme rendant compte de la réponse inflammatoire au stress 

oxydant a été proposé. Il fait intervenir le système histone acétylase/déacétylase 

(HAC/HDAC) sensible à l’équilibre redox (110). L’acétylation des histones permet de 

dérouler les séquences d’ADN qui sont ainsi accessibles aux facteurs de transcription de 

gènes notamment pro-inflammatoires. C’est la baisse d’activité de l’HDAC par le stress 

oxydant, notamment la fumée de tabac qui serait à l’origine de la réponse pro-inflammatoire 

(111). Ce mécanisme indépendant de l’activation de NF B rend compte du phénomène de 

corticorésistance de la réponse inflammatoire chez le patient BPCO (112, 113). L’effet 

« anti-inflammatoire » bien connu de la théophylline mais dont les déterminants ne sont que 

partiellement compris serait en partie expliqué par l’induction de l’HDAC (114). 

Pourtant si le stress oxydant est important dans la physiopathologie de la BPCO, les 

données concernant la protection de la fonction respiratoire par l’apport d’antioxydants 

comme le GSH, la N-acétylcystéine (NAC), ou les vitamines C et E n’ont pas démontré 

d’intérêt majeur (115) (116, 117).  

Concernant les systèmes de défense innés, on observe une altération de la clairance 

muco-ciliaire en lien avec l’infiltration neutrophile.  Leurs produits de sécrétion, notamment 

les sérines-protéases, altèrent les propriétés visco-élastiques du mucus et le battement 

ciliaire. La baisse du contenu en immunoglobuline A (IgA) explique en partie l’augmentation 

de susceptibilité du patient BPCO aux agents infectieux (118). Le mécanisme évoqué est une 

altération du récepteur pIg de la cellule épithéliale par l’élastase neutrophile et la protéinase-

3 qui entraîne une baisse de la transcytose des Ig A. Ainsi l’altération de la clairance muco-

ciliaire et de sécrétion des IgA tient une place importante dans la physiopathologie de la 

BPCO en instaurant un cercle vicieux propice à l’entretien de l’inflammation neutrophile et 

conduisant aux dommages de la muqueuse. 

Les cellules épithéliales du patient BPCO sont une source importante de médiateurs 

inflammatoires notamment induits par la fumée de tabac (TNF-α, IL-1β, GM-CSF et IL-8 

pour l’essentiel), de protéases, des facteurs de croissance Vascular Endothelial Growth 

Factor (VEGF), du TGF-β et du récepteur à l’EGF (119). Ceci conduit à la prolifération des 

cellules basales de l’épithélium des voies aériennes et au développement d’une métaplasie 

malpighienne. Cependant si l’inflammation tient une place importante dans la pathogénèse 

de la BPCO, le fait que les antiinflammatoires comme la corticothérapie ne soient pas très 

efficace, à la différence de l’asthme, suggère un rôle prépondérant du stress oxydant (32, 

104). Ceci est renforcé par l’augmentation de certains marqueurs de stress oxydant comme le 
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8-isoprostane exhalé chez le BPCO, qui est de plus augmenté lors d’une courte 

oxygénothérapie à faible débit (FiO2 à 0,28), traitement largement utilisé dans l’insuffisance 

respiratoire (120, 121). 

De récentes études génomiques ont souligné l’augmentation d’expression des 

antioxydants chez des fumeurs comparés aux non-fumeurs (61). On observe de plus un lien 

entre l’augmentation d’expression des gènes de réponse au stress oxydant et la sévérité de la 

BPCO ainsi que la baisse des gènes impliqués dans l’angiogénèse en lien avec le degré des 

lésions d’emphysème (63). Ce phénotype de défense antioxydante est réversible dans les 2 

ans suivant le sevrage tabagique, tandis que les gènes impliqués dans l’oncogenèse restent 

altérés, ce qui rend compte de la persistance du risque de cancer bronchique à distance du 

sevrage (56).  

 

Figure 6: place du stress oxydant dans la BPCO  

 

 

: adapté d’après (108, 115)  
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2. L’asthme 

 

Les anomalies de l’épithélium bronchique chez l’asthmatique sont en partie liées à la 

fragilité du système jonctionnel serré (2, 122). Ceci favorise la pénétration des agents 

pathogènes de l’environnement qui vont ainsi pouvoir interagir directement avec les cellules 

inflammatoires présentes au sein de la muqueuse ainsi qu’avec les cellules dendritiques. Les 

particules diesel sont ainsi internalisées par les cellules dendritiques et entraînent un stress 

oxydant à l’origine de la suppression de la réponse Th1 au profit de la réponse pro-allergique 

Th2 (123). Les ERO et ERA sont augmentées ce qui aggrave les conséquences tissulaires et 

l’inflammation (17, 124, 125). Ainsi le stress oxydant intervient dans la physiopathologie de 

l’asthme, et représente un facteur d’exacerbation de la réponse inflammatoire (126). 

La baisse des défenses anti-oxydantes, en particulier du système glutathion, confère 

aux cellules des voies aériennes de l’asthmatique une susceptibilité accrue au stress oxydant 

(127-129). Celui-ci est de plus intensifié lors de l’exposition à la pollution atmosphérique 

(100, 103, 130). 

Au niveau des défenses innées, on observe une baisse de la clairance muco-ciliaire 

corrélée avec la sévérité de la maladie et qui contribue à la formation des bouchons muqueux 

(131). Les dérivés S-nitrosothiols qui représentent une forme protectrice de stockage des 

ERA et qui ont une action bronchodilatatrice, sont diminués chez l’enfant asthmatique (132). 

L’implication du système HAC/HDAC avec une augmentation de l’acétylation des histones 

pourrait favoriser l’expression des gènes pro-inflammatoires et expliquer en partie la 

corticorésistance chez l’asthmatique fumeur et dans les formes d’asthme sévère (133). 

La déficience de la réponse interféron rend l’épithélium des voies aériennes de 

l’asthmatique plus sensible aux infections virales, en lui conférant une résistance à l’apoptose 

qui favorise la prolifération virale (134, 135). Plus récemment une analyse génomique 

effectuée sur un modèle murin d’asthme a souligné l’implication de la voie de signalisation 

STAT-6 et de l’arginase dans la régulation de la production de NO, des polyamines et du 

collagène (136). Ces médiateurs sont importants dans la régulation du tonus bronchique, de 

la prolifération cellulaire et du remodelage de l’épithélium. 

La cellule épithéliale tient un rôle particulier dans l’orientation de la réponse 

inflammatoire locale et l’allergie par la production de la lymphopoïétine stromale thymique 
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TSLP qui oriente l’activation des cellules dendritiques vers une réponse de type Th2 et la 

production de nombreuses cytokines et chimiokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, IL-

11, RANTES) (42, 122, 137). Le remodelage anormal de la muqueuse avec métaplasie 

épithéliale et hypersécrétion est médié par le récepteur tyrosine kinase EGF activé par la 

métalloprotéase A Disintegrin And Metalloproteinase ADAM-17 (138, 139). Son expression 

épithéliale est stimulée par le stress oxydant et lié à la modification des sécrétions de 

mucines ainsi qu’à la sévérité de l’asthme, ce d’autant qu’elle n’est pas modifiée par la 

corticothérapie (139-141). 

La maladie asthmatique est cependant essentiellement caractérisée par 

l’inflammation éosinophile et l’efficacité des corticostéroïdes. Il n’apparaît donc pas 

primordial sur le plan thérapeutique de cibler les défenses antioxydantes. Cette approche 

pourrait cependant se révéler intéressante chez les asthmatiques sévères et/ou 

corticorésistants pour lesquels le stress oxydant occupe une place vraisemblablement plus 

importante. 

 

3. La mucoviscidose 

 

Une grande partie des anomalies observées au niveau de la muqueuse respiratoire de 

la mucoviscidose sont liées aux troubles ioniques secondaires à l’altération de la protéine 

CFTR. Ceux-ci sont à l’origine de la baisse de la phase sol et de l’altération de la clairance 

muco-ciliaire. La résultante est une obstruction des glandes bronchiques par des bouchons 

muqueux et une inflammation à neutrophile aboutissant à la formation des bronchectasies. 

Cette évolution est classiquement liée à la colonisation microbienne chronique de la 

muqueuse bronchique mais un état pro-inflammatoire intrinsèque en lien avec les troubles 

ioniques est identifié dès l’âge fœtal et préexiste aux premiers contacts avec les agents 

infectieux (142-145). 

Une approche génomique a récemment souligné le rôle angiogénique des cellules 

épithéliales qui expriment les facteurs VEGF-A, VEGF-C, FGF et le placenta growth factor 

(PlGF) (figure 7) (146). L’inflammation est particulièrement marquée dans la 

mucoviscidose, notamment par la colonisation microbienne chronique et l’infiltration à 

polynucléaires neutrophiles. Il existe une intense protéolyse avec augmentation des ERO et 

ERA qui aboutit à la nécrose des cellules épithéliales et au profond remodelage des voies 

aériennes (147). 
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Le rôle de CFTR dans le maintien de l’équilibre redox est important dans la mesure 

où il permet le transport transmembranaire du GSH (148). Ainsi on observe une diminution 

de l’efflux de GSH dans la mucoviscidose qui contribue à maintenir un état d’oxydation 

élevé à la surface des voies aériennes (149-151). Au niveau intracellulaire, il existe une 

altération de la chaîne respiratoire mitochondriale responsable d’une majoration du stress 

oxydant (152). Ceci pourrait-être expliqué par une augmentation d’activité de la pompe Na/K 

ATPase basolatérale qui élève la consommation d’O2 ce qui aggraverait l’hypoxie cellulaire. 

Cette hypoxie favorise la production d’ERO et de HIF avec in fine activation de la cascade 

inflammatoire via NF- B et MAPKs (153). Comparativement à des cellules épithéliales 

normales avec lesquelles on observe une apoptose en présence de Pseudomonas aeruginosa, 

la mutation de CFTR confère à la cellule épithéliale une résistance à l’apoptose liée à 

l’absence d’expression de l’inhibiteur de kinase cycline-dépendante p21
WAF1/CIP1 

et au 

remodelage de l’épithélium (154, 155). 

Concernant la voie du NO, une baisse de sa concentration dans les voies aériennes a 

été rapportée dès le plus jeune âge avant même l’atteinte respiratoire clinique (156). Ceci 

suggère que l’altération de la production de NO est un évènement précoce qui rend compte 

de la susceptibilité accrue des voies aériennes du patient atteint de mucoviscidose vis-à-vis 

des agents viraux et autres pathogènes microbiens. Il a été ainsi montré que cette inaptitude 

était en rapport avec une atteinte élective de la voie STAT-1 qui entraîne l’absence 

d’activation de NOS2. Les voies NF- B et de réponse à l’interféron comme PKR (dsRNA-

activated protein kinase) semblent conservées (84, 157).  
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Figure 7: mécanisme de l’inflammation précoce dans la mucoviscidose
 

 

 

: adapté d’après (146) 

 

E. Systèmes de défense extracellulaire 
 

1. Clairance muco-ciliaire 

 

Le système muco-ciliaire représente une des premières barrières physiques au niveau 

des voies aériennes. La majorité des particules et agents infectieux inhalés sont retenus par le 

mucus qui repose sur le tapis ciliaire avant d’être évacué du système respiratoire dans un 

mouvement à sens unique allant des bronchioles distales jusqu’à la glotte. L’escalator muco-

ciliaire progresse à une vitesse d’environ 10 mm par minute grâce au battement ciliaire 

parfaitement coordonné de 10 à 20 hertz. Celui-ci comprend trois phases: la première active 

et propulsive avec contact entre l’extrémité du cil et le tapis muqueux, la deuxième de retour 

à la position de départ, puis un temps de repos avant de débuter le cycle suivant. 
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Les principaux déterminants du battement ciliaire sont la qualité du liquide dans 

lequel il évolue et le tapis muqueux qui le surplombe. Ainsi la hauteur de la couche liquide 

périciliaire d’environ 7 µm à la base de l’épithélium appelée phase « sol » est-elle 

parfaitement régulée afin de permettre aux cils de n’être en contact avec la couche muqueuse 

que lorsqu’ils se contractent. Cette couche contient de nombreux éléments dont les substrats 

énergétiques et ioniques (liquide isotonique au plasma) indispensables à l’activité contractile, 

ainsi que du monoxyde d’azote.  

Un certain nombre de pathologies respiratoires sont liées à un dysfonctionnement du 

système vibratile. Les anomalies touchent soit l’appareil ciliaire, soit la production du NO 

(qui accélère la clairance muco-ciliaire), soit la régulation de la quantité et de la qualité de la 

phase sol. C’est le cas en particulier des dyskinésies ciliaires et de la mucoviscidose. De 

manière plus générale, une altération de la clairance muco-ciliaire est aussi retrouvée dans 

des bronchopathies plus fréquentes comme l’asthme et la bronchopathie chronique 

obstructive (158). 

 

2. Mucus, mucines et immunoglobulines 

 

Le tapis muqueux de 7 à 70 µm de hauteur représente la phase « gel » de 

l’équipement muco-ciliaire. Sa viscosité détermine la facilité avec laquelle les cils vont 

pouvoir le faire progresser à leurs extrémités sans y rester collés. Les facteurs importants de 

sa viscosité sont notamment l’état d’hydratation (159) et sa composition en glycoprotéines de 

mucines (158, 160). Il est produit par les cellules caliciformes et les glandes sous-

muqueuses. 

On dénombre à ce jour 18 gènes de mucines exprimées dans les voies aériennes qui 

sont réparties en deux groupes: les mucines associées aux membranes (MUC1, MUC4 et 

MUC16) qui agissent comme récepteurs d’agents pathogènes couplés aux voies de 

signalisation intracellulaires, et les mucines sécrétées, beaucoup plus volumineuses, qui 

forment la phase gel (MUC2, MUC5AC, MUC5B et MUC19). Elles sont responsables de 

l’humidification des voies aériennes, et constituent la première barrière de défense de l’hôte. 

Elles sont le support de la réponse immunitaire immédiate innée contre les pathogènes et les 

particules qu’elles retiennent et véhiculent en dehors du tractus respiratoire. La régulation de 

leur synthèse est principalement sous le contrôle de l’epidermal growth factor (EGF) et de 

son interaction avec son récepteur sur l’épithélium respiratoire (161). Une augmentation de 
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synthèse et de sécrétion de mucines est observée dans la plupart des bronchopathies 

inflammatoires chroniques, en lien avec les troubles ioniques, les agents infectieux (P. 

aeruginosa, S. aureus) et l’inflammation neutrophile locale (138, 158, 162). Si 

l’hypersécrétion est un phénotype classique de la réponse de l’épithélium à l’agression, son 

caractère délétère est avéré car elle participe à la formation des bouchons muqueux qui 

aggrave l’obstruction des voies aériennes, et augmente le risque d’exacerbation respiratoire 

(162, 163). 

Les immunoglobulines A sécrétoires de la phase gel font partie des défenses de 

première ligne au niveau de l’appareil bronchique. Elles sont synthétisées par les 

lymphocytes B puis véhiculées à la surface par transcytose des cellules épithéliales. Leur rôle 

est pour l’essentiel de neutraliser les microorganismes (bactéries et virus), mais elles 

interviennent aussi en tant qu’immuno-modulateur de l’immunité acquise en contrôlant la 

réponse immunitaire notamment les phénomènes de tolérance (118, 164). 

 

3. Systèmes antioxydants 

 

L’environnement oxydant particulier du système respiratoire est finement contrôlé 

par un système de défenses antioxydantes à la fois extra- et intra-cellulaire (12, 165) 

(tableau IV). De nombreux travaux ont montré l’importance de ce système pour maintenir 

l’intégrité de l’épithélium respiratoire qui ne peut résister longtemps au stress oxydatif (18, 

165). 

On distingue les systèmes antioxydants en trois catégories. Les défenses primaires 

préviennent la formation d’ERO. Il s’agit essentiellement de la transferrine, de la lactoferrine 

et de la ceruloplasmine (ou ferroxydase) présentes dans les liquides extracellulaires. Elles 

agissent en captant le fer ce qui empêche son utilisation dans les réactions d’oxydation. Les 

défenses secondaires piègent et inactivent les ERO. On trouve dans cette catégorie des 

enzymes comme la superoxyde dismutase (SOD), la catalase et la glutathion peroxidase 

(GPx), ainsi que de nombreuses molécules antioxydantes détaillées dans le tableau IV. Les 

défenses tertiaires interviennent pour éliminer ou réparer les molécules altérées par 

l’oxydation, essentiellement les protéines et l’ADN. 

Un des plus importants systèmes de protection précoce est représenté par le GSH 

dont le ratio intracellulaire entre sa forme réduite (GSH) et oxydée (GSSG) module 
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l’activation de nombreux facteurs de transcription impliqués dans la réponse inflammatoire 

et antioxydante (65, 166). La place des défenses antioxydantes sera abordée en détail dans le 

contexte du chapitre V. Si leur rôle de protection de l’épithélium des voies aériennes est 

acquis, leur utilité en tant que thérapeutique pour contenir le stress oxydant et restaurer le 

déséquilibre de la balance oxydants/antioxydants dans des pathologies comme l’asthme, la 

BPCO ou la mucoviscidose n’est pas établi (167). 

 

Tableau IV: principaux antioxydants présents au niveau des voies aériennes
 

 

Catégorie Structure Localisation 

Enzymes 

Catalase 

Superoxyde dismutase 

 

 

Cycle du glutathion (GSH) : 

- GSH peroxidase 

- GSH réductase 

Hème oxygénase 

G6PD et 6-PGDH 

 

Composés liposolubles 

Vitamine E (α-tocophérol) 

-carotène 

Bilirubine 

 

Composés hydrosolubles 

Vitamine C (ac. ascorbique) 

Acide urique 

Glutathion 

Lactoferrine, transferrine 

Céruloplasmine 

Glucose 

Cystéine 

Cystéamine 

Taurine 

 

Protéines de haut PM 

Mucines 

Albumine 

 

Protéine à hème 

CuZn-SOD (SOD-1) 

Mn-SOD (SOD-2) 

Cu-SOD (EC-SOD) 

 

Protéine à sélénium 

Dimère 

HO-1, HO-2 (hème) 

Enzyme à NADP 

 

 

 

Précurseur de la vitamine A 

Catabolisme de l’hème 

 

 

 

Base purine oxydée 

Tripeptide 

 

 

Hydrate de carbone 

Acide aminé 

Acide aminé 

-amino-acide 

 

 

Glycoprotéine 

Protéine 

 

Cytoplasme, peroxisome, FEC 

Cytoplasme 

Mitochondrie 

FEC 

 

Cytoplasme, mitochondrie et FEC 

Cytoplasme et mitochondrie 

Cytoplasme 

Cytoplasme et mitochondrie 

 

 

Membranes et FEC 

Membranes et tissus 

Tissus et sang 

 

 

Fluides intra- et FEC 

Fluides intra- et FEC 

Fluides intra- et FEC 

Fluides intra- et FEC 

Fluides intra- et FEC 

Fluides intra- et FEC 

Fluides intra- et FEC 

Fluides intra- et FEC 

Fluides intra- et FEC 

 

 

Voies aériennes 

Fluides intra- et FEC 

 : adapté d’après (165). FEC : fluides extracellulaires 
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F. Principales voies de signalisation impliquées dans la réponse de 

l’épithélium respiratoire à l’hyperoxie 
 

L’étude de la réponse à l’hyperoxie est complexe car la cellule épithéliale, en tant que 

barrière physique, est la cible directe de l’hyperoxie, mais aussi la source d’un certain 

nombre d’ERO et d’ERA. Chacun de ces stimuli exerce des effets sur une série de voies de 

signalisation qui ont un certain degré de chevauchement ce qui explique que l’on retrouve 

des similitudes de réponse en fonction des différents agents oxydants comme la fumée de 

tabac, les fibres d’asbeste (qui sont un modèle de stress oxydant), les particules diesels et 

l’hyperoxie. Les effets observés peuvent être distingués en 4 catégories selon qu’ils 

concernent la mort cellulaire, la réponse au stress, la prolifération ou l’inflammation (168). 

 

1. Voie des MAP kinases 

 

La plupart des agents oxydants entraînent la phosphorylation de la cascade des 

protéines kinases activées par les mitogènes (MAPKs) via la dimérisation et activation du 

récepteur membranaire EGF (169). Ces médiateurs sont très sensibles à l’équilibre entre les 

kinases et phosphatases qui régulent leur voie. Elles interviennent dans la réponse précoce au 

stress oxydant. On distingue trois voies majeures: les kinases régulées par les signaux 

extracellulaires (ERKs), les kinases c-Jun-NH2-terminal (JNKs) et les kinases p38. Si des 

similitudes existent dans les réponses à différents stress oxydants, la fumée de tabac active 

les 3 voies, tandis que l’hyperoxie et les fibres d’asbeste activent préférentiellement les voies 

ERKs au niveau épithélial respiratoire. Les médiateurs en aval appartiennent essentiellement 

à la famille des facteurs de transcription AP-1 (familles c-Fos et c-Jun), ainsi que NF- B, qui 

régulent de nombreuses fonctions dont la prolifération et la différentiation cellulaire, la 

réponse au stress et l’inflammation. Ce qui détermine l’évolution de la cellule vers 

l’apoptose ou la prolifération dépend de l’intensité de la réponse ERK par les différents 

stimuli et le nombre de voies stimulées (figure 8). 
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Figure 8: mécanismes d’activation des MAPKs et d’AP-1 par le tabac et les fibres d’asbeste
* 

 

 

*
: adapté d’après (169) 

 

2. Voie impliquant NF-κB 

 

NF- B est un facteur de transcription redox sensible impliqué dans la plupart des 

réponses inflammatoires. Au repos, il est couplé à la protéine inhibitrice I- B et maintenu 

dans le cytoplasme. Les premières étapes de l’activation de NF- B passent par la 

phosphorylation de la sous-unité I- B favorisée par le stress oxydant, qui entraîne 

l’ubiquitination d’I- B puis sa dégradation par le protéasome. NF- B ainsi libéré va pouvoir 

gagner le noyau cellulaire et activer de nombreux gènes, notamment des CK pro-

inflammatoires et des protéines de la phase aigue de réponse au stress (tableau V). Son 

activation et ses effets dépendent cependant de nombreux facteurs dont le type de stimulus, 

le type cellulaire et son environnement. Au niveau de l’épithélium des voies aériennes, les 

ERO seules ne semblent ainsi pas suffisantes pour entraîner son activation (170, 171). Celle-
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ci est obtenue par la synergie entre plusieurs stimuli comme l’hyperoxie, le TNF  et l’IL-1  

(172). 

Les interactions de NF- B avec d’autres facteurs de transcription ajoute un degré 

supplémentaire de régulation au niveau transcriptionnel. L’effet pouvant être synergique 

(fixation des 2 facteurs de transcription sur le même promoteur) ou transactivateur (positif 

lorsque la fixation d’un facteur de transcription est facilitée par NF- B, ou négatif dans le 

cas contraire) (173). Une interaction type transactivation positive est possible entre NF- B et 

AP-1 qui permettrait une plus grande sélectivité dans la réponse transcriptionnelle (174). La 

réponse en terme de protection et/ou tolérance au stress oxydant n’est pas univoque, car si 

l’activation de NF- B a un rôle protecteur anti-apoptotique (175), l’augmentation de GSH 

intracellulaire empêche la dégradatation d’I- B et l’activation de NF- B, ce qui permet 

d’atténuer les effets délétères de la réponse inflammatoire (171, 176, 177). 

  

Tableau V: principaux gènes régulés par NF- B 

 

Cytokines 

TNF , TNF  

IL-1 , IL-2, IL-6, IL-12, 

 

Chimiokines 

IL-8, Gro-α, ,  

MIP-1α 

MCP 

 

Facteurs de croissance 

GM-CSF, G-CSF 

 

Protéines de la phase aigue 

Protéine C réactive (CRP) 

LPS binding protein 

Interféron 

IFN-  

 

Molécules d’adhésion 

ICAM-1, VCAM-1 

E-sélectine 

 

Intégrines 

Alpha-intégrines 

Béta-intégrines 

 

Autres 

NOS 

PLA2 

Cyclooxygénas-2 

 

 

3. Voie impliquant AP-1 

 

Cette famille de facteurs de transcription est particulièrement sensible aux 

modifications de l’équilibre redox environnant (178, 179). Sa place précoce en tant que 
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facteur de la réponse immediate (immediate early genes - IEGs) à de nombreux stimuli en 

fait une voie d’intérêt dans de nombreux processus biologiques comme la prolifération, la 

différentiation cellulaire, l’apoptose, les défenses innées et la réponse inflammatoire (180). 

Les principaux stimuli d’AP-1 sont les MAPKs (notamment phosphorylation par 

ERKs), les fibres d’asbeste et le stress oxydant (180, 181). La famille de protéines AP-1 est 

constituée d’un domaine de fixation à l’ADN qui lui permet de se fixer à des séquences 

consensus appelées éléments de réponse antioxydants (antioxidant response element - ARE) 

présents au niveau de nombreux promoteurs (182). La partie plus fonctionnelle est le 

domaine leucine-zipper qui leur permet d’interagir avec de nombreuses protéines en 

modulant la réponse AP-1 qui est fonction de l’hétérodimère formé et de l’environnement 

cellulaire (180). 

C-Fos et c-Jun sont les principaux membres de l’hétérodimère AP-1. Ils sont présents 

à des niveaux variables en fonction des types cellulaires. Le niveau de c-Fos est en général 

très bas et variable selon les lignées de cellules cancéreuses pulmonaires (183, 184). Après 

stimulation, on obtient un pic d’ARNm à 15-30 min puis un retour à l’état de base en 2h. 

Mais il existe de nombreuses modifications post-transcriptionnelles qui rendent compte des 

effets pleïotropes d’AP-1. On observe ainsi un phénomène d’autorégulation positive avec c-

Jun et négative avec c-Fos (185). Si la place d’AP-1 dans la physiopathologie de nombreuses 

maladies respiratoires est acquise, de nombreuses différences existent quant à ses effets. Ceci 

met en lumière l’importance des types de cellules impliquées, des facteurs modulateurs 

environnementaux et phénomènes de transactivation entre voies de signalisation ainsi que la 

chronologie d’intervention de chacun d’eux. L’approche globale de ces réponses par la 

génomique fonctionnelle et la protéomique devrait permettre de mieux préciser la séquence 

des évènements et les cibles critiques dans ces réponses complexes. 

 

V. Contexte et objectifs du travail 
 

L’étude des mécanismes de la réponse de l’épithélium des voies aériennes à 

l’agression est particulièrement complexe. Il s’agit d’un sujet à fort impact qui reste une 

préoccupation constante de la communauté scientifique et médicale avec de nombreux 

enjeux de santé publique. Une meilleure compréhension de ses dysfonctionnements nourrit 

en effet l’espoir d’améliorer le dépistage des pathologies respiratoires par l’identification de 
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marqueurs précoces de risque et de proposer de nouvelles cibles thérapeutiques permettant 

de mieux contrôler leur évolution. 

J’ai commencé à travailler sur ce thème par l’étude des effets de la pollution 

atmosphérique, notamment les particules diesels sur l’épithélium des voies aériennes. Celles-

ci sont en partie responsables de la recrudescence des maladies allergiques et respiratoires 

dont l’asthme depuis plusieurs décennies. Leur effet s’exerce notamment en initiant un stress 

oxydant cellulaire à l’origine de la réponse inflammatoire. Les types de cellules concernées 

sont en particulier les cellules épithéliales des voies aériennes et les cellules de Langerhans 

intra-épithéliales. Ces dernières ont un rôle majeur dans l’initiation de la réponse 

immunoallergique, dont les déterminants sont à la fois liés aux facteurs paracrines libérés par 

la cellule épithéliale (notamment le GM-CSF), et le stress oxydant intracellulaire généré 

après l’internalisation des particules diesels dans le cytoplasme. Elles ne semblent cependant 

pas suffisantes pour altérer les défenses antimicrobiennes, du moins sur un modèle de 

macrophage infecté par Mycobacterium bovis in vitro. Ces premiers travaux sont regroupés 

dans les annexes B à E. 

J’ai poursuivi dans cette thématique au sein du laboratoire de pathobiologie du Pr. 

Serpil Erzurum à la Cleveland Clinic Foundation par l’étude des effets de l’hyperoxie sur les 

cellules épithéliales des voies aériennes. Le mécanisme de la toxicité de l’hyperoxie est le 

plus souvent étudié sur des modèles animaux ou sur des cultures de lignées cellulaires in 

vitro. Ces approches précisent l’implication des voies de signalisation présentées au chapitre 

F sur la survie cellulaire, la prolifération, la réponse au stress (168, 176, 177). Elles 

soulignent la complexité des effets de l’hyperoxie avec des différences notables selon les 

modèles étudiés qui ne facilitent pas notre compréhension. Ceci est en partie lié aux 

nombreuses interactions entre voies de signalisation, l’existence d’un certain chevauchement 

entre elles et à la redondance des effets des médiateurs impliqués (176, 177, 186). 

Il était difficile jusqu’à l’avènement récent de la génomique fonctionnelle 

d’approcher le caractère dynamique et intégré de la réponse cellulaire à l’hyperoxie par 

rapport à l’approche classique qui consiste à examiner la place de certaines voies 

indépendamment les unes des autres. Ainsi l’étude de la biologie des systèmes par une 

analyse bioinformatique qui est actuellement standardisée, permet de hiérarchiser et mieux 

appréhender la place des différents systèmes biologiques au niveau cellulaire et de 

l’organisme. 
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Mon premier travail propose une approche globale transversale des voies impliquées 

au niveau transcriptionnel par l’hyperoxie au niveau de la cellule épithéliale bronchique 

humaine in vivo, sans hypothèse mécanistique a priori. L’intérêt majeur de l’étude 

génomique est qu’elle ne nécessite que peu d’ARN et de prélèvement cellulaire. Cette 

perspective rend possible l’exploitation de petits prélèvements peu invasifs réalisés in vivo 

chez l’homme et peu modifiés. Ceci ouvre l’accès à une quantité d’information sans 

précédent, d’autant plus pertinente qu’elle se rapproche au plus près des conditions in vivo. 

Outre l’amélioration des connaissances que cette technologie nous apporte, elle permet de 

mieux identifier l’importance et le rôle clé de certains médiateurs. Ceux-ci représentent un 

enjeu considérable pour la recherche et le développement de nouveaux marqueurs de toxicité 

et de cibles d’intérêt thérapeutique (61, 63, 187-189). 

Le stress oxydant étant étroitement lié à la production d’ERA, mon travail s’est 

ensuite focalisé sur l’étude de la régulation d’expression de la NOS2 au niveau épithélial 

respiratoire sur un modèle de culture cellulaire in vitro. La NOS2 dont la régulation est 

essentiellement transcriptionnelle, est dépendante des facteurs de transcription sensibles à 

l’équilibre redox comme NF- B, STAT-1 et AP-1 (190). Des travaux du laboratoire 

d’accueil avaient confirmé l’importance de c-Fos et de STAT-1 dans l’activation de NOS2 

ainsi que l’interaction entre les voies AP-1 et JAK/STAT-1 (191). Dans ce contexte et en 

utilisant la technologie de l’interférence ARN, j’ai testé l’hypothèse que le facteur de 

transcription redox-sensible c-Fos tient un rôle clé dans cette réponse. 

 

VI. Mécanismes de la réponse épithéliale respiratoire à l’hyperoxie chez 

l’homme in vivo 

 

A. Contexte et enjeu 
 

L’épithélium respiratoire s’est adapté à l’environnement gazeux oxydatif avec lequel 

il est en contact permanent grâce à la présence de tout un arsenal extracellulaire de défenses 

antioxydantes. Celui-ci lui permet de maintenir les systèmes antioxydants intracellulaires à 

un niveau relativement bas afin de contrôler le degré du stress oxydant et de ses 

conséquences sur l’homéostasie tissulaire. Cette particularité le rend cependant 

particulièrement vulnérable dès l’instant que la barrière muco-ciliaire est altérée. Cette 
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situation se rencontre dans trois types de situation. Tout d’abord sur une muqueuse 

respiratoire normale soumise à une forte pression environnementale lors d’une exposition 

chronique à des agents toxiques comme certains polluants atmosphériques gazeux (ozone, 

oxydes d’azote) ou particulaires (fibres d’asbeste, particules diesels), la fumée de tabac et les 

infections. La deuxième situation est celle où la muqueuse est fragilisée par différentes 

anomalies intrinsèques de la fonction muco-ciliaire, du système de défenses antixoydantes ou 

de la réponse immunitaire. Les pathologies concernées sont essentiellement les dyskinésies 

ciliaires, la mucoviscidose, les déficits immuns variables et l’asthme. La dernière situation 

concerne une muqueuse fragilisée par une première agression qui est exposée à une FiO2 

élevée (FiO2 > 0,5) dans le but de maintenir une hématose compatible avec la survie de 

l’organisme. Cette condition se rencontre dans le cadre du syndrome de détresse respiratoire 

secondaire à des pneumopathies de cause diverses avec hypoxémie sévère. 

 

B. Intérêt de l’approche fonctionnelle génomique dans l’étude intégrée de 

la biologie des systèmes 
 

Le raisonnement en physiologie s’est profondément modifié avec les données 

fournies par l’étude des génomes et les bouleversements technologiques qui l’ont 

accompagné, définissant l’ère du postgénome. L’approche « classique » en physiologie 

consistait à étudier une fonction (exemple : réponse au stress oxydant) puis d’en préciser les 

mécanismes au niveau protéique (rôle du glutathion, des enzymes antioxydantes…). Le 

support génétique n’étant souvent qu’une hypothèse de travail accessoire. Le raisonnement 

adopté ici est de passer d’une vision globale d’une fonction pour en préciser les déterminants 

à l’échelon cellulaire et moléculaire : ayant identifié une fonction, on peut apporter une 

explication physiopathologique par des voies plus ou moins détournées à sa dérégulation 

dans une maladie donnée (stress oxydant responsable d’un déficit en anti-protéases et lésions 

d’emphysème ; diminution de la superoxyde dismutase et majoration des effets du stress 

oxydant dans l’asthme ; baisse du glutathion, majoration du stress oxydant et susceptibilité 

accrue aux agents infectieux dans la mucoviscidose…) (29, 30, 192). 

L’approche fonctionnelle génomique analyse simultanément l’ensemble des gènes 

exprimés par un type cellulaire ce qui permet d’avoir une vision intégrée et non parcellaire 

de sa fonction. Ainsi, à partir d’une maladie ou d’une condition donnée on précise par une 

approche d’expression différentielle (le plus souvent par comparaison avec une situation 
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normale), non pas le gène impliqué comme c’est le cas de la génétique inverse (exemple de 

la mucoviscidose et CFTR), mais l’ensemble des gènes dérégulés. Cette puissante approche 

génomique permet de préciser le rôle de nombreux gènes dans diverses fonctions, en 

particulier les phénomènes de transrégulations (193). Ceci est rendu possible grâce au 

séquençage du génome entier, et sa classification ontologique unifiée (voies biologiques, 

fonctions moléculaires, et composants de la cellule) (194, 195). De nombreux outils bio-

informatiques ont été proposés pour automatiser une partie de cette analyse à grande échelle 

afin d’en distinguer les principales voies et gènes impliqués dans la condition étudiée (196-

201). L’étape finale consiste à valider les nouvelles hypothèses posées à partir de l’analyse 

du transcriptome au niveau protéique pour expliquer la/les dysfonctions. Cette approche est 

particulièrement utile pour étudier l’aspect dynamique d’une réponse biologique en précisant 

la place relative des différentes voies impliquées et leur chronologie. Elle est actuellement 

largement diffusée dans l’étude de nouveaux marqueurs pronostiques et de réponse aux 

traitements notamment en oncologie humaine (202-207). 

Nous avons ainsi utilisé pour la première fois chez l’homme sain l’approche 

génomique fonctionnelle dans l’étude des effets de l’hyperoxie sur l’épithélium des voies 

aériennes in vivo (figure 9, tableau VI). 

 

Figure 9: principales étapes du protocole d’étude 
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Tableau VI: caractéristiques des sujets sains avant et après exposition à l’hyperoxie
* 

 

 

  
*
 : adapté d’après (71). 

†
 : P < 0,03 vs 21% O2 
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Gene Expression Profile of Human Airway Epithelium
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Hyperoxia leads to oxidative modification and damage of macro-
molecules in the respiratory tract with loss of biological functions.
Given the lack of antioxidant gene induction with acute exposure
to 100% oxygen, we hypothesized that clearance pathways for
oxidatively modified proteins may be induced and serve in the
immediate cellular response to preserve the epithelial layer. To test
this, airway epithelial cells were obtained from individuals under
ambient oxygen conditions and after breathing 100% oxygen for
12 h. Gene expression profiling identified induction of genes in the
chaperone and proteasome-ubiquitin-conjugation pathways that
together comprise an integrated cellular response to manage and
degrade damaged proteins. Analyses also revealed gene expression
changes associated with oxidoreductase function, cell cycle regula-
tion, and ATP synthesis. Increased HSP70, protein ubiquitination,
and intracellular ATP were validated in cells exposed to hyperoxia
in vitro. Inhibition of proteasomal degradation revealed the impor-
tance of accelerated protein catabolism for energy production of
cells exposed to hyperoxia. Thus, the human airway early response
to hyperoxia relies predominantly upon induction of cytoprotective
chaperones and the ubiquitin-proteasome–dependent protein deg-
radation system to maintain airway homeostatic integrity.

Keywords: airways; gene expression; hyperoxia; proteasome; ubiquitin

Oxygen, one of the most abundant elements in our world, is
essential for the oxidation of organic compounds to generate
the energy needed to sustain life. Under ambient conditions,
reactive oxygen species (ROS) are generated at a low level in
lung cells during aerobic metabolism. To minimize the oxidant
injury that is a consequence of aerobic life, the human lung is
endowed with an integrated antioxidant system, which detoxifies
reactive products (1–4). However, excessive ROS may over-
whelm the antioxidant system and result in damage to major
cellular components, including membrane lipids, proteins, carbo-
hydrates, and DNA (1, 5–8). The pathophysiologic consequences
of this injury may include cell death, and tissue inflammation
and damage. This is particularly evident during conditions of
increased oxygen exposure for medical therapy (4, 9, 10). The
bronchial epithelium is particularly vulnerable to the effects of
airborne oxidative stress as the moist mucosal surface of the
airway is in direct contact with the environment (11). Hyperoxia
leads to oxidant injury in the respiratory tract, which is manifest
as acute tracheobronchitis with edema and decrease in mucocili-

(Received in original form July 8, 2005 and in final form May 4, 2006 )

This study was supported by AI70649, HL60917, and M01 RR018390 from the
National Center for Research Resources. A.C. was supported by grants from the
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ary clearance (12, 13). Oxidative damage of proteins and loss
of biological function is one defined end-point of hyperoxic
injury (1, 5–8). In the past, significant attention has focused on
clarifying the role of antioxidant enzymes such as superoxide
dismutases, catalase, or glutathione peroxidases in mitigating
airway damage resulting from hyperoxia (6, 7, 12, 14, 15). Studies
show that exposure to lower levels of hyperoxia can lead to
upregulation of antioxidant defenses, which are protective in
subsequent high-level (� 95%) oxygen exposure (1). However,
most studies also show that in response to immediate exposure
to � 95% oxygen, antioxidant enzymes are expressed at low
levels, and are unable to upregulate rapidly enough to protect
against injury (6, 7, 12, 15). In this context, we hypothesized that
in the absence of increased protection against oxidative injury,
clearance pathways for oxidatively damaged proteins may have
a central role in the early response of cells to maintain the
homeostatic integrity of the epithelial layer. Substantial evidence
indicates that the ubiquitin-proteasome system is responsible
for degrading altered proteins in the cytoplasm, nucleus, and
endoplasmic reticulum of eukaryotic cells (16). Using a func-
tional genomic approach, we analyzed the mRNA levels of hu-
man bronchial epithelial cells obtained by brushing at bronchos-
copy from healthy volunteers before and after 12 h exposure to
� 95% oxygen. Genes related to proteasome ubiquitin-dependent
protein catabolism, cell cycle, or with an oxidoreductase activity
were identified as primary early responses to in vivo hyperoxia.
In complementary studies, the induction of chaperones, ATP
synthesis, and increased ubiquitination was confirmed in human
airway epithelial cells exposed to hyperoxia in vitro.

MATERIALS AND METHODS

Study Population and Exposure to Hyperoxia In Vivo

To evaluate human bronchial epithelial cell hyperoxia-related gene
expression in vivo, healthy nonsmoking volunteers were studied. All
had normal histories, physical examinations, chest X-ray, and spirome-
try. Exclusion criteria included prolonged exposure to second-hand
smoke at home or work; exposure to environmental dusts or toxic agents
known to cause pulmonary disease; a history of recurrent episodes of
breathlessness, chest tightness, cough, and/or sputum production; hu-
man immunodeficiency virus infection; and a history of respiratory
infection in the previous 6 wk (7, 12). Volunteers underwent fiberoptic
bronchoscopy with cytology brushings from the right main stem bron-
chus to obtain bronchial epithelial cells at room air (group normoxia).
They returned 2 wk later and were exposed at � 95% oxygen for 12 h
by a full, tight-fitting mask, after which they immediately underwent a
bronchoscopy for sampling of bronchial epithelial cells (group hyper-
oxia) as previously described (7, 12, 17). In addition, other healthy
volunteers underwent bronchoscopy to collect bronchial epithelial cells
for culture with exposure to normoxia and hyperoxia in vitro. The study
was approved by the Institutional Review Board, and written informed
consent was obtained from all volunteers.

Preparation of RNA and Microarray Hybridization

Normal bronchial epithelial cells were obtained by cytology brushings
from second- and third-order bronchi as previously described (12).
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Total RNA from fresh human bronchial epithelial cells was isolated
by the Guanidium Thiocyanate-Cesium Chloride (GTC-CsCl) gradient
method, and first subjected to formaldehyde-agarose gel electrophoresis
to confirm its integrity. Samples showing degradation of ribosomal
RNA by visual inspection under ultraviolet light were discarded. Total
RNA (8 �g) was converted into double-stranded cDNA with the Super-
Script II reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA) using an
oligo(18)24 primer containing a T7 RNA polymerase promoter (Genset,
La Jolla, CA). cDNAs were purified by phenol/chloroform extraction
and ethanol precipitation. The cDNA was used as a template for synthe-
sis of the biotinylated cRNA transcript using the BioArray RNA tran-
script labeling kit (Enzo Diagnostics, Farmingdale, NY). cRNAs were
purified from an in vitro transcription reaction using RNeasy kit
(Qiagen, Valencia, CA). After fragmentation into � 200 bp by alkaline
treatment (200 mM tris-acetate, pH 8.2/500 mM potassium acetate/
150 mM magnesium acetate), biotinylated cRNA was hybridized to the
test chip as specified by Affymetrix; when satisfactory, 15�g of the
labeled cRNA were hybridized overnight onto the Affymetrix
HG-U133A GeneChip (Affymetrix, Santa Clara, CA), which contained
22,283 human transcripts. After hybridization, each array was washed
and stained according to the Affymetrix protocol EukGE-WS2v4, and
scanned (GeneArray scanner G2500A; Hewlett-Packard, Palo Alto,
CA). The methodology used in our study fulfilled the Microarray Gene
Expression Data Society (MGED) Minimum Information About a
Microarray Experiment (MIAME) guidelines (www.mged.org/Workgroups/
MIAME/miame.html).

Microarray Data Acquisition and Preprocessing

From data image files, gene transcript levels were determined using
algorithms from the Microarray Analysis Suite version 5.1 software
(Affymetrix). Based on the detected P value, a single weighted mean
expression level for each gene was obtained, as well as the absolute
call (designated “Present,” “Marginal,” or “Absent”), indicating if the
transcript was reliably detected using a one-sided Wilcoxon signed-
rank test. Data was scaled from each array to normalize the results for
interarray comparisons by correcting the mean intensity for each array
(top and bottom 2% of genes excluded) to a set target intensity of 300.
Arrays were assessed for several quality control measures, including
the absence of any significant artifacts, the detection P value � 0.05
(called “Present”) for the bacterial genes spiked into the hybridization
mix, the 3�/5� ratio of the intensity for �-actin and GADPH, the percent
of genes detected as “Present” in each array. Finally, probe sets desig-
nated as “Absent” were filtered out in all arrays.

Microarray Data Analysis

The raw data, normalized using the GeneSpring software (Silicon Ge-
netics, Redwood City, CA), was performed as follows: (1 ) per microar-
ray sample, by dividing the raw data by the 50th percentile of all
measurements; and (2 ) per gene, by dividing the raw data by the median
of the expression level for the gene in all samples. All further analyses
were performed on the 9,787 normalized genes from 8 chips. The gene
annotations for each probe set were updated with the latest NetAffx
HG-U133A annotation file (09–16–2005) at: http://www.affymetrix.
com/support/technical/byproduct.affx?product�hgu133-20 (19). As-
sessment of genes with significant change was performed using the
GeneSpring software, by calculating the P values using the Welch
t test. This analysis was done on the 9,787 genes from 8 chips. Genes
were assumed to be significantly upregulated or downregulated if the
calculated P value was � 0.05. The mean value of expression for a
given gene in hyperoxia and normoxia was used to determine the fold
change in a gene expression between the two conditions. Hierarchical
clustering of the genes among samples from individuals in normoxia
and in hyperoxia was performed by a Pearson correlation (uncentered)
similarity metric and average linkage clustering using the GeneSpring
software tools applying Eisen’s methodology (20). Selected genes were
subjected to an intensive search to identify biological function and associ-
ated regulatory pathways. Genes were classified based on the Gene Ontol-
ogy Consortium (21) obtained through the NetAffx server (available at
www.netaffx.com), public information from GenBank (www.ncbi.nlm.
nih.gov/Genbank/index.html), and SOURCE search (http://genome-
www5.stanford.edu/cgi-bin/source/sourceSearch) for biological process.
To identify functional categories that were modulated by hyperoxia, we

used the GOMINER software developed by Zeeberg and coworkers,
which gives a P value for Gene Ontology (GO) categories that are
enriched in significantly modulated genes (22).

Cell Culture and In Vitro Hyperoxia

BET-1A cells, a human bronchial epithelial cell line transformed by
SV-40 T antigen (23), was cultured in a serum-free LHC-9 medium
consisting of LHC-8 medium (Biofluids, Rockville, MD), 2.75 M epi-
nephrine, 0.33 nM retinoic acid, 25 U/ml penicillin, 25 �g/ml streptomy-
cin, and 25 �g/ml fungizone (Invitrogen), on plates precoated with
coating medium containing 29 �g/ml collagen (Vitrogen, Palo Alto,
CA), 10 �g/ml bovine serum albumin (Biofluids, Camarillo, CA), and
10 �g/ml fibronectin (Calbiochem, La Jolla, CA). Primary human air-
way epithelial cells (HAEC) obtained by bronchial brushing from
healthy volunteers were cultured in serum-free Lechner and LaVeck
media (LHC8) on plates precoated with coating media as above (24).
Primary HAEC cultures of passages 0–2 were used in experiments.
HAEC or BET-1A were placed in a humidified incubator chamber
(MIC-101; Billups-Rothenburg, Del Mar, CA), and the chamber inlet
port connected to a source of pure oxygen infused at 5 liters/min.
Oxygen concentration was monitored at the outlet port, and when
oxygen was � 98% in the chamber, the gas source was disconnected
and inlet and outlet ports tightly clamped. The chamber was maintained
in an incubator at 37�C for the duration of the exposure, and the oxygen
monitored at the end of the exposure. At end of exposures of up to
24 h oxygen levels were 98 	 2%. After exposure, the cells were rinsed
three times with phosphate-buffered saline and harvested for RNA and
protein extracts.

To evaluate the effect of hyperoxia on ubiquitination of proteins,
50 �M proteasome inhibitor Ac-Leu-Leu-nLeu-al (ALLN; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) was added before hyperoxia to block
proteasome degradation.

Northern Blot Analysis

Total RNA from cells was extracted by the GTC ([4 M guanidium
thiocyanate, 25 mM sodium citrate, pH 7.0], 0.5% sarkosyl, and 0.1 M
�–mercaptoethanol)-CsCl gradient method and evaluated by Northern
blot using a [32P]-labeled Heat Shock Protein 70 (HSP70) probe (25,
26) and [32P]-labeled 18S ribosomal RNA as a control. The blots were
then subjected to autoradiography and the HSP70 bands quantified
relative to 18S ribosomal RNA using a PhosphorImager (Molecular
Dynamics, Sunnyvale, CA).

Western Blot Analysis

BET-1A cells were harvested in an ice-cold buffer containing 50 mM
Tris (pH 7.9), 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM dithiothreitol (DTT),
0.5% Nonidet P-40, 10% glycerol, 1 mM phenylmethylsulphonylfluor-
ide (PMSF), 5 �g/ml leupeptin, 10 �g/ml pepstatin A, 200 �M sodium
orthovanadate (NaOV), and 20 �g/ml aprotinin (24, 27). Cell lysates
(70 �g/lane) were separated by electrophoresis on 15% SDS-PAGE
HCl gel and then electrophoretically transfered onto a nitocellulose
membrane or onto Immuno-Blot PVDF Membrane (0.2 �m; Bio-Rad,
Hercules, CA). The membrane was blocked with 5% nonfat milk or 5%
bovine serum albumin (BSA; Biosource, Rockville, MD), and incubated
overnight with primary antibodies. Antibodies included monoclonal
anti-ubiquitin antibody P4D1 (Santa Cruz Biotechnology), the rabbit
polyclonal cleaved caspase-8 antibody (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA), the mouse monoclonal anti–�-actin antibody AC-15
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), and the secondary antibody was conju-
gated to horseradish peroxidase. The detection of signal was performed
with enhanced chemiluminescent system (ECL; Amersham, Arlington
Heights, IL).

Measurement of Intracellular ATP Concentration

Whole cell protein extracts from BET-1A cells were harvested as de-
scribed above. ATP concentration within lysates was detected using the
ATPlite Luminescence ATP Detection Assay System (PerkinElmer,
Boston, MA). Values were normalized for protein concentrations of
the lysate.
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RESULTS

Clinical Assessment of Healthy Volunteers and
Biological Samples

Global characteristics of healthy volunteers included average
age of 27 	 2 yr, 3 females, and all were white. The major
epithelial cell types obtained by brushing at bronchoscopy in-
cluded ciliated, secretory, basal, and undifferentiated cells, and
a small number of inflammatory cells as previously reported (7).
A total of six individuals were analyzed by microarray. Two
chips, representing paired RNA from one volunteer under nor-
moxia and hyperoxia, displayed a poor microarray quality score
and were not used in analyses. Of the remaining five individuals,
RNA was degraded in one of the five under normoxia, and in
another one of five under hyperoxia. Thus eight chips represent-
ing five individuals, with three of the five individuals having
paired data before and after hyperoxia, were of good quality
and used in analyses (Table 1).

Global Analysis of Gene Expression Profiles

Based on the selection of genes called “Present,” and those
found in at least three of four chips in each condition (normoxia
or hyperoxia), a total of 9,787 genes were identified in the final
set of analyzed genes. Based on the Welch t test, we identified
135 genes (1.4% of the total genes) significantly modulated by
hyperoxia—that is, 97 up-regulated genes and 38 down-regulated
genes (Tables 2 and 3). Fold change of modulated genes was
modest: 6% of these genes displayed on average 	 60% variation
in hyperoxia versus normoxia, 19% displayed 	 40–60% varia-
tion, 58% displayed 	 20–40% variation, and 17% of the genes
had � 20% variation. Consequently, the P value for each gene
from the Welch t test was obtained without any correction for
false discovery rate (Figure 1). The effects of hyperoxia were
also assessed through the complementary approach of global
analysis of gene expression by the clustering method. This ap-
proach identified individuals rather than the hyperoxia exposure
within the whole set of 9,787 genes (Figure 2A). Hyperoxia
exposure was discriminated by gene expression profile when the
subgroup of genes for analyses was selected upon the P value �
0.05 (i.e., the set of 135 significantly modulated genes; Figure
2B). To mitigate any difficulty with false detection, we focused
on the functional categories according to the Gene Ontology
(GO) denomination rather than on the modulation of specific
genes by themselves. Functional analysis was extrapolated
through the GO categories for each gene, with the aid of the
GOMINER software (22) (Table 4). This approach identified
the involvement of several groups of genes with particular known
molecular functions and biological processes and thus helps the

TABLE 1. EVALUATION OF THE QUALITY FILTER CRITERIA IN MICROARRAY CHIPS

Background Noise 3�/5� �-actin 3�/5� GAPDH
Name � 100 � 5 Scale Factor* %P† � 2 � 2

1-normoxia 59 2.5 13.4 42 2.5 1.6
2-normoxia 89 3.8 4.4 52 1.2 0.9
2-hyperoxia 80 3.3 4.2 54 1.3 1.1
3-normoxia 100 4.2 6.1 46 1.4 1,0
3-hyperoxia 93 3.9 3.6 54 1.2 1,0
4-normoxia 70 3.1 6.1 53 1.0 0.9
4-hyperoxia 84 3.5 10.6 46 1.2 0.8
5-hyperoxia 81 3.6 8.2 50 1.4 0.9
Mean (70) 82 (13) 3.5 (0.5) 7.1 (3.4) 50 (4) 1.4 (0.5) 1 (0.2)

Definition of abbreviation: GAPDH, glyceraldehyde phosphate deydrogenase.
* Scaling factor of the mean intensity for each array to a set target intensity of 300.
† Percent of genes detected as Present by the Microarray Suite 5.1 software.

understanding of the complex integrated hyperoxia-induced cell
response (Figures 3A and 3B). Categories of genes involved in
protein modification were predominantly identified, especially
genes with oxidoreductase activity and those involved in ubiqui-
tination. There was also induction of genes involved in ATP
synthesis. Of note, a group of genes with unknown function was
also identified. Some of these, however, belong to well-defined
categories such as the ubiquitin-dependent protein catabolism
for PSMD9 or protein ser/thr/tyr kinase activity for LIMK2; the
grouping shown is inherent to the GO classification.

Selected Pathways and Categories of Interest from the
Functional Analysis

Antioxidants, redox-related genes, and glutathione metabolism.
Antioxidant enzymes including the superoxide dismutases (SOD),
catalase, glutamylcysteine ligase (GCL), or glutathione peroxi-
dases (GPx) were not significantly modulated by hyperoxia
(Table 5). The functional analysis identified genes with oxidore-
ductase activity instead (Table 4). This group includes alcohol
dehydrogenases especially involved in the metabolism of lipid
peroxidation products, suggesting a pivotal role of redox homeo-
stasis in hyperoxia response. The glutathione metabolism cate-
gory was not identified by functional analyses. However, genes
related to glutathione/thiol metabolism were significantly modu-
lated in the gene expression analysis, such as glutaredoxin 2
(GLRX2) and alcohol dehydrogenase 5 (ADH5). GLRX2 cata-
lyzes the glutathione-dependent reduction of disulfides and
glutathione-mixed disulfides in the mitochondrion (18, 28),
whereas ADH5, a ubiquitous protein widely distributed in mam-
mals, acts as a glutathione-dependent formaldehyde dehydroge-
nase, controlling intracellular levels of S-nitrosoglutathione,
S-nitrosylated proteins, and the metabolism of lipid peroxidation
products (29, 30). Together these enzymes contribute to cellular
redox homeostasis.

Ubiquitination and protein catabolism pathway. The ubiquitin-
dependent protein catabolism and protein modification catego-
ries were the foremost biological process identified by the func-
tional analysis using the GOMINER approach (Table 4, Figure
3). Among the genes identified in this category were proteasome
subunit 
1 (PSMA1), ubiquitin-conjugating enzyme E2E1
(UBE2E1), ubiquitin-conjugating enzyme E2L3 (UBE2L3),
ubiquitin-specific protease 24 (USP24), and PSMD9 (Table 3).

Genes involved in the response to stress and inflammation.
Chaperones from the heat shock 70-kD (HSP70) and 40-kD
(HSP40) family were induced by hyperoxia; that is, heat shock
70-kD protein 5-glucose-regulated protein (HSPA5), which is
the only heat shock from the endoplasmic reticulum in the set
of 9,784 genes, and DnaJ (HSP40) homolog subfamily B member



Chambellan, Cruickshank, McKenzie, et al.: Hyperoxia and Gene Expression 427

TABLE 2. GENES DOWN-REGULATED IN AIRWAY EPITHELIUM WITH HYPEROXIA IN VIVO

Affymetrix ID Accession No. Symbol Gene Ratio* P Value†

221904_at NM_144635 MGC21688 Hypothetical protein MGC21688 0.73 2.5 � 10�3

219001_s_at NM_024345 MGC10765 Hypothetical protein MGC10765 0.66 3.4 � 10�3

221774_x_at NM_017569 FAM48A Family with sequence similarity 48, member A 0.64 3.7 � 10�3

32091_at NM_014655 KIAA0446 KIAA0446 gene product 0.81 7.2 � 10�3

204676_at NM_015421 DKFZP564K2062 DKFZP564K2062 protein 0.67 1.2 � 10�2

204252_at NM_001798 CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 0.72 1.3 � 10�2

212083_at NM_144582 TEX261 Testis expressed gene 261 0.85 1.3 � 10�2

200856_x_at NM_006311 NCOR1 Nuclear receptor co-repressor 1 0.61 1.6 � 10�2

204180_s_at NM_014007 ZNF297B Zinc finger protein 297B 0.80 1.7 � 10�2

206115_at NM_004430 EGR3 Early growth response 3 0.40 1.8 � 10�2

213816_s_at NM_000245 MET Met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor) 0.67 1.9 � 10�2

201860_s_at NM_000930 PLAT Plasminogen activator, tissue 0.64 1.9 � 10�2

219801_at NM_030580 ZNF34 Zinc finger protein 34 (KOX 32) 0.69 2.1 � 10�2

215246_at NM_016648 HDCMA18P HDCMA18P protein 0.77 2.3 � 10�2

203934_at NM_002253 KDR Kinase insert domain receptor (a type III receptor tyrosine kinase) 0.75 2.5 � 10�2

201668_x_at NM_002356 MARCKS Myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate 0.83 2.7 � 10�2

37433_at NM_004671 PIAS2 Protein inhibitor of activated STAT2 0.64 2.7 � 10�2

201270_x_at NM_015332 KIAA1068 KIAA1068 protein 0.84 2.8 � 10�2

206533_at NM_000745 CHRNA5 Cholinergic receptor, nicotinic, 
 polypeptide 5 0.72 2.9 � 10�2

214801_at NM_145034 LOC163590 AF464140 0.66 3.0 � 10�2

216396_s_at NM_004879 EI24 Etoposide induced 2.4 mRNA 0.78 3.0 � 10�2

209594_x_at NM_002784 PSG9 Pregnancy-specific �1-glycoprotein 9 0.78 3.0 � 10�2

217156_at NM_000182 HADHA Hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase/3-ketoacyl-Coenzyme A thiolase/enoyl-Coenzyme A 0.66 3.1 � 10�2

hydratase (trifunctional protein), 
 subunit
219685_at NM_021637 FLJ14084 Hypothetical protein FLJ14084 0.73 3.2 � 10�2

210653_s_at NM_000056 BCKDHB Branched chain keto acid dehydrogenase E1, � polypeptide (maple syrup urine disease) 0.79 3.2 � 10�2

217866_at NM_024811 FLJ12529 Pre-mRNA cleavage factor I, 59-kD subunit 0.86 3.5 � 10�2

213058_at AK092338 LOC283585 Transcribed locus, weakly similar to XP_375099.1 hypothetical protein LOC283585 0.63 3.6 � 10�2

214699_x_at NM_015610 DKFZP434J154 WIPI49-like protein 2 0.72 3.6 � 10�2

217682_at NM_014117 PRO0149 PRO0149 protein 0.80 3.6 � 10�2

205741_s_at NM_001392 DTNA Dystrobrevin, 
 0.72 3.9 � 10�2

218862_at NM_024701 ASB13 Ankyrin repeat and SOCS box-containing 13 0.82 4.1 � 10�2

214119_s_at NM_000801 FKBP1A FK506 binding protein 1A, 12 kD 0.68 4.1 � 10�2

219889_at NM_005479 FRAT1 Frequently rearranged in advanced T-cell lymphomas 0.81 4.2 � 10�2

207805_s_at NM_002813 PSMD9 Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 9 0.79 4.4 � 10�2

214080_x_at NM_002743 PRKCSH Protein kinase C substrate 80K-H 0.82 4.4 � 10�2

214035_x_at AK131084 LOC399491 LOC399491 protein 0.65 4.6 � 10�2

205550_s_at NM_004899 BRE Bain and reproductive organ-expressed (TNFRSF1A modulator) 0.80 4.7 � 10�2

212864_at NM_003818 CDS2 CDP-diacylglycerol synthase (phosphatidate cytidyltransferase) 2 0.80 4.9 � 10�2

* Hyperoxia/normoxia ratio of the median.
† Welch t test performed to determine significant genes on the filtered set of 9,787 genes.

12 (DNAJB12). This confirms previous reports of increase of
HSP70 at the mRNA level in airway epithelial cells exposed to
acute hyperoxia (6). There was no evidence of an increase in
genes involved in the immune response or the acute-phase in-
flammatory response within 12 h of exposure to hyperoxia.

Cell cycle–related genes. The GOMINER functional analysis
suggested a state of cell cycle arrest. The main alterations of
molecular function identified were the protein phosphatases,
especially with tyrosine phosphatase activity—for example, dual
specificity phosphatase 7 (DUSP7), protein tyrosine phospha-
tase, nonreceptor type 13 (PTPN13), cell division cycle 14 homo-
log A (CDC14A), and tensin-like SH2 domain-containing 1
(TENS1) (Table 4, Figure 3). This was reinforced by the identifi-
cation of genes involved in phosphorus metabolism, especially
protein dephosphorylation and the regulation of DNA replica-
tion, that is, the significant decrease in cyclin-dependent kinase
2 (CDK2), which is involved in the late phase of G1-S transition.
These findings suggest that cell cycle arrest may be an adaptive
early response to cellular stress.

In Vitro Hyperoxia

Increased ubiquitination of proteins in BET-1A cells. To confirm
the involvement of ubiquitin-dependent protein catabolism in-
duced by hyperoxia at the RNA level, transformed airway epi-

thelial BET-1A cells were exposed to hyperoxia in vitro. We
used proteasome inhibitor ALLN at 50 �M to quantitate the
total level of ubiquitination occurring over time. At this concen-
tration there is no evidence of cell toxicity, as reported by other
studies using ALLN (31, 32). Here, cells displayed a low level
of ubiquitinated proteins at baseline, which increased rapidly in
a time-dependent manner in response to hyperoxia exposure
compared with room air exposure (Figure 4).

Increased expression of HSP 70 mRNA in BET-1A cells and
HAEC. Previous study showed that upregulation of HSP70 spe-
cifically protected a lung epithelial cell line against hyperoxia
by attenuating hyperoxia-mediated lipid peroxidation and ATP
depletion (33). Here, primary and transformed airway epithelial
cells exposed to hyperoxia in vitro confirmed upregulation of HSP70
mRNA by Northern analysis by 24 h of exposure (Figure 5).

Adverse effects of proteasome inhibition on ATP levels and
activation/cleavage of caspase 8. To investigate the role of in-
creased protein catabolism in cells acutely exposed to hyperoxia,
airway epithelial cells were exposed to hyperoxia in the presence
or absence of ALLN. No evidence of cell toxicity was observed
with ALLN, which is consistent with previous studies using hu-
man airway epithelial cells (data not shown) (31, 32, 34). Total
protein concentrations of cell lysates were similar in cells without
ALLN and exposed to ALLN in the presence or absence of
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TABLE 3. GENES UP-REGULATED IN AIRWAY EPITHELIUM WITH HYPEROXIA IN VIVO

Affymetrix ID Accession No. Symbol Gene Ratio* P Value†

219933_at NM_016066 GLRX2 Glutaredoxin 2 1.57 1.8 � 10�3

201177_s_at NM_005499 UBA2 SUMO-1 activating enzyme subunit 2 1.34 5.8 � 10�3

206020_at NM_004232 SOCS6 Suppressor of cytokine signaling 6 1.36 6.1 � 10�3

219767_s_at NM_005111 CRYZL1 Crystalline, zeta (quinone reductase)-like 1 1.26 8.0 � 10�3

213000_at NM_015358 ZCWCC3 Zinc finger, CW-type with coiled-coil domain 3 1.53 8.1 � 10�3

205288_at NM_003672 CDC14A CDC14 cell division cycle 14 homolog A (S. cerevisiae) 1.78 8.6 � 10�3

201801_s_at NM_004955 SLC29A1 Solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 1 1.31 8.9 � 10�3

200608_s_at NM_006265 RAD21 RAD21 homolog (S. pombe) 1.29 9.3 � 10�3

209146_at NM_006745 SC4MOL Sterol-C4-methyl oxidase-like 1.22 9.9 � 10�3

211746_x_at NM_148976 PSMA1 Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 1 1.41 1.0 � 10�2

213375_s_at NM_052818 CG018 Hypothetical gene CG018 1.46 1.1 � 10�2

204449_at NM_005388 PDCL Phosducin-like 1.59 1.1 � 10�2

203827_at NM_017983 FLJ10055 Hypothetical protein FLJ10055 1.37 1.1 � 10�2

212388_at XM_371254 USP24 Ubiquitin specific protease 24 1.41 1.1 � 10�2

212510_at NM_015141 KIAA0089 KIAA0089 protein 1.36 1.3 � 10�2

203855_at NM_014969 KIAA0893 KIAA0893 protein 1.21 1.4 � 10�2

201816_s_at NM_001483 GBAS Glioblastoma amplified sequence 1.29 1.5 � 10�2

221182_at NM_025063 FLJ23550 Hypothetical protein FLJ23550 1.29 1.5 � 10�2

212929_s_at NM_001005751 LOC387680, FLJ10824 Similar to KIAA0592 protein hypothetical protein FLJ10824 1.30 1.6 � 10�2

201803_at NM_000938 POLR2B Polymerase (28) II (DNA directed) polypeptide B, 140 kD 1.16 1.7 � 10�2

209448_at NM_006410 HTATIP2 HIV-1 Tat interactive protein 2, 30 kD 1.17 1.8 � 10�2

211953_s_at NM_002271 KPNB3 Karyopherin (importin) � 3 1.49 1.9 � 10�2

208678_at NM_001696 ATP6V1E1 ATPase, H
 transporting, lysosomal 31 kD, V1 subunit E isoform 1 1.32 2.0 � 10�2

217851_s_at NM_016045 C20orf45 Chromosome 20 open reading frame 45 1.46 2.1 � 10�2

208788_at NM_021814 ELOVL5 ELOVL family member 5, elongation of long chain fatty acids 1.25 2.1 � 10�2

(FEN1/Elo2, SUR4/Elo3-like, yeast)
201784_s_at NM_014267 SMAP Small acidic protein 1.49 2.2 � 10�2

65493_at NM_022070 ABC1 Amplified in breast cancer 1 1.44 2.2 � 10�2

200775_s_at NM_002140 HNRPK Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K 1.56 2.3 � 10�2

213530_at BC022977 RAB3GAP RAB3 GTPase-activating protein 1.16 2.4 � 10�2

213246_at XM_058628 C14orf109 Chromosome 14 open reading frame 109 1.36 2.4 � 10�2

217853_at NM_022748 TENS1 Tensin-like SH2 domain containing 1 1.44 2.4 � 10�2

208848_at NM_000671 ADH5 Alcohol dehydrogenase 5 (class III), chi polypeptide 1.69 2.4 � 10�2

208638_at NM_005742 TXNDC7 Thioredoxin domain containing 7 (protein disulfide isomerase) 1.31 2.4 � 10�2

212819_at NM_016114 ASB1 Ankyrin repeat and SOCS box-containing 1 1.62 2.4 � 10�2

215884_s_at NM_013444 UBQLN2 Ubiquilin 2 1.43 2.5 � 10�2

212543_at XM_166300 AIM1 Absent in melanoma 1 1.14 2.5 � 10�2

208736_at NM_005719 ARPC3 Actin related protein 2/3 complex, subunit 3, 21kDa 1.18 2.7 � 10�2

204201_s_at NM_006264 PTPN13 Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 13 1.26 2.7 � 10�2

(APO-1/CD95 (Fas)-associated phosphatase)
207483_s_at NM_018448 TIP120A TBP-interacting protein 1.25 2.7 � 10�2

208857_s_at NM_005389 PCMT1 Protein-L-isoaspartate (D-aspartate) O-methyltransferase 1.32 2.7 � 10�2

219800_s_at NM_024838 THNSL1 Threonine synthase-like 1 (bacterial) 1.78 2.8 � 10�2

212519_at NM_003341 UBE2E1 Ubiquitin-conjugating enzyme E2E 1 (UBC4/5 homolog, yeast) 1.29 2.8 � 10�2

220495_s_at NM_024715 C5orf14 Chromosome 5 open reading frame 14 1.36 2.8 � 10�2

209043_at NM_005443 PAPSS1 3�-phosphoadenosine 5�-phosphosulfate synthase 1 1.22 2.9 � 10�2

211936_at NM_005347 HSPA5 Heat shock 70-kD protein 5 (glucose-regulated protein, 78 kD) 1.44 2.9 � 10�2

218333_at NM_016041 F-LANa Carcinoma-related gene 1.50 2.9 � 10�2

217737_x_at NM_016407 C20orf43 Chromosome 20 open reading frame 43 1.16 2.9 � 10�2

202872_at NM_001695 ATP6V1C1 ATPase, H
 transporting, lysosomal 42kDa, V1 subunit C, isoform 1 1.48 3.0 � 10�2

213848_at NM_001947 DUSP7 Dual specificity phosphatase 7 1.30 3.0 � 10�2

202271_at NM_015176 KIAA0483 KIAA0483 protein 1.35 3.0 � 10�2

212698_s_at NM_144710 SEPT10 Septin 10 1.25 3.1 � 10�2

201676_x_at NM_148976 PSMA1 Proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 1 1.17 3.1 � 10�2

206262_at NM_000669 ADH1C Alcohol dehydrogenase 1C (class I), gamma polypeptide 1.74 3.1 � 10�2

203181_x_at NM_182691 SRPK2 SFRS protein kinase 2 1.60 3.1 � 10�2

211760_s_at NM_003762 VAMP4 Vesicle-associated membrane protein 4 1.21 3.2 � 10�2

200979_at NM_000284 PDHA1 Pyruvate dehydrogenase (lipoamide) alpha 1 1.26 3.2 � 10�2

201443_s_at NM_005765 ATP6AP2 ATPase, H
 transporting, lysosomal accessory protein 2 1.30 3.2 � 10�2

209273_s_at NM_030940 HBLD2 HESB like domain containing 2 1.33 3.3 � 10�2

212936_at NM_032042 DKFZP564D172 Hypothetical protein DKFZp564D172 1.41 3.3 � 10�2

212841_s_at BC021714 PPFIBP2 PTPRF interacting protein, binding protein 2 (liprin beta 2) 1.39 3.5 � 10�2

222016_s_at NM_145909 ZNF323 Zinc finger protein 323 1.82 3.5 � 10�2

211744_s_at NM_001779 CD58 CD58 antigen, (lymphocyte function-associated antigen 3) 1.46 3.6 � 10�2

201021_s_at NM_006870 DSTN Destrin (actin depolymerizing factor) 1.54 3.6 � 10�2

210968_s_at NM_020532 RTN4 Reticulon 4 1.19 3.7 � 10�2

209174_s_at NM_017730 FLJ20259 FLJ20259 protein 1.35 3.7 � 10�2

202868_s_at NM_006627 POP4 Processing of precursor 4, RNase P/MRP subunit (S. cerevisiae) 1.21 3.7 � 10�2

201592_at NM_003756 EIF3S3 Eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 3 gamma, 40kDa 1.24 3.7 � 10�2

211971_s_at NM_133259 LRPPRC Leucine-rich PPR-motif containing 1.24 3.8 � 10�2

203773_x_at NM_000712 BLVRA Biliverdin reductase A 1.49 3.8 � 10�2

(Continued)
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TABLE 3. (Continued )

Affymetrix ID Accession No. Symbol Gene Ratio* P Value†

203218_at NM_002752 MAPK9 Mitogen-activated protein kinase 9 1.47 3.8 � 10�2

209004_s_at NM_012161 FBXL5 F-box and leucine-rich repeat protein 5 1.18 3.8 � 10�2

202049_s_at NM_005095 ZNF262 Zinc finger protein 262 1.29 3.8 � 10�2

213940_s_at NM_015033 FNBP1 Formin binding protein 1 1.47 3.9 � 10�2

200992_at NM_006391 IPO7 Importin 7 1.28 3.9 � 10�2

215440_s_at XM_043653 BEXL1 Brain expressed X-linked-like 1 1.41 3.9 � 10�2

202474_s_at NM_005334 HCFC1 Host cell factor C1 (VP16-accessory protein) 1.27 4.0 � 10�2

221637_s_at NM_024099 MGC2477 Hypothetical protein MGC2477 1.34 4.0 � 10�2

200684_s_at NM_003347 UBE2L3 Ubiquitin-conjugating enzyme E2L 3 1.38 4.1 � 10�2

219751_at NM_024860 FLJ21148 Hypothetical protein FLJ21148 1.39 4.1 � 10�2

202854_at NM_000194 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (Lesch-Nyhan syndrome) 1.30 4.1 � 10�2

209340_at NM_003115 UAP1 UDP-N-acteylglucosamine pyrophosphorylase 1 1.26 4.2 � 10�2

209034_at NM_006813 PNRC1 Proline-rich nuclear receptor coactivator 1 1.94 4.2 � 10�2

200780_x_at NM_000516 GNAS GNAS complex locus 1.31 4.3 � 10�2

200941_at NM_001537 HSBP1 Heat shock factor binding protein 1 1.09 4.3 � 10�2

212956_at XM_093895 KIAA0882 KIAA0882 protein 1.27 4.3 � 10�2

201200_at NM_003851 CREG Cellular repressor of E1A-stimulated genes 1.44 4.4 � 10�2

218065_s_at NM_020644 C11orf15 Chromosome 11 open reading frame 15 1.19 4.6 � 10�2

202865_at NM_001002762 DNAJB12 DnaJ (HSP40) homolog, subfamily B, member 12 1.27 4.6 � 10�2

202193_at NM_005569 LIMK2 LIM domain kinase 2 1.24 4.6 � 10�2

217731_s_at NM_021999 ITM2B Integral membrane protein 2B 1.74 4.6 � 10�2

206158_s_at NM_003418 ZNF9 Zinc finger protein 9 1.27 4.7 � 10�2

209005_at NM_012161 FBXL5 F-box and leucine-rich repeat protein 5 1.36 4.7 � 10�2

209063_x_at NM_006451 PAIP1 Poly(A) binding protein interacting protein 1 1.17 4.8 � 10�2

212017_at AL137406 LOC130074 Hypothetical protein LOC130074 1.20 5.0 � 10�2

201202_at NM_002592 PCNA Proliferating cell nuclear antigen 1.33 5.0 � 10�2

* Hyperoxia/normoxia ratio of the median.
† Welch t test performed to determine significant genes on the filtered set of 9,787 genes.

hyperoxia (all P � 0.7). To determine the functional consequence
of blocking the proteasome pathway in terms of cell metabolism
and cell death pathways, intracellular free ATP level was mea-
sured (35). Under hyperoxia, BET-1A cells increased intracellu-
lar ATP, which was consistent with the findings from the tran-
scriptome analyses of human airway epithelium exposed to
hyperoxia in vivo that identified upregulation of ATP synthesis
as a significant biological pathway. However, the ALLN-pre-
treated cells exposed to hyperoxia were unable to increase the
intracellular ATP level (Figure 6A). Since increased ATP is
likely necessary to adjust cellular metabolism and homeostasis
in stressed cells, the consequence in terms of cell death was
evaluated by using caspase 8 cleavage as a marker of activation
of cell death. Cleavage of caspase 8 was increased at 24 h and
48 h in hyperoxia-exposed BET-1A cells pretreated with ALLN,
but not cells undergoing hyperoxia exposure only (Figure 6B).
These results indicate that proteasome clearance of oxidant-
damaged proteins is required for induction of energy production
by the cell.

DISCUSSION

Using gene expression profiling, we identified the early inte-
grated response of the human bronchial epithelium after hyper-
oxia exposure in vivo. This situation frequently occurs during
the treatment of acute respiratory distress syndrome in the adult
and the newborn, and represents an example of oxidative stress,
which is a common final pathway involved in the pathogenesis
of many airway diseases such as asthma, chronic obstructive
pulmonary disease, and cystic fibrosis (4). Although the source
of the oxidative stress differs among environmental exposure in
which the oxidants are present in the inhaled air (e.g., hyperoxia,
air pollution, cigarette smoke) and inflammatory airway diseases
in which the inflammatory cells recruited to the airways produce
ROS, the airway response to oxidants appears generally similar
(1). Consistent with two genomic studies of human airway cells

after oxidant stress induced by cigarette smoke in vivo, hyperoxia
leads to a greater number of genes up-regulated than down-
regulated (36, 37). This is in contrast to results from genomic
analyses of whole lungs of mice exposed to hyperoxia using
a similar approach to this study (38). This may be related to
differences between human and murine gene responses, the use
of whole murine lung tissue as opposed to our relatively pure
bronchial epithelial cells obtained by brushing, or the use of
different manufacturers’ microarrays (36–38). Nevertheless,
the fold change of responses in this study, that is, hyperoxia to
normoxia ratio, for modulated genes was relatively low. One
explanation may be the abundant protective levels of antioxidant
scavenging molecules, including glutathione, in the extracellular
epithelial lining fluid in vivo. This first barrier may attenuate
the cellular epithelial oxidant stress in the first 12 h of hyperoxia
exposure (1, 39).

Traditionally, complementary approaches were used to con-
firm individual genes identified in the gene expression analysis.
Since the development of this powerful technology, the proce-
dures for DNA microarrays have been carefully standardized
from the design of the study to the extraction and treatment
of the data to guarantee optimal confidence in the results
(www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html) (21, 22, 40).
Recent studies validated changes in modulated genes similar in
direction and magnitude when compared with semiquantitative
RT-PCR (38, 41, 42). The new strategies developed to improve
the validity of the analysis focus on the identification of sets of
genes instead of individual genes by themselves (43, 44). In this
study, we used the same approach, assuming that a set of genes
displaying coordinated expression level is involved in a func-
tional pathway. This approach is particularly well suited toward
understanding the inherent complexity of biological systems;
that is, the concept of systems biology is founded on models
translating the results of global functional genomics into a com-
prehensive understanding of how organisms are organized and
operate (45).
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Figure 1. Genes significantly different under conditions of hyperoxia
versus normoxia in five patients for expression of 9,787 genes evaluated
in bronchial epithelial cells. The P values were calculated for each gene
called “Present” and found in at least three of the four microarrays in
each condition using the Welch t test. Ordinate, P value for each gene;
abscissa, geometric mean of values in normoxia and hyperoxia, that is,
0.5 � (log2Nor 
 log2Hyp) (68). Genes significantly overexpressed in
hyperoxia are in red, and significantly underexpressed in hyperoxia in
green.

Here, the inability of the bronchial epithelium to upregulate
antioxidant enzymes including SOD1, SOD2, and catalase, is in
accordance with previous studies showing a relatively low level
of antioxidant mRNAs at baseline without any increase after
24–48 h of hyperoxia exposure in humans (7, 12, 15). The antioxi-
dant enzyme response is similar to that of humans in murine
lungs but different than in the rat (38, 46, 47). Interestingly, trans-
genic models with overexpression or mice deficient in these
enzymes do not show evidence of an essential role of SOD and
catalase in preventing hyperoxia injury in murine lungs (46). One
of the protective antioxidant systems in the airway is glutathione,
which neutralizes oxidants and inhibits oxidant-induced intracel-
lular signal transduction, thus attenuating proinflammatory cel-
lular responses (4). Human airway epithelial cell lines, including
16-HBE, BEAS-2B, NCI-H292, and A549, increase intracellular
glutathione within hours of hyperoxia exposure in vitro (15, 48,
49). The mechanism for the glutathione increase may be related
in part to a rapid, but transient, increase of glutamylcysteine
ligase, the rate-limiting enzyme in de novo synthesis of GSH;
intracellular levels increase 4 h after hyperoxia in vitro and
return to basal levels by 12 h (50). In this study, changes in
glutamylcysteine ligase mRNA were not found, but the airways
were sampled after 12 h of hyperoxia, and earlier time of induc-
tion would not have been detected. However, other interacting
components of the glutathione-antioxidant system, including
�-glutamyltransferase, glutathione peroxidases, and glutathione
reductase, were not induced in this study, or in previous in vitro
studies of primary human bronchial epithelial cells and bronchial
epithelial cell lines exposed to hyperoxia (15, 24, 49–51). Other
data support that upregulation of glutathione antioxidant sys-
tems are not requisite for defense against hyperoxia (25, 38, 52,
53). For example, glutathione peroxidase 1–deficient mice do
not have increased sensitivity to hyperoxia (52, 53). Moreover,
depletion of glutathione does not increase the sensitivity of BEAS-
2B cells to hyperoxia (15). Taken together, enzymes of the glutathi-
one antioxidant system do not appear to be one of the essential

Figure 2. Hierarchical clustering of all 9,787 genes (A ), or the subset
of 135 genes differentially expressed according to a P value below 0.05
between hyperoxia and normoxia (B ). Gene and condition trees were
generated by hierarchical clustering of genes called “Present” in at least
three of the four microarrays using the Pearson correlation. N refers to
normoxia, H to hyperoxia, with numbers identifying volunteers. Using
all genes (A ), clustering occurs by pairs; for example, N3 and H3 are
paired normoxia and hyperoxia of Volunteer no. 3. Using the subset
of genes (B ), clustering is by normoxia and hyperoxia groups. Individuals
N1 and H5 are unpaired conditions of normoxia and hyperoxia,
respectively.
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TABLE 4. GOMINER CATEGORIES OF GENES MODULATED BY HYPEROXIA IN HUMAN AIRWAY
EPITHELIUM IN VIVO

Total* Under* Over* P Value

Molecular Function

Catalytic activity
Nucleotidyl transferase activity 63 1 4 4 � 10�3

Protein tyrosine phosphatase activity 39 0 4 4 � 10�3

Protein tyrosine/serine/threonine phosphatase activity 20 0 2 4.2 � 10�2

Ubiquitin conjugating enzyme activity 18 0 2 3.5 � 10�2

Oxidoreductase activity
Acting on aldehyde oroxo group of donors 19 1 1 4 � 10�2

Formaldehyde dehydrogenase (glutathione) activity 1 0 1 1.6 � 10�2

Alcohol dehydrogenase activity 6 0 2 4 � 10�3

Transcription cofactor activity 134 2 4 2.3 � 10�2

Corepressor activity 46 1 2 4 � 10�2

Small GTPase binding 18 0 2 3.5 � 10�2

Ran GTPase binding 4 0 2 2 � 10�3

Unknown 235 2 7 1.5 � 10�2

Biological Process

Regulation of DNA replication 8 1 1 7 � 10�3

Proteolysis during cellular protein catabolism 93 1 4 1.8 � 10�2

Ubiquitin-dependent protein catabolism 81 1 4 1 � 10�2

Protein import into nucleus, docking 13 0 2 1.9 � 10�2

Protein modification 679 5 13 2.6 � 10�2

Phosphorus metabolism 370 3 8 3.9 � 10�2

Protein amino acid dephosphorylation 67 0 4 2.4 � 10�2

* Number of genes modulated by hyperoxia and number of genes in each category on U133 array. Over- or under-representation
of functional categories according to the GO classification are determined by using Fisher’s exact test. Categories containing more
than two genes and a P value � 0.05 are represented.

early adaptive responses to in vivo hyperoxia at the transcriptional
level.

Functional analyses suggest an early effect of hyperoxia is
the inhibition of DNA replication and transcription together

Figure 3. Selected cellular pathways triggered by hyperoxia
according to the significant biological processes (A ) and the
molecular functions (B ) involved using the GOMINER ap-
proach. Upregulated genes are represented in red and down-
regulated genes in green. P value of functional categories,
using Fisher’s exact test, are presented in parentheses. See
tables for gene descriptions.

with increased phosphatases, which would lead to a decrease in
the phosphorylation status of the cell, and a possible resultant
protective growth arrest. This is consistent with previous studies
in mammalian and human cells exposed to hyperoxia that show



432 AMERICAN JOURNAL OF RESPIRATORY CELL AND MOLECULAR BIOLOGY VOL 35 2006

TABLE 5. MODULATION OF GENES INVOLVED IN REDOX REGULATION

Category Description Hyp/Nor ratio P Value

Catalase and superoxide dismutase Catalase 1.27 0.084
Superoxide dismutase 1 1.05 0.683
Superoxide dismutase 2 1.38 0.687

Glutathione metabolism Glutathione peroxidase 1 1.51 0.35
Glutathione peroxidase 4 1.12 0.613
Glutathione peroxidase 2 0.92 0.798
Glutathione peroxidase 3 1.03 0.74
Glutathione-S-transferase A1 1.05 0.614
Glutathione-S-transferase A2 1.30 0.298
Glutathione-S-transferase A3 0.94 0.865
Glutathione-S-transferase A4 1.17 0.502
Glutathione-S-transferase M1 0.84 0.481
Glutathione-S-transferase M2 0.94 0.808
Glutathione-S-transferase M3 0.80 0.564
Glutathione-S-transferase M4 0.73 0.122
Glutathione-S-transferase M5 0.75 0.125
Glutathione-S-transferase pi 0.98 0.963
Glutathione-S-transferase subunit 13 1.09 0.636
Glutathione-S-transferase theta 1 0.98 0.952
Microsomal glutathione S-transferase 2 0.97 0.923
Glutathione-S-transferase omega 1 1.38 0.389
Glutathione synthetase 1 0.99
Glutamate cysteine ligase (catalytic subunit) 1.11 0.328
Glutamate cysteine ligase (modifier subunit) 1.17 0.217
Glutaredoxin 2 1.57 0.002
Glutaredoxin (thioltransferase) 1.38 0.118

Redox balance Ferredoxin 1 1.28 0.252
Ferredoxin reductase 1.11 0.656
Peroxiredoxin 1 1.05 0.587
Peroxiredoxin 2 1.00 1
Peroxiredoxin 3 1.18 0.079
Peroxiredoxin 4 1.34 0.396
Peroxiredoxin 6 1.18 0.181
Thioredoxin 1.24 0.387
Thioredoxin 2 1.11 0.697
Thioredoxin interacting protein 1.11 0.366
Thioredoxin reductase 1 1.06 0.691
Thioredoxin reductase 3 0.87 0.361
Thioredoxin like, 32kDa 1.15 0.274
Thioredoxin-like 2 0.98 0.839
Thioredoxin domain containing 1.16 0.478
Thioredoxin domain containing 4 1.04 0.681
Thioredoxin domain containing 5 1.04 0.864
Thioredoxin domain containing 7 1.31 0.024
Thioredoxin-related transmembrane protein 2 1.19 0.522
Alcohol dehydrogenase 1C 1.74 0.03
Alcohol dehydrogenase 5 1.33 0.02
Alcohol dehydrogenase 1A 0.96 0.792
Alcohol dehydrogenase 6 0.90 0.505
Alcohol dehydrogenase 7 1.22 0.442

a block of the G1 to S phase progression in the cell cycle mediated
by an increase in CDK inhibitor p21WAF1/CIP1 within the first
12 h (8, 32, 54–57). Cell cycle arrest may provide time for repair
of damage sustained under hyperoxia stress, and thus avoid the
replication and propagation of potentially hazardous mutations
(8, 32, 56, 57). This conjecture may be supported by the decrease
in CdK2 and the increase expression of genes from the protein
dephosphorylation category in our study (8, 57).

The induction of genes related to the proteasome, ubiquitin-
conjugation pathways, protein folding, and chaperone functions
in this study suggests a carefully integrated and coordinated
response to identify hyperoxia-related damaged proteins and
perhaps direct them toward the protein catabolism pathway (5,
27, 58, 59). Early induction of heat shock proteins in response
to hyperoxia is a well-known adaptive mechanism in the preven-
tion of aggregation and repair of damaged cellular macromole-
cules, including oxidized proteins and lipids (58). Hyperoxia

increases expression of HSP70 mRNA in primary bronchial epi-
thelial cells in vitro (6), and HSP70 attenuates lipid peroxidation
in the human airway epithelial cell line A549 exposed to hyper-
oxia (33). Here, upregulation of HSP70 was detected in response
to hyperoxia in vivo and also confirmed in BET-1A and primary
human airway epithelial cells exposed in vitro. Another impor-
tant role of this molecular chaperone is to interact with the
ubiquitin system (58). Ubiquitination is the process by which a
polyubiquitin chain is added onto altered proteins, which allows
the proteasome to recognize, bind, and unfold the ubiquitinated
proteins, and subsequently digest them into small peptides (5,
26, 58, 60). Chaperones act as protein stabilizers, preventing
aggregation of misfolded proteins before the ubiquitin-protea-
some–dependent degradation pathway (58). Greater ubiquitina-
tion of proteins in cells exposed to hyperoxia was confirmed
in vitro. Disturbance in the processing and degradation of pro-
teins are implicated in the physiopathology of many diseases,
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Figure 4. Ubiquitination of proteins in BET1A cells exposed to 100%
O2 increases over time. Western blot shows increase in ubiquitination
of proteins over time, with �-actin as control for protein loading. Graph
shows average 	 SD of three independent experiments.

such as cystic fibrosis, which was recently confirmed using the
same approach (32, 43, 61); hence the ability to upregulate ubi-
quitin-proteasome pathway is likely an essential defense to pre-
vent tissue injury as a result of accumulation of damaged and
misfolded proteins. In fact, the critical function of increasing
protein clearance in hyperoxia was confirmed through measures
of cellular ATP and activation of cell death pathways under
conditions of inhibition of proteasomal degradation of proteins.

The ability of the cell to produce ATP in response to hyper-
oxia is a pivotal event in prevention of injury. An increase in
glucose consumption and ATP production has previously been
reported in the A549 lung cancer cell line exposed to hyperoxia
(33, 62). In this study, genes involved in glycolysis were not
induced in vivo, consistent with studies in mice exposed to hyper-

Figure 5. Time course of HSP70 mRNA expression in transformed bron-
chial epithelial cells (BET1A) and primary HAEC exposed to 100% O2.
The representative Northern blot analysis of total 10�g RNA/lane dem-
onstrates an increase of HSP70 at 24 h. Ribosome 18S is shown as
control. Results are representative of four independent experiments.

Figure 6. (A ) ATP levels in BET1A cells exposed to 100% O2 over time
with (closed circles) or without (open circles) ALLN pretreatment. Hyper-
oxia induces a significant and early increase of ATP in BET1A cells without
ALLN pretreatment (*P � 0.01). The use of ALLN prior to hyperoxia
significantly reduces ATP levels within BET-1A cells. (B ) Increased activa-
tion of cell death pathway in BET1A cells exposed to hyperoxia over
time with ALLN pretreatment. Western blot shows an increase in cleaved
Caspase 8 protein, with �-actin as control for protein loading. Results
are representative of three independent experiments.

oxia and studies of human airway epithelial cells from individuals
who smoke cigarettes (36, 38). However, hyperoxia and resultant
oxidant stress may mediate effects on protein function through
both transcriptional events and post-translational protein modi-
fications. Protein tyrosine nitration, a selective and reversible
process, occurs during oxidative stress, and leads to inactivation
of proteins including enzymes in glycolysis and in the TCA cycle,
resulting in inhibition of energy production (63). Functional ge-
nomic analysis in this study indicates that hyperoxia upregulates
proteins involved in ATP production. This was confirmed by
the marked and rapid induction of ATP levels in cells exposed
to hyperoxia in vitro. The lack of increase of ATP, and the
activation of caspase 8, with proteasome blockade suggests that
degradation and clearance of proteins, is critical for the increase
of ATP production and avoidance of cell death. Notably, the
absence of apoptosis in cells exposed to hyperoxia in vitro was
shown in previous studies of human airway epithelial cells, in
which the occurrence of cell death occurs after days of exposure
but appears more suggestive of necrosis (64, 65). This transcrip-
tional signature of genes involved in ATP production (especially
mitochondrial oxidoreductase activity genes) and genes involved
in protein degradation (including ubiquitins) is shared among
other diseases including cystic fibrosis (43) and muscular atrophy
(66). These reports highlight the importance of the interaction
between these pathways as a common cellular response to stress.
In an in vitro model of human fibroblast exposure to oxidative
stress, the accumulation of oxidatively modified proteins corre-
lates with the inability of the cell to maintain intracellular ATP,
with subsequent occurrence of necrosis, rather than apoptosis
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(67). The cell death, whether by necrosis or apoptosis, of human
bronchial epithelium in vivo requires further studies.

In summary, human bronchial epithelial cells display small
variations in gene expression after exposure to in vivo hyperoxia.
The functional categories involved are suggestive of cell cycle
arrest and induction of cytoprotective chaperones and the
ubiquitin-proteasome–dependent protein degradation system.
Involvement of genes with oxidoreductase activity likely contrib-
ute to maintenance of reduced glutathione and thiols that are
critical for oxidant-scavenging capacity and energy production.
These responses, which occur within 12 h of hyperoxia exposure
in vivo, may be effective in preserving homeostatic integrity
of the airway in the short term; however, under conditions of
sustained oxygen exposure and/or chronic oxidative stress, they
may not be sufficient to safeguard against injury of the airway.
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D. Discussion des résultats 

 

L’analyse de transcriptome appliquée dans cette étude apporte une vision globale 

intégrée des mécanismes impliqués dans la réponse de l’épithélium à l’hyperoxie. Ces 

mécanismes sont complexes car les voies de signalisation impliquées sont nombreuses, ont 

un certain degré de redondance, et varient d’un type cellulaire à un autre. L’analyse étant 

limitée à la seule étape du transcriptome ne rend de plus pas compte des étapes suivantes de 

maturation et d’activation des protéines et ne permet pas d’approcher une fonction ou une 

voie de régulation de manière fine. L’importance de la localisation cellulaire des protéines 

régulatrices et des facteurs de transcription n’est pas abordée dans cette approche qui aborde 

l’ensemble du transcriptome de la cellule par l’utilisation des ARN totaux. Néanmoins, 

l’approche de génomique fonctionnelle permet de regrouper l’ensemble des gènes exprimés 

en fonction des voies auxquelles ils appartiennent et de préciser l’importance respective de 

chacune d’elles. Elle permet d’en identifier de nouvelles voies et en cela est un précieux outil 

pour orienter les recherches futures. Cette vision dynamique de l’organisation de la réponse à 

l’hyperoxie in vivo permet de hiérarchiser la place d’une voie et de sa cinétique de réponse 

par rapport aux autres, dans l’environnement épithélial bronchique normal chez l’homme, ce 

qui ouvre des perspectives d’intervention sur de nouvelles cibles précoces et spécifiques 

(201). 

A partir de la série des 9787 gènes retenus après application de l’algorithme qualité 

d’Affymetrix, seuls 135 sont finalement différentiellement exprimés en utilisant le test 

statistique de Welch ce qui représente 1,4% de la série initiale (manuscrit 1, tableaux 2 et 3). 

Davantage de gènes sont sur-exprimés que sous-exprimés, ce qui est cohérent avec 2 études 

génomiques précédentes comparables qui ont évalué l’effet de la fumée de tabac sur 

l’épithélium bronchique (56, 61). Les ratios d’expression entre hyperoxie et normoxie 

(quantité de transcrit hyperoxie/normoxie) restent cependant peu élevés ou abaissés, ce qui 

témoigne d’une réponse cellulaire modeste, peu intense au niveau transcriptionnel dans les 

12 premières heures suivant l’hyperoxie. Une explication pourrait être la protection 

qu’exerce la barrière muqueuse et antioxydante extracellulaire, notamment via le glutathion 

efficace dans un premier temps et neutralisant une partie du stress oxydant (18). 

Pourtant on n’observe pas de dérégulation significative des principales enzymes du 

métabolisme du glutathion, ni de la superoxyde dismutase (SOD), ni de la catalase. Les 
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résultats sont variables en fonction des modèles d’étude pour ces principales enzymes 

antioxydantes, avec des similitudes entre les modèles humains et murins et différents chez le 

rat (71, 75, 77, 188, 208). Concernant la SOD et la catalase, leur place semble limitée dans 

cette réponse précoce, comme le démontre l’absence d’effet protecteur observé sur des 

modèles surexprimants la SOD ou la catalase (74, 209). Par contre, l’absence d’augmentation 

du glutathion contraste avec ce qui est rapporté dans des modèles de lignées cellulaires 

humaines in vitro (77, 171). Ceci est probablement lié au temps d’analyse de 12h retenu dans 

notre etude. En effet la cinétique de la glutamylcystéine ligase, qui est l’enzyme limitante de 

la synthèse du glutathion, est rapide (en quelques heures) mais transitoire (retour à la 

normale à 12h) (210). De plus la plupart des autres enzymes du métabolisme du glutathion 

ne sont pas modifiées dans des modèles de cultures primaires ou de lignées épithéliales 

bronchiques humaines in vitro (77, 210, 211). Ainsi il ne semble pas que les enzymes du 

métabolisme du glutathion, la SOD ni la catalase aient un rôle majeur dans la réponse 

précoce à l’hyperoxie in vivo. 

L’identification de séries de gènes impliqués dans des fonctions cellulaires bien 

définies est un temps essentiel de cette approche de biologie des systèmes (193, 200, 212, 

213) (figures 10, 11). Notre analyse objective une augmentation des phosphatases cellulaires 

au niveau transcriptionnel, qui suggère une diminution des processus de phosphorylation 

compatible avec un arrêt du cycle cellulaire (manuscrit 1, tableau 4). Ce résultat est cohérent 

avec les données sur culture in vitro qui démontrent un blocage précoce du cycle cellulaire à 

la phase G1/S médié par p21, le principal inhibiteur des kinases dépendantes des cyclines 

(87, 88). 
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Figure 10: fonctions cellulaires impliquées dans la réponse précoce à l’hyperoxie chez le 

sujet sain [selon GOMINER]. Valeur de P obtenue en utilisant le test de Fischer (entre 

parenthèses). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: principales enzymes impliquées dans la réponse à l’hyperoxie chez le sujet sain 

[selon GOMINER]. Valeur de P obtenue en utilisant le test de Fischer (entre parenthèses). 
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L’analyse des principales voies impliquées dans l’orientation de la réponse précoce au 

niveau cellulaire identifie le système ubiquitine-protéasome (manuscrit 1, figure 3 et tableau 

4). Ainsi l’altération des protéines par le stress oxydant nécessite une intégration précoce et 

coordonnée des systèmes de détection des protéines altérées, de réparation et de catabolisme. 

Il s’agit essentiellement des protéines du choc thermique et du système ubiquitine-

protéasome (214-216). Nous avons ainsi confirmé l’augmentation d’expression d’HSP70 au 

niveau transcriptionnel à 12h d’hyperoxie in vivo et 24h in vitro (manuscrit 1, tableau 3 et 

figure 5). HSP70 a notamment la propriété d’atténuer la peroxydation des lipides secondaire 

au stress oxydant, de maintenir la conformation des protéines partiellement altérées 

(chaperons moléculaires) et d’interagir avec le système ubiquitine pour orienter la 

dégradation de celles qui ne peuvent être reconformées (215, 217). 

De nombreux gènes de ce système sont retrouvés dans la série des gènes induits par 

l’hyperoxie et appartenant aux catégories fonctionnelles responsables du catabolisme des 

protéines (manuscrit, tableau 3, 4 et figure 3). Ceci est confirmé sur culture cellulaire in vitro 

avec une augmentation de l’ubiquitinylation des protéines cellulaires dans les heures suivant 

l’exposition à l’hyperoxie (manuscrit 1, figure 4). Une dysfonction dans la voie du 

catabolisme des protéines altérées et du système ubiquitine-protéasome a été rapportée dans 

certaines pathologies respiratoires comme la mucoviscidose et l’emphysème déficitaire en 

alpha 1-antitrypsine (218). La place de ces systèmes de défenses précoces semble donc 

centrale dans le maintien de l’homéostasie protéique et cellulaire. 

Un des point crucial de cette réponse à l’hyperoxie semble être l’aptitude de la cellule 

à produire de l’ATP qui est indispensable à la fonction du protéasome et de la protéine 

chaperon HSP70 (219). Ainsi une augmentation de la glycolyse en réponse à l’hyperoxie est 

rapportée dans le modèle A549 (220), mais non retrouvé dans un modèle murin ou après 

exposition à la fumée de tabac chez l’homme (61, 188). Il est possible que cet effet soit 

médié par la production de dérivés réactifs nitrés en réponse au stress oxydant, qui entraîne 

la nitration de résidus tyrosine au niveau de sites actifs de certaines protéines de la glycolyse 

et du cycle de krebs qui conduirait à la diminution de la production d’ATP (221). Notre 

analyse génomique retrouve ainsi une surexpression d’un certain nombre de gènes à activité 

oxydo-réductase (notamment mitochondriaux) impliqués dans la production d’ATP. Nous 

avons confirmé l’augmentation précoce d’ATP sur un modèle in vitro en utilisant une 

technique par luminescence particulièrement sensible (ATPlite, PerkinElmer utilisant le 

couple luciférine/luciférase). La synthèse d’ATP est en fait variable dans le temps, le taux à 

24h d’hyperoxie revenant à l’état de base. Peu de données sont disponibles au delà de 24h, 
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mais une étude sur la même lignée montre que la capacité de synthèse d’ATP est dépendante 

du maintien de la concentration de glucose dans le milieu (220). L’absence de synthèse 

d’ATP après blocage du protéasome est contemporain de l’activation de la caspase 8, ce qui 

est cohérent avec une évolution vers l’apoptose (manuscrit 1, tableaux 3 et 4, figure 3 et 6). 

Ainsi le maintien de la synthèse d’ATP et du système ubiquitine-protéasome en réponse à 

l’hyperoxie permet la survie cellulaire et l’absence d’apoptose, qui serait en parti liée au 

blocage du facteur induisant l’apoptose AIF par HSP70 (222). C’est ce qui est observé dans 

de nombreuses études utilisant un temps précoce d’exposition à l’hyperoxie, l’évolution vers 

une mort cellulaire ne survenant qu’après plusieurs jours suggérant davantage un mécanisme 

de nécrose que d’apoptose (79, 186). Les mécanismes et voies métaboliques impliqués dans 

l’augmentation d’ATP restent à cependant à préciser, notamment la place de l’ubiquitination 

dans ce processus. 

Ainsi cette étude souligne l’importance de l’arrêt précoce du cycle cellulaire en 

réponse à l’hyperoxie qui permet aux mécanismes de contrôle de la qualité des protéines et 

de la production d’ATP de restaurer l’homéostasie cellulaire au niveau de la cellule 

épithéliale bronchique in vivo chez l’homme. Ces phénomènes sont intimement liés à 

l’équilibre redox et impliquent de nombreux gènes à activité oxydo-réductase. Leur rôle est 

de maintenir les principaux antioxydants comme le glutathion et les résidus thiols dans un 

état réduit qui protège efficacement contre le stress oxydant et permet le maintien du 

métabolisme énergétique cellulaire. Cependant l’absence d’augmentation des enzymes 

antioxydantes confère une relative fragilité à l’épithélium des voies aériennes dont les 

premiers mécanismes de protection sont insuffisants pour maintenir l’homéostasie lors d’une 

exposition plus prolongée à l’hyperoxie, ce qui conduit la cellule vers une mort distincte de 

l’apoptose appelée par certains l’oncose (figure 12) (79). 
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Figure 12: synthèse des principales voies impliquées dans la réponse précoce à l’hyperoxie 
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VII. Rôle de c-Fos dans l’expression de la NO synthase inductible au niveau 

de l’épithélium des voies aériennes 

 

A. Contexte et enjeu 
 

L’environnement oxydatif présent au niveau des voies aériennes génère des espèces 

radicalaires particulièrement instables et réactives, dont l’anion superoxyde et le monoxyde 

d’azote (NO). Ce  dernier permet de détoxifier une partie des ERO en les transformant en 

espèces dérivées de l’azote qui constituent à leur tour un stress d’une autre nature appelé 

nitrosant (10, 11). L’anion superoxyde particulièrement agressif est neutralisé et transformé 

en peroxynitrite (ONOO
-
) moins toxique, qui altère cependant un certain nombre de 

protéines en interagissant avec leurs résidus tyrosine formant les dérivés nitrotyrosines. Ainsi 

dans des conditions d’augmentation du stress oxydant et de synthèse du NO (comme dans 

l’asthme) on assiste à l’augmentation de ces composés (124). L’environnement oxydatif 

conduit également à la formation précoce de nitrites (NO2
-
 et NO2

.
) qui peuvent 

secondairement réagir avec les résidus tyrosine des protéines (dérivés nitrotyrosines), et de 

nitrates (NO3
-
) non toxiques. La présence des résidus thiols sur les molécules antioxydantes 

conduit à la formation de dérivés S-nitrosothiols (principalement S-nitrosoglutathion) à un 

stade plus tardif, qui constituent un réservoir non toxique de dérivés réactifs de l’azote et qui 

ont des propriétés bronchodilatatrices (223, 224). Une augmentation anormale des dérivés S-

nitrosothiols est ainsi observée dans l’asthme sévère, la mucoviscidose et la BPCO (132, 

224). Ainsi, si le NO fait partie de l’arsenal des molécules de la défense antioxydante, ses 

dérivés réactifs ont des propriétés biologiques qui rendent compte de ses effets délétères 

notamment dans l’asthme où ils ont un rôle important dans l’origine de l’inflammation (225, 

226). 

Les effets du NO au niveau des voies aériennes sont de différentes natures. C’est un 

important régulateur du tonus musculaire bronchique et vasculaire pulmonaire. Il stimule la 

sécrétion des mucines et agit sur la clairance muco-ciliaire par ses effets sur le battement 

ciliaire, est impliqué au niveau du système immunitaire en modulant la réponse 

inflammatoire, et possède des effets bactéricides et tumoricides (19, 227). Sa synthèse 

endogène est sous le contrôle des NO synthases qui convertissent la L-arginine en NO et 
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citrulline dans une réaction faisant intervenir une molécule d’oxygène et le NADPH. 

Plusieurs isoformes sont présentes dans la muqueuse des voies aériennes. Les NOS1 et 

NOS3, parfois appelées constitutionnelles, ont été initialement identifiées dans les neurones 

et les cellules endothéliales respectivement. Leur activité dépend du taux de calcium 

intracellulaire en se fixant sur la calmoduline et entraîne la formation de NO de l’ordre de la 

picomole. La NOS2 est inductible dans de nombreux types cellulaires par les cytokines et 

contient une unité calmoduline ; elle permet la formation de concentrations nanomolaires de 

NO à des taux de calcium intracellulaires de repos (21). Il existe cependant une synthèse 

constitutive de NO par la NOS2 au niveau épithélial respiratoire (228). C’est essentiellement 

cette isoforme qui est impliquée dans les mécanismes de défenses de l’épithélium des voies 

aériennes et dans la physiopathologie de l’asthme ou de la mucoviscidose (225, 226, 228-

231). 

La régulation de l’expression de la NOS2 est complexe et essentiellement 

transcriptionnelle (232-234). Elle est sous le contrôle d’éléments de réponse aux cytokines 

(73) et de facteurs de transcriptions sensibles à l’équilibre redox comme AP-1 (notamment 

l’hétérodimère c-Fos/c-Jun), NF- B (principalement activé par l’IL-1  et le TNFα), et les 

sites de fixation activés par l’IFN-  (GAS) (180, 190, 232, 235). L’IFN-γ seul est suffisant 

pour induire l’expression de NOS2 au niveau de culture primaire de cellules épithéliales 

bronchiques chez l’homme in vitro ce qui souligne l’importance de la voie JAK/STAT-1 

dans cette réponse (169, 236). Il a ainsi été montré qu’une altération de cette voie est le 

mécanisme principal responsable de la susceptibilité accrue aux infections virales et de la 

baisse du NO rencontré dans la mucoviscidose (84, 237). De plus, la même équipe a rapporté 

l’importance de l’interaction entre les voies AP-1 et JAK/STAT-1, par l’intermédiaire de 

l’hétérodimère c-Fos/STAT-1 (191). Sa présence est nécessaire à l’activation optimale par 

l’IFN-γ via la fixation sur GAS à proximité d’un site AP-1 situé entre 5 et 9 kilobases sur le 

promoteur de NOS2. Dans ce contexte, nous avons émis l’hypothèse du rôle pivot de c-Fos 

dans la réponse de NOS2 au stress oxydant (figure 13). 
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Figure 13: place de c-Fos dans les principales voies d’activation de la NOS2 

 

 

 

B. Résultats préliminaires 
 

 

L’identification des séquences optimales pour l’interférence ARN contre c-Fos a été 

le premier temps du travail. Nous sommes partis de la séquence ARNm de c-Fos (GenBank 

Accession No. NM_005252) (figure 14) et avons suivi les recommandations de plusieurs 

sociétés de biotechnologie pour cette étape dont Oligoengine (http://www.oligoengine.com) 

et Ambion (http://www.ambion.com). Nous utiliserons le plasmide pSUPER permettant 

d’obtenir des transfections stables (238). Les clones transfectés par pSUPER contenant la 

séquence ARN interférence c-Fos sont appelés FOSi, ceux contenant pSUPER et une 

séquence ARN interférence aléatoire (même composition en oligonucléotides que pour FOSi 

mais dans un ordre aléatoire) sont utilisés comme contrôle et appelés FOSscr. 

http://www.oligoengine.com/
http://www.ambion.com/
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Figure 14: séquences ARN interférence de c-Fos retenues pour la construction des 

plasmides FOSi 

 

 

 

Après obtention et purification des plasmides FOSi, nous avons effectué un contrôle 

par séquençage. Dans la mesure où les séquences duplex d’ARN interférence générées par 

cette technologie peuvent induire une activation du système interféron (239), nous avons 

vérifié l’absence d’expression de gènes induits par les interférons de type I, notamment p56, 

IRF-1 et STAT-1 sur le pool cellulaire transfecté par les séquences ARNi 177 et 795. On 

observe l’induction de p56 uniquement après stimulation par l’association IL-1 , IFN-  et 

TNF  (figure 15). 
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Figure 15: western blot de p56 sur extrait protéique total (contrôle positif : lignée 293T 

surexprimant c-Fos après transfection par le plasmide pRSV-c-Fos). CK : IL-1 , IFN-  et 

TNF  

 

 

 

Pour sélectionner les clones qui présentent le niveau d’expression de c-Fos le plus 

faible, nous avons effectué une série de western blots sur extrait protéique total. L’anticorps 

le plus couramment utilisé est l’anticorps polyclonal de lapin sc-52 (Santa Cruz 

Biotechnology) qui présente comme inconvénient de réagir avec d’autres épitopes, 

conduisant à de nombreuses bandes non spécifiques. Un exemple de résultat représentatif 

obtenu avec cet anticorps dans la lignée A549 est donné dans la figure 16 en le comparant à 

un anticorps du même type (No. 4384) plus récent proposé par la compagnie Cell Signaling 

Technology. 
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Figure 16: niveau d’expression de c-Fos sur extrait protéique total 

 

A.      B. 

 

A. Anticorps 4384 (Cell Signaling Technology) : peu de bandes non spécifiques sont 

observées, avec une stimulation transitoire et optimale de c-Fos 6h après IL-1 , INF-  et 

TNF . B. Anticorps sc-52 (Santa Cruz Biotechnology) sur différents clones FOSi obtenus 

après transfection de la séquence c-Fos ARNi 177 

 

Comme illustré dans la figure 17, les clones transfectés obtenus après sélection par 

traitement à la néomycine expriment des taux variables de c-Fos à l’état basal. Nous ne 

retiendront que ceux qui présentent le ratio c-Fos/ -actin le plus bas, notamment le clone 8. 
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Figure 17: expression de c-Fos selon les clones sélectionnés en utilisant la séquence c-Fos 

ARNi 177  

 

 

 
 

Conjointement à cette étude mécanistique ciblée, nous avons effectué une analyse 

pangénomique sur les clones FOSi et son contrôle (FOSscr). Plusieurs situations ont été 

testées : la réponse à 4h et 16h d’IFN- , dépendant de la voie JAK/STAT, et la réponse à 4h 

de TNF , activant la voie NF- B. Les résultats préliminaires sont présentés en annexe F et 

n’ont pas à ce jour fait l’objet d’une publication. 
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The regulation of nitric oxide synthase 2 (NOS2) in airway epithelial cells plays a key role in the innate
host response to a wide variety of microbial agents and also participates in the generation of pathologic
airway inflammation. Among the important signalling cascades that direct NOS2 gene expression are
nuclear factor jB (NFjB) and interferon-c (IFNc)/signal transducer and activator of transcription 1
(STAT-1). Previous studies suggest activator protein-1 (AP-1), in particular c-Fos component of AP-1,
influences NOS2 expression. We investigated the effect of c-Fos modulation using RNA interference siRNA
on NOS2 gene expression. A549 cells stably transfected with a plasmid overexpressing a c-Fos siRNA con-
struct (FOSi) resulted in a decrease of NOS2 protein inducibility by IFN c. In contrast, classical IFN c
inducible signal transduction pathways interferon regulated factor-1 (IRF-1) and pSTAT-1 were activated
at a similar magnitude in FOSi and control cells. DNA–protein binding assays showed that c-Fos binding
was present in wild type cells, but reduced in FOSi clones. FOSi clones had activation of NFjB detectable
by DNA–protein binding assays, which may have contributed to a decrease of NOS2 expression. Overall,
these studies indicate that c-Fos is a requisite and specific component for inducible NOS2 expression.
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Introduction

The airway epithelium is continuously exposed to a wide vari-
ety of airborne infectious agents and particulate matter. The ability
to maintain epithelial homeostasis and integrity depends largely
on innate host regulation of defense mechanisms by the epithelial
cells in the airway [1]. Nitric oxide (NO) production by the airway
epithelial cells is a critical component of the host defense arma-
mentarium of the airway [2–4]. NO has proinflammatory and
immunomodulatory effects and is synthesized in airway epithelial
cells by the inducible nitric oxide synthase (NOS2) [5,6]. NO and
reactive nitrogen species (RNS) have been implicated in a wide
variety of homeostatic and pathophysiological processes, such as
asthma, chronic obstructive pulmonary disease (COPD), and cystic
fibrosis (CF) [1,7–9]. Investigations have identified some of the
mediators and signaling pathways that direct NOS2 expression.
ll rights reserved.

athobiology, Lerner Research
veland, OH 44195, USA. Fax:
level; the 50 flanking region of the gene has binding sites for cyto-
kine-responsive elements and redox-sensitive transcription factors
such as activator protein-1 (AP-1), nuclear factor jB (NFjB) and
IFN c-activated sites (GAS) [3,10–12]. IFN c alone is sufficient for
induction of the NOS2 gene in primary human airway epithelial
cells, but DNA sites other than GAS are required for IFN c activation
of the NOS2 promoter [10,13]. Previous study suggests that c-Fos
interacts with signal transducer and activator of transcription-1
(STAT-1) in binding to the GAS element close to an AP-1 site lo-
cated at 4.9 kb upstream of the transcription start site of NOS2
and is required for maximal promoter induction [14]. In this con-
text, we hypothesized that c-Fos is a pivotal checkpoint in the
IFN/STAT1 signalling pathway to NOS2 expression in airway epi-
thelium. To test this, stable c-Fos knockdown airway epithelial
cells created using RNA interference against c-Fos were evaluated
for NOS2 expression and regulation of NO synthesis.

Experimental procedures

Construction of pSUPER plasmid expressing c-Fos siRNA

To knock-down expression of c-Fos, several 19-nucleotides (-nt)
targeting sequences of c-Fos mRNA (GenBank Accession No.

mailto:erzurus@ccf.org
http://www.sciencedirect.com/science/journal/10898603
http://www.elsevier.com/locate/yniox
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NM005252) were designed according to the manufacturer’s
instructions (OligoEngine, Inc., Seattle, WA) [15]. They included
c-Fos177RNAi (target sequence CTTCATTCCCACGGTCACT-nt 177–
195), c-Fos498RNAi (target sequence GCGGAGACAGACCAACTAG-
nt 498–516), c-Fos795RNAi (target sequence GACCGAGCCCTTT-
GATGAC-nt 795–813), and a scrambled version of c-Fos177RNAi
(GTCTCAACCCCTCGTATCT). A BLAST analysis was performed to en-
sure that there was no significant sequence homology with other
human genes. All 64 oligonucleotides, containing the unique 19-
nt target in both sense and antisense orientation, 9-nt spacer se-
quence (hairpin), BglII enzyme site at 50 end and HindIII enzyme
site at 30 end (Fig. 1A), were synthesized by Integrated DNA Tech-
nology, Inc. (IDT, Coralville, IA). Forward and reverse 64-nts were
annealed and cloned into downstream of H1 promoter of pSU-
PER.neo vector system. All constructs were verified by sequencing.

Cell culture and stable transfection

A549 cells (ATCC, Manassas, VA), an epithelial cell line derived
from human lung adenocarcinoma, were cultured in MEM (Invitro-
Fig. 1. (A) Structure of the 64-mer DNA chemically synthesized oligonucleotide contain
predicted transcript against c-Fos generated from c-Fos 177RNAi/pSUPER.neo plasmid. (B
A549 cells stably transfected by c-Fos 177RNAi/pSUPER.neo plasmid (FOSi) as compa
expression construct was used as positive control for c-Fos (+ ctrl). Results are represen
stimulation of FOSi cells (G and H) have less nuclear localization of c-Fos as compared to F
(C, D, F, and G) and nuclei identified by DAPI positive staining in blue (E and H). Results
references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of thi
gen, Carlsbad, CA) with 10% heat-inactivated FCS, 1% penicillin/
streptomycin and 1% L-glutamine. IFN-c was a gift from Genentech
(South San Francisco, CA) and used at 104 U/ml. Recombinant hu-
man IL-1b and TNFa were purchased from Biosource (Camarillo,
CA) and used at 0.5 ng/ml and 10 ng/ml respectively. A549 cells
were transfected with the plasmid constructs for 8 h at 30% conflu-
ence using Lipofectamine Reagent (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions. They were split at day 1 and diluted
in fresh medium. From day 2 to day 14, cells were washed with
PBS and incubated with selection medium containing 600 lg/ml
G418 sulfate (Mediatech, Inc., Hendon, VA). After two weeks in
selective medium, approximately 50 clones of each plasmid con-
struct were picked and expanded separately in culture plates con-
taining fresh medium with G418. Stable transfection clones
expressing c-Fos siRNA were analyzed by Western blot and immu-
nofluorescence to select clones with knockdown effect on c-Fos
expression. All sequences were tested for c-Fos protein expression
and the c-Fos177RNAi sequence (Fig. 1A) was finally kept for fur-
ther analysis. We then synthesized a scrambled sequence of c-
Fos siRNA (named c-Fos177scrRNAi) containing the same oligonu-
ing the unique 19-nt sequence to c-Fos mRNA (red: sense, blue: antisense) and the
) Western blot of immunoprecipitated c-Fos. Expression shows a decrease of c-Fos in
red to scrambled clone FOSscr. 293T cell line transfected with pRSV-c-Fos over-
tative of three different gels. (C–H) Cytokine (CK including IL1-b, TNFa and IFNc)
OSscr (D and E). c-Fos antigen detection by immunofluorescence staining is in green
are representative of three or more separate experiments. (For interpretation of the
s paper.)
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cleotide content as c-Fos177RNAi but in a random order to use as
control. Clones transfected by c-Fos177RNAi/pSUPER.neo vector
and c-Fos177scrRNAi/pSUPER.neo vector were further named FOSi
clones and FOSscr clones respectively.

Western blot analysis

Whole cell protein extracts from A549 cells were prepared as
previously described [14,16]. Proteins (70 lg/lane) were separated
by electrophoresis on 15% SDS–PAGE HCl gel and transferred to
nitrocellulose membrane or onto Immuno-BlotTM PVDF Membrane
(0.2 lm, Bio-Rad Labs, Hercules, CA). Primary antibodies (Ab) used
included anti-c-Fos, anti-IRF-1, anti-STAT-1, anti-pSTAT-1, anti-
MHC-I, anti-p50, anti-p65 Ab (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA), rabbit anti-NOS2 polyclonal Ab NO53 (Merck, Rahway,
NJ) and mouse anti-b-actin monoclonal Ab AC-15 (Sigma–Aldrich,
St Louis, MO). The secondary Ab was conjugated with horseradish
peroxidase (GE Healthcare, Piscataway, NJ). The detection of signal
was performed with enhanced chemiluminescent system ECL (GE
Healthcare).

Immunoprecipitation

A549 cells were lysed with nonreducing lysis buffer as previ-
ously described [14]. The whole cell lysis was incubated with
anti-c-Fos antibody overnight (Cell Signaling, Danvers, MA), fol-
lowed by Protein G-Sepharose (Amersham Laboratories, Arlington
Heights, IL) to extract the immunoblobulins. The captured beads
were washed and boiled in denaturing, nonreducing buffer then
analyzed by Western blot as described above, using a second
anti-c-Fos antibody (Santa Cruz). To ensure equal protein loading,
the whole cell lysates were further analyzed by western analyses
for the presence of b-actin.

Immunofluorescence

Cells were grown on cover slides in 6-well plates. They were
incubated in medium with 1% FCS and then stimulated with cyto-
kine mixture (CK), containing 104 U/ml IFN-c, 0.5 ng/ml IL-1 b and
10 ng/ml TNFa for 24 h. Cells were then washed with PBS and fixed
for 30 min with ice-cold acetone/methanol (1:1). After fixation,
cells were blocked with 2% fetal bovine serum (FBS) for 30 min,
incubated with rabbit anti-c-Fos Ab (Santa Cruz Biotechnology)
in PBS/2% FBS for 30 min at room temperature and then incubated
with Alexa Fluor 488 (green) conjugated anti-rabbit IgG Ab A21441
(Invitrogen) in PBS/2% FBS for 1 h at room temperature. The slides
were mounted with Vectashield mounting medium with 40,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI, Vector Labs, Burlingame, CA),
sealed and analyzed by confocal laser-scanning microscopy (TCS-
40; Leica Microsystems, Cambridge, UK).
Fig. 2. Decreased NOS2 AP-1 binding in FOSi. EMSA of the NOS2 AP-1-binding activity in
the radiolabeled NOS2 AP-1u oligonucleotide. c-Fos and c-Jun antibodies were added to id
complex by anti-c-Fos Ab (lane 3). The autoradiograph is representative of two separate
Electrophoretic mobility shift assay

Whole cell extract was prepared as previously described
[14,17,18]. Oligonucleotides used in EMSA included the NOS2 AP-
1u site (50-GCCAGCTTGAGTCACACTCCA-30 and the NOS2 GAS site
(50-CGGGCGTTTCCAGTAAAAATC-30) synthesized by Operon (Ala-
meda, CA) and then end-labeled with [c-32P]ATP by polynucleotide
kinase [14,17,18]. NFjB site (50-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-30)
was from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Underlined
sequences represent the consensus elements for AP-1, GAS and
NFjB. To specifically identify AP-1, GAS binding-factor, and NFjB
proteins in binding complexes, rabbit anti-c-Fos, p50 or p65 poly-
clonal Ab (Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-STAT-1 poly-
clonal Ab [17,19], or nonimmune rabbit IgG (Biodesign, Saco, ME)
was added to the binding reaction mix.

Nitrite and nitrate in the supernatant

To evaluate NO synthesis, total nitrite and nitrate (NOx) con-
centrations in the culture supernatants were measured using
chemiluminescence as previously described [20]. Briefly, total
NOx was converted to NO by a saturated solution of VCl3 in 1 M
HCl, and NO generated was detected by the Sievers NOA 280i
(GE Analytical Instruments, Boulder, CO). Sample NOx concentra-
tion was determined by adding 20 ll of cell supernatant to the
reaction vessel. All samples were measured in triplicate and the
NOx concentrations were determined by interpolation using
authentic standards of nitrate.

Statistical analysis

Statistical comparisons were performed using JMP� statistical
software, version 7.0 (SAS Institute, Cary, NC). For NOx measure-
ments, data were expressed as fold increase from baseline levels,
and comparison between groups was analyzed using the one way
ANOVA. All pairwise were analyzed with the Tukey test. Relation-
ships were considered statistically significant when P < 0.05.

Results

c-Fos protein expression is decreased in A549 cells stably transfected
with c-Fos siRNA plasmid vector

Whole cell extracts were evaluated at baseline for c-Fos expres-
sion by western blot on every clone stably transfected with pSU-
PER.neo plasmid containing c-Fos177RNAi (Fig. 1A), c-
Fos498RNAi or c-Fos795RNAi sequences. For further analysis, we
selected clones stably transfected with pSUPER.neo plasmid con-
taining c-Fos177RNAi (named FOSi) which displayed approxi-
mately 40% decrease of c-Fos expression (FOSscr 0.52 ± 0.28; FOSi
extracts from A549, FOSi, and FOSscr cells after exposure to CK or TNFa for 3 h using
entify binding proteins (lanes 3 and 4). The arrow indicates supershift of the binding
experiments.
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0.33 ± 0.17) compared to c-Fos177scrRNAi (named FOSscr)
(Fig. 1B). The phase contrast microscopy appearance of clones
was comparable to A549 cells (data not shown). Cytokine induc-
tion of c-Fos nuclear trans-localization was reduced substantially
in FOSi cells as compared to FOSscr or A549 wild type cells
(Fig. 1C–H).

c-Fos binding to NOS2 AP-1 site is reduced in FOSi

To evaluate the NOS2 AP1 binding activity of lysates from FOSi
cells stimulated with CK, EMSA was performed using duplex oligo-
nucleotides from the AP-1 site of the human NOS2 promoter region
(from �5574 to �4909 bp) (GeneBank Accession No. AF017634).
Fig. 2 shows the presence of DNA binding activity at baseline in
A549 and FOSscr which increases after CK stimulation but not with
TNFa stimulation alone. In contrast, DNA binding was diminished
in FOSi cells under all three conditions. The AP-1 binding activity
present in CK stimulated FOSi is attributable to c-Fos binding as
shown by the supershift in lane 3. Thus, the FOSi had reduction
of c-Fos protein, nuclear translocation and DNA binding.

Loss of NOS2 expression in FOSi

We previously reported that c-Fos is involved in NOS2 expres-
sion [14]. Here, CK stimulation induced NOS2 expression in A549
and FOSscr cells, whereas FOSi cells had decreased NOS2 protein
expression as shown in different clones (Fig. 3A). The c-Fos knock-
down did not affect STAT-1, phospho-STAT-1 (pSTAT-1), or inter-
feron-related factor-1 (IRF-1) (Fig. 3B). This indicates that the
interferon system was not activated by the siRNAs [21].

Impairment of NO production by FOSi

The functional consequence of c-Fos silencing on NO production
in response to cytokine stimulation (IL-1b, TNFa and IFNc) was
evaluated. The cells were incubated in serum free medium over-
night, with or without CK for 24 h. The supernatant was collected
for the measure of end products of NO in solution, nitrate and ni-
trite (NOx). The basal level of NOx in A549, FOSscr and FOSi were
similar. CK stimulation led to increase of NOx production by FOSscr
cells but not in FOSi (Fig. 3C). A549 cells produced NOx at levels
similar to those previously published [17,22].

pSTAT-1 binding to NOS2–GAS is preserved in FOSi

We previously reported a physical interaction between c-Fos
and STAT-1 after IFNc activation of cells [14]. The STAT-1/c-Fos
heterodimer binds at the GAS that is in proximity to the AP-1 site,
4.9 kb upstream of the NOS2 transcriptional start site. To evaluate
the impact of c-Fos knockdown on binding of pSTAT-1 to the GAS
element of the NOS2 promoter, EMSA was performed using ex-
tracts from A549, FOSi, and FOSscr cells that were exposed to IFNc
for 30 min. Phospho-STAT–GAS binding in FOSi was similar to that
observed in A549 and FOSscr. Supershift of the binding complex
was noted with anti-STAT-1 and anti-c-Fos Ab (Fig. 3D). Thus,
reduction of NOS2 expression in FOSi was not necessarily related
to less binding at the GAS element, or loss of c-Fos from the binding
complex.

Consequence of AP-1 impairment on NFjB activition in FOSi

NFjB was also evaluated in the FOSi [10,11]. A549, FOSi and
FOSscr cells were exposed to TNFa for 30 min. The whole cell ex-
tract was evaluated in EMSA with the radiolabeled consensus
NOS2 NFjB sequence. Unexpectedly, NFjB–DNA binding was
strongly increased in FOSi, suggesting an effect of c-Fos knockdown
on NFjB activation (Fig. 4A). The presence of p50 and p65 in the
DNA–protein binding complex was confirmed by supershift using
anti-p50 and anti-p65 Ab (Fig. 4A). Western analysis identified a
slight increase of p50, but not p65 protein in FOSi cells (Fig. 4B).
Since redox is a major regulator of NFjB activation, we also evalu-
ated the redox sensitive Bcl-2 protein expression. Bcl-2 was in-
duced in FOSi at baseline and was similar after CK expression.
These findings suggest c-Fos knockdown modified redox in the cell
which was associated with abrogation of NOS2 induction (Fig. 4B).

Discussion

Targeting c-Fos using RNA interference successfully reduced c-
Fos expression, retards nuclear translocation, and inhibits DNA
binding. As hypothesized, the knockdown of c-Fos resulted in a de-
crease in NOS2 gene induction and NO synthesis in cytokine–stim-
ulated lung epithelial cells. NOS2 expression is primarily regulated
at the transcription level, and the decrease in NOS2 in the FOSi was
related to less c-Fos/c-Jun heterodimer binding to the NOS2 AP-1u
site. However, STAT1–GAS binding was not affected and c-Fos was
detectable within the STAT1–GAS binding complex. Thus, reduc-
tion of NOS2 expression in FOSi was not related to less binding
at the GAS element, or loss of c-Fos/STAT1 interaction.

The expression and regulation of NOS2 in airway epithelial cells
is closely related to activation of transcription factors, including
the JAK/STAT-1, NFjB and AP-1 signal transduction pathways
[10,11,13,18,23,24]. In primary human airway epithelial cells, IFNc
alone induces NOS2 in vitro highlighting the central role of this
pathway in NOS2 induction [25]. Moreover, inhibition of IFN-JAK/
STAT pathway blocks NOS2 expression in A549 cells [23]. Promoter
analyses of the NOS2 gene also identify that mutations of NFjB
sites result in about 85% decrease of promoter activity with cyto-
kine stimulation [10]. While STAT1 and NFjB have been clearly
identified as important signal transduction pathways to NOS2 gene
expression [18,23–25], the role of AP-1 in NOS2 expression has not
been extensively studied. Mice genetically deficient in c-Fos do not
have abnormality in lung growth or development, but the model
was not specifically evaluated for NOS2 induction or host defense
[26]. An antisense strategy against c-Fos suggested that induction
of NOS2 following cytokine stimulation is dependent upon c-Fos
[14]. Here, even though a level of c-Fos persists in FOSi, it appears
that lowering its level is sufficient to abrogate translocation and
DNA binding at AP-1 sites and reduce NOS2 induction. The fact that
reduction of c-Fos is adequate to diminish NOS2 expression sup-
ports the concept that multiple transcription factor interactions
are involved in the NOS2 gene regulation. On the other hand, pre-
vious study showing that c-Fos over-expression does not increase
NOS2 expression suggests a permissive effect of c-Fos [14].

One potential mechanism for near complete loss of AP-1–DNA
binding in the FOSi, despite the presence of c-Fos protein, is that
a modulation of the intracellular redox homeostasis occurs in re-
sponse to a reduction of the c-Fos protein [27]. AP-1 binding activ-
ity depends on the redox state of the c-Fos and c-Jun proteins.
Reversible redox modification of cysteine residues located in the
basic DNA binding domain of c-Fos and c-Jun by redox factor 1
(ref-1) or thioredoxin has been shown to be a critical event in
the AP-1-mediated responses [27–29]. It is possible that the redox
or phosphorylation status of the remaining c-Fos impairs its nucle-
ar localization even in the presence of protein in the cytoplasm.
FOSi cells had greater NFjB binding complex of the NOS2–NFjB
DNA consensus oligonucleotide. To our knowledge, this is the first
demonstration that knockdown of c-Fos increases NFjB activation.
AP-1 and NFjB are both redox-sensitive transcription factors.
There is an increase in Bcl-2 expression in FOSi cells, which sup-
ports an altered redox state, since Bcl-2 induction occurs in re-
sponse to increased intracellular oxidative milieu [30]. In vivo



Fig. 3. (A) Reduction of NOS2 protein expression in FOSi. After 24 h exposure to CK, NOS2 is induced in A549 and FOSscr clone, but reduced in two FOSi clones. Results shown
are representative of three separate experiments. (B) Western blot of IRF-1, pSTAT-1 and STAT-1 expression. After 24 h stimulation by TNFa or IFNc or cytokine mix (CK: IL-
1b, TNFa and IFNc), levels of expression were similar among FOSi and FOSscr and A549. pSTAT-1 was induced by IFN c or CK exposure. Results shown are representative of
three separate experiments. (C) Decreased NOx production by FOSi cells after 24 h CK stimulation (IL1-b, TNFa and IFNc). Results are presented as fold increase of NO
production over baseline (means ± SD of 15 measures in three separate experiments). (D) NOS2–GAS binding activity using radiolabeled NOS2 GAS in A549, FOSi, and FOSscr
cells after exposure to IFNc for 30 min. Anti-STAT-1 (lanes 3, 8, and 14), anti-c-Fos (lanes 4, 9, and 15), anti-c-Jun antibodies (lanes 5, 10, and 16), and nonimmune rabbit IgG
(lanes 11 and 17) were added to the binding reactions to identify the presence of proteins in the binding complex. The supershift of the binding complex is observed with
STAT-1 (arrow a) and c-Fos (arrow b). The autoradiograph is representative of two separate experiments.
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Fig. 4. (A) NOS2–NFjB binding activity in A549 and FOSi cells after exposure to TNFa for 3 h using the radiolabeled NFjB binding consensus oligonucleotide. The supershift
of the binding complex was observed with p65 (lanes 3, 7, and 12) and p50 Ab (lanes 4, 8, and 13) (arrows a and b, respectively). Increased NFjB binding activity was present
in the FOSi cells induced by TNFa. The autoradiograph is representative of three separate experiments. (B) Expression of p50, p65 and Bcl-2 in FOSi cells as compared to
FOSscr and A549 cells. iNOS expression in the FOSi clone following CK stimulation was significantly reduced, whereas Bcl2 is increased at baseline and after CK stimulation in
FOSi compared to FOSscr.
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studies indicate that NFjB and Bcl-2 increase in transgenic mice
with alterations in redox homeostasis [31]. The greater NFjB acti-
vation may also participate in abrogation of NOS2 induction. Bind-
ing of STAT-1 to the NOS2 promoter region that contains the
critical GAS element is competitive with NFjB due to proximity
of a NFjB binding site. Thus, if c-Fos knockdown is associated with
activation of NFjB, accessibility of the STAT-1 to the GAS site may
be limited and affect NOS2 transcription [10,23]. Similarly, even if
STAT-1 binding to GAS occurs in the NOS2 promoter, the inability
of the c-Fos to bind to the AP-1 site may influence the tertiary
structure imposed by the multiple DNA–protein interactions and
hence impede transcription. Conversely, lesser NOS2 expression
may contribute to the greater NFjB–DNA binding activation since
NO induces S-nitrosation of p50 and its DNA binding but with less
ability to transactivate gene expression [32–34].

There are limitations to the study. We used a stable transfection
RNAi technology against c-Fos to obtain long-term and higher
intracellular concentrations of siRNAs, which allows the study of
clones for a longer time in different conditions compared to the
antisense or transient transfection approach [15]. Although this
is a powerful and valid approach for studying the signal transduc-
tion pathways, the efficiency of silencing depends in part on the
RNAi sequence designed and the variability of expression among
clones. In fact, variability in NOS2 inhibition was seen among FOSi
clones. Despite this, clones displayed inhibition of cytokine-stimu-
lated NOS2 expression providing reassurance that c-Fos gene
silencing was the cause [35]. RNAi may activate the interferon sys-
tem. Since regulation of NOS2 is modulated by IFNs, this may have
confounded our experiments. However, the lack of IFN inducible
genes expression in FOSi clones provides reassurance that IFN
was not significantly activated [21].

The expression of NOS2 is pivotal to lung health as shown by
susceptibility to infections in murine models deficient in NOS2,
and in human conditions associated with loss of NOS2 expression
[36,37]. For example, cystic fibrosis airways lack NOS2 expression
due to impairment of STAT1 activation [36], and the decrease in
STAT-1 and NOS2 is linked to an increase in viral replication and
bacterial colonizations [37,38]. This study expands our under-
standing of the regulation of the innate host response and may of-
fer strategies to augment host defense of the airway, or inhibit the
excessive inflammatory processes in disease.
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D. Discussion des résultats 
 

L’utilisation de la technologie de l’interférence ARN (240) ciblée sur le facteur de 

transcription c-Fos apporte des éléments nouveaux quant à la compréhension des 

mécanismes qui régulent l’expression de la NOS2 au niveau épithélial respiratoire. 

L’obtention de clones stablement transfectés par le plasmide pSUPER s’est révélée plus 

difficile que prévu pour plusieurs raisons. D’abord le niveau d’expression relativement faible 

de c-Fos rend la détection de ces variations notamment son abaissement assez délicate. 

Ensuite la grande variation des WB en fonction des clones nous obligea à constituer une 

banque de 50 clones pour chaque séquence c-Fos siRNA (clones FOSi) ce qui fut assez long 

et fastidieux. Enfin, seule une des 3 séquences s’est avérée intéressante en terme d’effet 

ARN interférent, ce qui est assez fréquent avec ce type de technologie. Une explication pour 

expliquer le peu de variation observée vient probablement du fait que la sélection s’est faite 

sur le niveau d’expression de c-Fos sur extrait protéique total, ce qui renseigne sur le pool 

global de c-Fos mais non sur son état d’activation ni sa compartimentalisation notamment 

nucléaire. Ce choix était fondé sur l’attente d’un effet plus marqué de l’interférence ARN 

que nous aurions alors observé sur le pool total de c-Fos. Enfin, la détection de c-Fos au 

niveau protéique s’est révélée difficile en raison de l’absence d’anticorps permettant une 

identification aisée et spécifique sur western blot. On peut aussi discuter le choix de 

l’utilisation du plasmide pSUPER qui depuis la publication princeps n’a fait l’objet que de 

peu d’études publiées (238), et le choix de la lignée épithéliale respiratoire A549. Ces faits 

limites l’extrapolation de nos résultats aux conditions physiologiques in vivo. 

Néanmoins, nous avons pu isoler quelques clones dont l’expression de c-Fos était 

diminuée d’environ 30 à 50%, notamment en immunofluorescence au niveau nucléaire par 

comparaison à des clones contrôles obtenus après transfection par un ARNi de la même 

composition en nucléotides que pour les clones FOSi mais dans un ordre aléatoire (FOSscr) 

(manuscrit 2, figure 1C-H). Le résultat le plus reproductible quell que soit le clone FOSi est 

le niveau d’expression de NOS2 fortement abaissé voir totalement inhibé comparé à FOSscr 

(manuscrit 2, figure 3A). Ce résultat confirme l’hypothèse selon laquelle la présence de c-

Fos est un élément clé dans la réponse transcriptionnelle de NOS2. Nous précisons son 

mécanisme au niveau fonctionnel par la baisse de fixation du complexe AP-1 constitué 

notamment de c-Fos au niveau de sa séquence consensus sur le promoteur de NOS2, alors 

que celui-ci est présent dans A549 et les clones FOSscr, et reste inductible après stimulation 

par l’association IL-1 , TNFα et IFN-γ (manuscrit 2, figure 2). Cependant c-Fos reste 
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présent dans le complexe c-Fos/STAT-1 fixé sur la séquence consensus GAS suite à la 

stimulation par l’IFN-γ (manuscript, figure 3D) ce qui témoigne de l’utilisation possible de 

c-Fos dans le maintien d’autres voies de signalisation préférentielle comme JAK/STAT-1. 

La production de NO indirectement évaluée par le dosage des nitrites et nitrates du 

surnageant est altérée dans FOSi comparé à A549 et FOSscr. En fait une compensation 

inattendue de l’expression de NOS2 est observée par l’activation de la voie NF- B dans 

FOSi surtout au niveau de la fixation du complexe sur sa séquence consensus (manuscrit 2, 

figure 4B), qui réduit probablement l’impact de l’altération de la réponse AP-1 dans 

l’expression de NOS2. 

Cette étude souligne l’importance et la complexité des mécanismes de régulation 

croisés entre les voies de signalisation AP-1, JAK/STAT-1, et NF- B pour l’expression de 

NOS2. La place de NF- B est confirmée en accord avec les études réalisées sur le promoteur 

de NOS2 qui rapportent 85% de diminution d’expression lors de mutations des sites NF- B 

(232). Un mécanisme d’inhibition compétitive entre NF- B et AP-1 pour l’accès à leur site 

consensus à proximité l’un de l’autre pourrait expliquer une partie de l’absence de fixation 

du complexe AP-1 sur son site (235). 

Le principal message de notre étude est d’avoir précisé le rôle de levier qu’occupe 

AP-1 vis-à-vis des 2 autres principales voies NF- B et JAK/STAT-1. Ce résultat est de 

même nature que l’utilisation de la stratégie antisens contre c-Fos par la même équipe (191). 

Ainsi baisser le niveau d’expression de c-Fos suffit à altérer la fixation de AP-1 sur le 

promoteur de NOS2 et son activation. A l’opposé une stratégie de surexpression de c-Fos 

n’entraîne pas d’augmentation d’expression de NOS2 (191). Dans la mesure où AP-1 est 

dépendant de l’état redox cellulaire, il est possible que l’abolition du complexe au niveau de 

sa séquence consensus malgré la présence d’une certaine quantité de protéine c-Fos, soit liée 

à une maturation de la protéine avec modification réversible des résidus cystéines dépendant 

de l’état redox et nécessaire à sa fonction (178). Ceci est conforté par l’augmentation de Bcl2 

au niveau de FOSi (manuscrit 2, figure 4B), qui est un marqueur de milieu oxydatif (241). 

Ces résultats doivent être confirmés au mieux par une approche sur culture primaire 

épithéliale pour préciser l’intérêt de cibler c-Fos dans le contrôle de NOS2 en réponse au 

stress oxydant, qui pourrait permettre d’atténuer la composante de stress nitrosant et la 

réponse inflammatoire dans des pathologies comme l’asthme. Enfin, sa place dans 

l’altération d’expression de NOS2 dans la mucoviscidose reste à préciser. 
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L’étude génomique complémentaire n’est actuellement pas finalisée (annexe F). Nous 

n’avons obtenu de résultats que pour une expérimentation ce qui est insuffisant pour mener 

correctement l’analyse fonctionnelle. Néanmoins les principaux messages chez FOSi 

comparé à FOSscr sont une baisse de la prolifération cellulaire, une augmentation de 

l’activité de phosphorylation et de synthèse d’ATP (témoignant d’un métabolisme cellulaire 

actif), une activité redox importante et une survie cellulaire qui semble améliorée (annexe 

G). Ainsi l’invalidation de c-Fos pourrait représenter un modèle de protection cellulaire. Ces 

résultats restent à confirmer sur le plan mécanistique. Il serait particulièrement intéressant 

d’évaluer le gain sur la survie lors d’une exposition à l’hyperoxie dont on sait qu’elle 

entraîne sur ce type cellulaire la mort par nécrose en quelques jours. 
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VIII. Conclusions et perspectives 

 

L’approche génomique fonctionnelle appliquée à l’étude de la réponse épithéliale 

bronchique à l’hyperoxie a permis d’établir une liste des principaux gènes et voies de 

régulation impliqués. Elle donne une vision globale synthétique pertinente en approchant 

l’aspect dynamique et intégré de la biologie des systèmes. L’interprétation de l’ensemble de 

ces données doit cependant rester prudente, car elle ne concerne que l’étape 

transcriptionnelle. En effet à ce stade les mécanismes de maturation post-transcriptionnels ne 

sont pas pris en compte et le niveau du transcrit n’est qu’une étape de la fonction 

physiologique. Par contre, l’intérêt est d’approcher les phénomènes complexes de 

transrégulation entre les différentes voies en identifiant par le regroupement des gènes 

modulés les fonctions impliquées. Son atout majeur tient aussi dans la quantité des 

informations obtenues à partir d’un prélèvement, ce qui est particulièrement utile lorsqu’il 

s’agit de tissus humains en condition in vivo, pour lesquels le rapport entre la qualité de 

l’information scientifique et le caractère invasif des prélèvements doit-être optimal. 

L’hyperoxie représente un modèle de stress oxydant pertinent car il est 

particulièrement pur comparé à celui généré par les agents pathogènes, pour lesquels se 

mêlent dans le même temps plusieurs types de réponses, notamment les réponses 

immunitaires innée et acquise. L’hyperoxie se distingue aussi d’autres types de stress 

oxydants comme la fumée de tabac ou la pollution car il s’agit alors d’un mélange complexe 

de différentes molécules ayant des effets distincts et dont les voies impliquées sont le plus 

souvent redondantes. Ainsi l’effet de l’hyperoxie sur l’épithélium bronchique humain in vivo 

semble à court terme relativement bien contrôlé. Peu de gènes sont en définitive dérégulés. 

Les gènes antioxydants restent non modifiés dans ce premier temps de la réponse qui reste 

dominée par un engagement de la cellule dans les voies de maintien du métabolisme  

énergétique, de l’homéostasie des protéines et du maintien de l’état redox intracellulaire. Le 

cycle cellulaire est à l’arrêt et on n’observe pas d’orientation vers l’apoptose ou la nécrose à 

ce délai précoce. La mort cellulaire par nécrose et/ou apoptose est classiquement observée 

aux temps plus tardifs dans des modèles animaux ou sur des lignées épithéliales humaines. 

Sur des cultures primaires de cellules épithéliales bronchique humaines un mécanisme de 

mort cellulaire par oncose (gonflement nucléaire et cellulaire) distinct de l’apoptose et médié 
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par NF- B est décrit (86). De récents travaux chez la souris ont rapporté un rôle crucial de 

l’angiopoïétine-2 dans l’induction de la mort cellulaire épithéliale par nécrose. En son 

absence on observe une protection de la muqueuse respiratoire (242). Cette étude vient 

conforter la place importante des facteurs vasculaires dans le maintien de l’intégrité du 

parenchyme pulmonaire, comme déjà souligné par les modèles d’emphysème suite au 

blocage des récepteurs au VEGF (243). Le rôle de la réponse inflammatoire apparaît 

secondairement avec une intervention orchestrée des cytokines IL-1 puis IL-6 et IL-8, dont le 

retard d’expression observé chez l’animal nouveau-né par rapport à l’adulte est protecteur de 

l’œdème pulmonaire lésionnel induit par l’hyperoxie (176). 

La distinction du compartiment respiratoire étudié est importante car elle répond à des 

problématiques différentes. Au niveau bronchique, l’agression va concerner des pathologies 

comme la BPCO, l’asthme, la mucoviscidose et le cancer bronchique. Au niveau alvéolaire il 

s’agit de pathologies comme l’œdème lésionnel dans le contexte des pneumopathies 

infectieuses ou d’inhalation, de l’emphysème et des pneumopathies interstitielles. Ce dernier 

compartiment implique outre l’épithélium respiratoire, la cellule endothéliale beaucoup plus 

exposée à l’environnement atmosphérique étant donnée la finesse de la membrane alvéolo-

capillaire. Le comportement en terme de réponse antioxydante est assez similaire au niveau 

bronchique et alvéolaire, avec un rôle important des premières étapes de gestion du stress 

oxydant. Les stratégies de protection à évaluer sont celles ciblées pour neutraliser la voie de 

Nrf2, qui entraîne un amélioration en terme de survie cellulaire, par une diminution de 

l’activité de la NADPH oxydase, des voies caspase 3, JNK, et ERK. La protection 

mitochondriale passe par le maintien d’un ratio GSH/GSSG optimal. Au niveau alvéolaire, 

les stratégies ciblées sur la cellule endothéliale, comme la neutralisation de l’angiopoiétine-2 

sont probablement plus pertinentes. Il a été rapporté récemment que l’invalidation de la 

cavéoline, constituant principal des cavéoles qu’on retrouve au niveau des pneumocytes de 

type 1 et de la cellule endothéliale, protège de l’apoptose et de la mort cellulaire via 

l’augmentation de la survivine (244). Cependant des études complémentaires sont 

nécessaires pour distinguer les voies précoces propres à chaque type de stress (fumée de 

tabac et hyperoxie pour l’essentiel) afin d’évaluer l’effet de leurs inhibiteurs sélectifs.  

L’effet propre du stress nitrosant induit par l’hyperoxie et autres stress oxydants dans 

la survie cellulaire et la réponse inflammatoire reste à décrire. En effet ces deux types de 

stress particuliers à la vie organique aérobie sont interdépendants en raison de la régulation 

transcriptionnelle de la NOS2 médiée par le stress oxydant via NF- B et AP-1. Il serait 
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pertinent de préciser les interactions entre les voies NF- B et AP-1, et d’en identifier les 

étapes clés. En effet le contrôle précoce de NOS2 par l’équilibre redox et notamment AP-1 

permet d’entrevoir une possibilité d’intervention potentiellement protectrice en modulant la 

voie AP-1. Un meilleur contrôle des étapes précoces permettrait sans doute de contenir la 

réponse inflammatoire plus tardive à l’agression. A ce titre nous n’avons pas déterminé le 

comportement des clones FOSi vis-à-vis du stress oxydant. Il serait intéressant de poursuivre 

l’étude pour confirmer si la diminution de c-Fos confère un avantage en terme de survie 

cellulaire lors d’un stress oxydant comme l’analyse génomique préliminaire et des marqueurs 

pro- et anti-apoptotiques semblent le suggérer (annexes F et G). 
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IX. Annexes 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. Synthèse des principales données sur les effets de l’hyperoxie selon les 

modèles expérimentaux 
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Abstract

Changes that may modify the capacity of macrophages to control mycobacterial

growth could favour the reactivation of bacillary proliferation within protective

granulomas developed in response to mycobacterial infection. There is increasing

evidence that diesel exhaust particles (DEPs) could suppress some macrophage

functions, but it is not known whether DEPs may alter macrophage mycobacter-

icidal activity. The aim of this study was to assess the effect of DEPs on the

mycobactericidal activity of human mononuclear phagocytes in vitro. Human

monocytes from healthy donors were cultured for 3 days in the presence or absence

of DEPs or carbon black particles (CBPs), and then infected with a Mycobacterium

bovis bacillus Calmette–Guérin reporter strain expressing luciferase activity. DEPs

were rapidly internalized by monocyte-derived macrophages without cytotoxic

effect. Mycobactericidal activity of cells exposed to DEPs was not different from

that of cells cultured in their absence or in the presence of CBPs. Although our

study was restricted to the mycobactericidal activity of human macrophages

in vitro, the results indicate that DEPs do not directly influence the first line of

defence against microorganisms. Whether exposure to DEPs influences the

adaptive immune response against mycobacterial infections remains to be deter-

mined.

Introduction

Mycobacterial infections, particularly pulmonary tubercu-

losis, represent a growing public health concern. Although

the vast majority of individuals infected with Mycobacterium

tuberculosis are latent carriers of the organism and exhibit no

overt sign of disease, the risk of developing reactivation of

the organism increases annually in these individuals (Zahrt,

2003). The mechanisms responsible for this reactivation are

poorly understood, but conditions that are known to sup-

press immunity, including HIV infection, corticosteroid

therapy, age and malnutrition, are likely to be involved.

Mycobacteria, which survive and proliferate within mono-

nuclear phagocytes, are well known to induce a protective

immune granulomatous response that contains the patho-

gen and protects surrounding tissue. Granulomas are dy-

namic structures composed of monocytes/macrophages and

T lymphocytes recruited and activated at the sites of infec-

tion (Zahrt, 2003; Co et al., 2004; North & Jung, 2004). The

ability of the host to sustain the mycobactericidal activity of

macrophages is clearly important in the maintenance of an

effective granulomatous response (Zahrt, 2003; Co et al.,

2004; North & Jung, 2004). Extensive studies have been

reported showing that macrophages produce a range of

activating signals that mobilize both cellular and humoral

effectors against microbial targets, including M. tuberculosis

[reviewed in (Flynn & Chan, 2001)]. However, the ultimate

factor determining mycobacterial immunity is the ability of

macrophages to contain growth of intracellular mycobac-

teria. Thus, changes that may modify the capacity of

macrophages to control mycobacterial growth could favour

the reactivation of bacillary proliferation. In this regard,

diesel exhaust particles (DEPs), which constitute an impor-

tant component of urban air pollution associated with

various respiratory disorders (Sydbom et al., 2001), have

been reported to suppress macrophage function (Saito et al.,

2002a; Amakawa et al., 2003). DEPs are ultrafine particles

that accumulate within the lung where they interact with

pulmonary cells, including cells of the monocyte/macro-

phage lineage. They have been shown to induce a marked

pulmonary inflammatory reaction (Salvi et al., 1999), but it

also possible that they could alter protective immune

responses. For example, evidence has been reported that

DEPs suppress phagocytic activity and secretion of

FEMS Immunol Med Microbiol 46 (2006) 419–425 c� 2006 Federation of European Microbiological Societies
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pro-inflammatory cytokines by macrophages in response to

lipopolysaccharide (LPS) or following Listeria monocyto-

genes or Mycobacterium bovis bacillus Calmette–Guérin

(BCG) infection (Rudell et al., 1999; Yang et al., 1999; Saito

et al., 2002b; Yin et al., 2002, 2004; Siegel et al., 2004).

Interestingly, prior exposure to DEPs has been shown to

exacerbate the effect of BCG lung infection, an effect

associated with reduced sensitivity of DEP-exposed macro-

phages to interferon-g (IFN-g) (Saxena et al., 2003). IFN-g,

which is a potent activator of macrophages and a key

cytokine involved in the formation and maintenance of

granulomas, has been shown to be important for the control

of mycobacterial infection (Zahrt, 2003; Co et al., 2004).

Thus, it remains possible that DEPs may alter susceptibility

to mycobacterial infections by suppressing the bactericidal

activity of macrophages. A suppressive effect of DEPs on

macrophage antibacterial activity could represent a serious

challenge to pulmonary immune reactions in response to

mycobacterial infection, but whether DEPs could alter

macrophage antibacterial activity was unknown.

To address this question, we assessed the effect of DEPs on

the mycobactericidal activity of human macrophages in

vitro. Although alveolar macrophages of the respiratory tract

represent the first cells of the immune system exposed to

these inhaled particles, we chose to perform the study on

macrophages derived from peripheral blood monocytes for

the following reasons: first, a pulmonary inflammatory

reaction in response to chronic DEP exposure will favour

the continuous recruitment of monocytes to the lungs and,

thus, DEPs will be taken up by recently recruited mono-

cytes/macrophages rather than by fully differentiated

macrophages; second, whereas bacteria are first engulfed by

alveolar macrophages, mycobacterial containment is fo-

cused on granulomatous lesions where M. tuberculosis re-

sides in monocytes/macrophages recruited from peripheral

blood (Zahrt, 2003; Co et al., 2004). We used a method

permitting the rapid quantification of viable mycobacteria

based on the detection of luciferase activity expressed by an

M. bovis – BCG reporter strain (Bonay et al., 1999; Verreck

et al., 2004). Monocytes from healthy donors were isolated

by elutriation, maintained in culture to differentiate

into macrophages, and then cultured in the presence of

DEPs and subsequently infected by mycobacteria. The

results indicate that DEPs are rapidly internalized by human

macrophages but do not alter their mycobactericidal activity

in vitro.

Materials and methods

Purification and culture of human monocytes

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated

from leukapheresis concentrates obtained from healthy

volunteers by centrifugation on Lymphoprep (Nycomed

Pharma, Oslo, Norway). Monocytes were then purified by

counterflow centrifugal elutriation as previously described

(Bonay et al., 1999). Monocytes had a viability of more than

95% and a purity of at least 92% in all experiments.

To initiate experiments, monocytes were resuspended in

complete medium (IMDM; Sigma, St Louis, MO) supple-

mented with 2 mM L-glutamine (Life Technologies,

Gaithersburg, MD), 20% human AB serum (Institut Jacques

Boy, Reims, France), 200 U mL�1 penicilin G and 1 mg mL�1

kanamycin (Sigma), allowing growth of the mycobacterial

kanamycin-resistant reporter strain used in the study. Cells

were cultured in 96-well flat-bottom plates with opaque

sides and transparent bottoms (EG&G Wallac, Turku, Fin-

land) at 2� 105 cells per well, a density that has previously

been shown to be optimal for the control of mycobacterial

infection (Boechat et al., 2001). They were maintained at

37 1C in 95% air, 5% CO2 for 3 days before infection.

Monocytes are known to differentiate in vitro into macro-

phages, and thus they are referred to as monocyte-derived

macrophages in the present study.

Infection of monocyte-derived macrophages

Construction of the mycobacterial reporter strain expressing

luciferase activity and preparation of the mycobacterial

suspensions used for infection have been previously de-

scribed (Bonay et al., 1999). To infect monocyte-derived

macrophages, culture medium was removed and 25mL of a

mycobacterial suspension was added, followed by fresh

complete medium with or without other additions as

indicated below to a final volume of 200mL.

Exposure of monocyte-derived macrophages to
DEPs

Standard reference diesel particulate matter SRM 1650

purchased from the National Institute of Standards and

Technology (Gaithersburg, MD) was used in this study.

SRM 1650 represents combustion particles from a heavy-

duty diesel engine commonly used to evaluate the toxicity of

DEPs, which has been recently demonstrated to be a suitable

surrogate of DEPs emitted from current diesel vehicles

(Boland et al., 2001). Carbon black (FR103; 95 nm in

diameter) used as a control was obtained from Degussa

(Frankfurt, Germany). Stock solutions of particles were

made by suspension in phosphate-buffered saline (PBS)

and sonicated three times for 60 s each at maximal power

(8 kilocycles). Particles were resuspended in serum-free

culture medium by further sonication (3� 20 s) just before

addition to the cultures.

As the biologically relevant tissue culture concentration of

DEPs studied in macrophages has been shown to range from

0.2 to 20 mg cm�2 (Li et al., 2003), we chose to test three
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concentrations: 10mg cm�2 (70mg mL�1), a concentration

commonly used to test the effects of DEPs on macrophages

in vitro and already used in our laboratory to study the

effects of DEPs on airway epithelial cells (Boland et al., 1999;

Li et al., 2003); 20 mg cm�2 (140mg mL�1), the maximal

biologically relevant dose; and 40 mg cm�2 (280mg mL�1),

twice the maximal relevant dose.

Evaluation of mycobacterial growth

The techniques used for assessment of mycobacterial num-

ber, based on luciferase activity expressed as relative light

units (RLU), have been previously described (Bonay et al.,

1999). Briefly, mycobacteria expressing luciferase activity

were cultured in the presence or absence of mononuclear

phagocytes, and after varying periods of culture the medium

was removed, the cells and mycobacteria were lysed, and

luciferase activity present in the lysate was determined by

luminometry. In this system, based on the measurement of

luciferase activity expressed by viable mycobacteria, myco-

bacterial killing resulted in the rapid loss of luciferase

activity. We chose this system because one obstacle to the

identification of signals stimulating mycobactericidal activ-

ity is the relative difficulty of measuring survival of these

organisms by standard techniques (e.g. quantification of

CFU). Pathogenic mycobacteria are slow-growing organ-

isms, and several weeks are required to obtain results for a

single experiment. Because each specimen is typically plated

at several different dilutions, practical constraints limit the

number of conditions that can be evaluated. In addition,

mycobacteria have the strong tendency to form aggregates,

and it is often difficult to determine whether techniques

used to disperse samples have reduced mycobacterial viabi-

lity and have successfully eliminated clumps. Nevertheless,

in one parallel series of experiments used as positive

controls, we evaluated CFU as previously described (Bonay

et al., 1999).

Distribution of DEPs and mycobacteria in the
cultures

To evaluate the distribution of DEPs and mycobacteria in

the cultures, cells were recovered and treated for electron

microscopy as previously described (Boland et al., 1999;

Bonay et al., 1999). For mycobacteria, the protocol used

permitted the recovery of all extracellular bacteria and cells.

Semithin sections were cut to allow counting infected cells

via light microscopy. Ultrathin sections were examined

with a Philips EM 410 electron microscope (Eindhoven,

The Netherlands).

Statistical methods

All results are expressed as mean� standard deviation (SD).

Comparisons between groups were made using analysis of

variance (ANOVA). A P value o0.05 was considered signi-

ficant.

(c)

(a)

(d)

(b)

Fig. 1. (a, b) Human monocyte-derived macro-

phages 24 h after infection with Mycobacterium

bovis bacillus Calmette–Guérin. (a) Note the

cellular distribution of numerous Ziehl-stained

mycobacteria. Extracellular organisms are vir-

tually absent. Original magnification: �500.

(b) By electron microscopy, all microorganisms

are observed within intracytoplasmic vacuoles.

Original magnification: �15 000. (c, d) Human

monocyte-derived macrophages 24 h after ex-

posure to 10mg cm�2 diesel exhaust particles

(DEPs). (c) As for mycobacteria, the particles are

observed closely associated with the macro-

phages. Phase contrast microscopy. Original

magnification: �500. (d) Ultrastructural analysis

shows that DEPs are ingested within vacuoles.

Original magnification: �12 000.
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Results

Internalization of mycobacteria and DEPs by
monocyte-derived macrophages

Under the culture conditions used in the study, when cells

were exposed to Mycobacterium bovis – BCG, mycobacteria

were essentially all found associated with monocyte-derived

macrophages 24 h after infection (Fig. 1a). Very rare extra-

cellular microorganisms could be detected. Microscopic

evaluation of semithin sections, prepared through a

protocol retaining extracellular mycobacteria, indicated

that 499% of mycobacteria had been engulfed by macro-

phages. Ultrastructural evaluation confirmed that these

bacteria were present within macrophage phagosomes (Fig.

1b). In agreement with these observations, luciferase activ-

ity, which reflects the presence of viable mycobacteria, could

not be detected in culture supernatants. More than 90% of

cells remained viable after 7 days of culture as assessed by

propidium iodide staining. Cells with condensed nuclei

typical of apoptotic cells were observed but were never

abundant.

When monocyte-derived macrophages were exposed to

DEPs, the particles rapidly sedimented onto the culture

plates. When monocyte-derived macrophages were exposed

to DEP concentrations of 20 and 40mg cm�2, the particles

rapidly sedimented onto the culture plates, giving the whole

surface a homogeneous black appearance. By contrast, when

particles were used at 10mg cm�2, although they rapidly

sedimented onto the culture plates, 24 h later they showed a

cellular distribution. As shown in Fig. 1c, DEPs were not

deposited on the plate between cells, but were all associated

with mononuclear phagocytes, suggesting that they have

been ingested. Ultrastructural analysis demonstrated that

DEPs were internalized by mononuclear phagocytes, accu-

mulating within vacuoles (Fig. 1d). Cell viability, assessed by

a trypan blue exclusion test, showed that DEPs had no

cytotoxic effects. This was confirmed by electron micro-

scopy, as no sign of cellular degeneration or apoptosis was

observed at the ultrastructural level.

Similar observations were made when mononuclear pha-

gocytes were cultured for 3 days in the presence of DEPs and

then infected with M. bovis – BCG. Both DEPs and

mycobacteria were found within macrophages, and 24 h

after infection extracellular microorganisms were virtually

absent on the culture plates.

Evaluation of mycobacterial survival in
monocyte-derived macrophages

Monocyte-derived macrophages were maintained in culture

at a density (2� 105 cells per well) that was able to control

mycobacterial proliferation. The kinetics of mycobacterial

growth is shown in Fig. 2. As assessed through luciferase

activity (RLU), the number of mycobacteria increased dur-

ing the first 48 h of culture and then decreased to reach, at

day 10, levels near or below those originally present. Similar

kinetics was observed when mycobacterial number was

measured by evaluation of CFU (data not shown).

Effect of DEPs on bactericidal activity of
monocyte-derived macrophages

To evaluate whether DEPs could influence the ability of

macrophages to limit mycobacterial growth, monocytes

were precultured with DEPs for 3 days before being infected,

and mycobacterial number was evaluated at varying periods

of culture. As shown in Fig. 3a, addition of DEPs at 10, 20 or

40 mg cm�2 to cultures did not significantly modify the

survival of these organisms compared with mycobacterial

survival in control cells. To test the possibility that func-

tional changes such as altered phagocytic capacity or activa-

tion of the cells due to pretreatment with the particles could

have altered the control of mycobacterial growth, we ex-

posed cells to DEPs at the time of infection and compared

their bactericidal activity with that of cells pretreated with

particles. In these experiments, mycobacteria were again

essentially all found associated with monocyte-derived

macrophages 24 h after infection with M. bovis – BCG and,

accordingly, luciferase activity could not be detected in

culture supernatants. Evaluation of mycobacterial growth

in this series of experiments gave similar results to those

when cells were exposed to particles 3 days before infection

105

104

103

R
L

U

0 2 4 10

days after infection

7

Fig. 2. Evaluation of mycobacterial number by measurement of lucifer-

ase activity. Aliquots of 2�105 human monocytes were cultured for 10

days in 200mL complete medium and infected with the Mycobacterium

bovis bacillus Calmette–Guérin reporter strain, as described in the

Methods section. After the indicated periods of culture, the number of

mycobacteria was evaluated with the luciferase assay (relative light units,

RLU). Results are the mean� standard deviation for six independent

experiments with cells from different individuals.
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(Fig. 3b, c), strongly suggesting that pretreatment had not

induced major functional changes.

Discussion

Previous studies evaluating the effects of DEPs on pulmon-

ary macrophages focused on their phagocytic activity or on

secretion of proinflammatory cytokines. These studies have

shown that DEPs may suppress macrophage phagocytosis or

cytokine production in response to LPS stimulation or

following infection (Rudell et al., 1999; Yang et al., 1999;

Saito et al., 2002b; Yin et al., 2002, 2004; Siegel et al., 2004),

suggesting that DEPs may retard bacterial clearance and

weaken innate and adaptive immunity. However, the effect

of DEPs on the bactericidal activity of macrophages, and in

particular their ability to contain mycobacterial growth, had

not previously been assessed. This was probably due to the

fact that the traditional measurement procedure of CFU for

evaluating mycobacterial survival is time consuming and

not easy to perform. We have developed a rapid and

sensitive approach in which human monocyte-derived

macrophages are able to control the replication of an

Mycobacterium bovis – BCG reporter strain expressing

luciferase activity (Bonay et al., 1999). In this approach, the

density of monocytes used is sufficient to form complete

monolayers in the microplate wells, ensuring that the

mycobacteria, which settle to the bottom, contact the cells.

Within 24 h, no evidence for extracellular mycobacteria was

found via morphological examination, and no luciferase

activity was detected in the supernatants. This model has

proved to be useful in identifying conditions that could

influence cell permissivity for mycobacterial growth (Bonay

et al., 1999; Boechat et al., 2001; Bouchonnet et al., 2002;

Verreck et al., 2004). In the present study, it was used under

conditions that render human monocytes resistant to

mycobacterial growth (Boechat et al., 2001), and thus was

suitable in assessing the possible deleterious effects of

environmental pollutants such as DEPs on macrophage

mycobacterial susceptibility.

Using this model, we first showed that following

direct exposure to DEPs, monocyte-derived macrophages

rapidly ingested these particles, and no cytotoxic effects

were observed. When DEP-treated cells were exposed to

M. bovis – BCG, mycobacteria were rapidly found within

macrophages, indicating that DEP exposure had not

modified the phagocytic capacity of these cells. Previous

studies have shown, however, that DEPs may influence the

phagocytosis by macrophages in vitro (Rudell et al., 1999;

Saito et al., 2002b), but it should be noted that macroph-

ages were evaluated ex vivo after exposure of normal healthy

volunteers or rats to inhaled DEPs. By contrast, and in

agreement with our findings, in studies evaluating

direct exposure in vitro of human and rat macrophages to

environmental particles, all particles tested, including DEPs,

were rapidly phagocytosed and DEPs were found to be

nontoxic (Becker et al., 1996). Moreover, although in the
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Fig. 3. Effect of diesel exhaust particles (DEPs) on mycobactericidal

activity of human monocyte-derived macrophages. (a) Aliquots of

2�105 human monocytes were cultured for 3 days in the presence of

10 (open bars), 20 (hatched bars) or 40 (black bars) mg cm�2 DEPs, then

infected with the Mycobacterium bovis bacillus Calmette–Guérin (BCG)

reporter strain as described in the Methods section, and cultured for an

additional 10 days. Results are expressed as the percentage of values

obtained for control cells. In no case did the addition of DEPs to cultures

significantly modify the survival of microorganisms. (b) Monocytes were

cultured for 3 days in the presence of complete medium (open bars), or

medium containing DEPs (black bars) or CBPs (hatched bars), then

infected with the M. bovis-BCG reporter strain. Survival of organisms

was not modified comparing cells cultured in the presence of DEPs or in

complete medium alone, as shown for example for the biologically

relevant dose of 10mg cm�2 currently used in in vitro studies. (c) Results

were similar when DEPs were added on the day of infection. Results are

the mean� standard deviation for five independent experiments with

cells from different individuals.
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study by Saito et al. (2002b) DEPs were found to suppress

cytokine production by rat macrophages regardless of

exposure to BCG, indirect evidence suggested that DEPs

had no suppressive effect on the phagocytosis of BCG by

these cells.

Mycobacterial killing by macrophages is known

to be associated with the production of reactive nitrogen

or oxygen species and cytokines, particularly interleukin-1,

tumour necrosis factor-a and granulocyte monocyte

colony-stimulating factor in humans (Beltan et al.,

2000; Nathan & Shiloh, 2000). In the present study the

mycobactericidal activity of monocyte-derived macrophages

infected with an M. bovis – BCG reporter strain was not

found to be influenced by exposure to DEPs. The control of

mycobacterial growth was similar to that observed in

standard conditions or in the presence of carbon black

particles (CBPs). This suggests that the production of

reactive nitrogen or oxygen species or cytokines by human

macrophages in vitro in response to mycobacterial infection

is not profoundly affected by DEP exposure. In this regard,

exposure to diesel dust particles has not been found to

modify human macrophage chemiluminescence linked to

the production of reactive oxygen species (Becker et al.,

1996). For cytokines, however, most prior in vitro studies

have suggested that DEPs could aggravate bacterial infection

by suppressing the expression of cytokines by macrophages

stimulated with LPS, or infected with M. bovis – BCG or L.

monocytogenes (Yang et al., 1999; Saito et al., 2002b; Yin

et al., 2002, 2004; Siegel et al., 2004). The reasons for the

differences between these results and those reported here

remain unknown; manifest differences in the experimental

protocols used are obvious possibilities. For example, mur-

ine macrophages were evaluated ex vivo after exposure of

animals to inhaled or intratracheal DEPs. It is possible that

macrophages respond differently under these experimental

conditions, or that human macrophages differ from murine

macrophages. In this regard, we have previously demon-

strated that human monocytes/macrophages have the in-

trinsic capacity to develop into cells capable of controlling

mycobacterial proliferation (Boechat et al., 2001). Evalua-

tion of the mechanisms involved suggests that the density of

the cells present and differences in their differentiated state,

not the production of autocrine/paracrine mediators, are

chiefly responsible for their improved bacteriostatic activity.

Results of the present study suggest that DEPs have no effect

on this process.

Apoptosis represents another potential mechanism by

which infected macrophages may contain mycobacterial

growth (Fratazzi et al., 1999). However, as discussed else-

where (Boechat et al., 2001), very few apoptotic cells are

observed in our in vitro model, indicating that macrophage

apoptosis is unlikely to account for the reduced mycobac-

terial growth seen over the culture period. The incidence

of DEP exposure on this mechanism remains to be evaluated

in vivo.

Whereas macrophages play a key role in contain-

ing mycobacterial infection, different T-cell populations

participate in the protective immune response in the

course of a granulomatous reaction. Mycobacteria-contain-

ing macrophages favour the emergence of T-cell popu-

lations capable of recognizing mycobacterial antigens, lead-

ing to the production of Th1 cytokines that in turn

activate infected macrophages to contain the infection

(Zahrt, 2003; Co et al., 2004; North & Jung, 2004). The

development of cytotoxic T lymphocytes capable of destroy-

ing cells infected with mycobacteria may also play an

important role in the control of mycobacterial infection.

Thus, the impact of DEP exposure on the capacity of

macrophages to contain mycobacterial infection suggests

that we need to study not only the bactericidal capacity of

these cells, but also the host response (both humoral and

cell-mediated) to mycobacteria. This needs to be evaluated

before the question of whether DEPs can truly impair

macrophage mycobactericidal activity can be answered.

Nevertheless, although our study was restricted to the

bactericidal activity of human macrophages in vitro inde-

pendently of the overall immune response against mycobac-

terial infection, the results indicate that DEPs, a major urban

air pollutant with well-known adverse effects on human

health, do not directly influence the first line of defence

against microorganisms. Further studies are clearly required

to determine whether DEP exposure could influence the

adaptive immune response against mycobacterial infections,

and thus favour the reactivation of mycobacterial granulo-

mas. In this respect, it has recently been shown that

continued inhalation of DEPs may reduce the capacity of

murine macrophages to kill mycobateria in vivo, and thus

increase susceptibility to mycobacterial infections (Hira-

mitsu et al., 2005).
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F. Principaux résultats de l’analyse pangénomique effectuée sur FOSi 
 

1. Evaluation des critères qualité des puces Affymetrix HG-U133A 

 

 

 

Les valeurs habituellement obtenues pour le bruit de fond moyen se situent entre 20 

et 100, avec une variation de pixel à pixel entre 2 et 4. 

La comparaison entre puces est rendue possible après correction du signal moyen de 

chaque puce à une même valeur d’intensité fixée à 300. 

L'analyse des gènes détectés « présent » par le logiciel Microarray Suite 5,1 doit 

donner une valeur de P > 20%, avec une variation < 15% entre échantillons (dans le cas 

contraire,  ceci témoigne d’une qualité médiocre de l’échantillon). 

Les contrôles internes de la qualité des ARNc sont le ratio des intensités 3’/5’ de 

l’actine et de la GAPDH qui doivent être < 3-4. 

L’ensemble de la méthodologie utilisée dans cette étude et l’analyse des données sont 

conformes aux recommandations concernant le contrôle-qualité des plateformes de 

transcriptomes proposées par la MGED (Microarray Gene Expression Data Society) et le 

consensus MIAME (Minimum Information About a Microarray Experiment) 

(www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html. 

 

http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html
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2. Analyse par regroupements (clusters) selon la similitude des profils 

d’expression 

 

 

 

 

 

3. Analyse génomique fonctionnelle de FOSi/FOSscr 
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4. Analyse préliminaire pour les cytokines 
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Affy ID Commun Nom 
FOSi FOSscr 

Base IFN 4h IFN 18h IFN 4h IFN 18h 

205992_s_at IL15 interleukin 15 11,4 31,9 22,3 1,4 1,4 

217371_s_at IL15 interleukin 15 14,8 44,9 27,5 0,1 1,2 

206295_at IL18 interleukin 18 21,0 26,6 23,7 0,7 0,9 

206924_at IL11 interleukin 11 2,6 4,1 5,6 0,2 0,1 

211506_s_at IL8 interleukin 8 4,3 5,2 8,2 3,4 38,7 

202859_x_at IL8 interleukin 8 2,2 2,4 6,3 0,3 2,4 

 

 

 

Affy ID Commun Nom 
FOSi FOSscr 

Base TNF 4h TNF 4h 

206924_at IL11 interleukin 11 2,6 12,5 0,0 

217371_s_at IL15 interleukin 15 14,8 42,9 0,7 

205992_s_at IL15 interleukin 15 11,4 32,7 1,4 

206295_at IL18 interleukin 18 21,0 39,2 0,2 

203828_s_at IL32 interleukin 32 1,3 149,3 0,9 

202859_x_at IL8 interleukin 8 2,2 149,7 1,0 

211506_s_at IL8 interleukin 8 4,3 676,6 5,3 

 

 

G. Résultats préliminaires sur la survie cellulaire de FOSi et FOSscr 

(abstract American Thoracic Society, San Diego 2009) 
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MECANISMES DE LA REPONSE DE L’EPITHELIUM DES VOIES AERIENNES A 

L’AGRESSION - Approche génomique de la réponse à l’hyperoxie et rôle de c-fos dans 

l’expression de la NO synthase inductible (NOS2) 

L’épithélium des voies aériennes représente un modèle d’adaptation unique à 

l’environnement oxydant. Nous avons étudié les mécanismes de la réponse à l’hyperoxie 

en exposant des sujets sains à de l’oxygène pur pendant 12 h et obtenu les cellules 

épithéliales par brossage bronchique. L’analyse du transcriptome a été effectuée en  

utilisant des puces pangénomiques. Nous confirmons l’implication précoce des voies 

responsables du maintien de la fonction redox et du cycle cellulaire. Nous précisons la 

place centrale de HSP70 et du système ubiquitine-protéasome dans le maintien de 

l’homéostasie des protéines et du métabolisme énergétique cellulaire. 

Le monoxyde d’azote (NO) occupe une place particulière dans les mécanismes de 

défense antioxydants. Sa synthèse au niveau de l’épithélium des voies aériennes est 

principalement sous le contrôle de la NO synthase inductible (NOS2). Nous avons étudié 

l’importance de la voie de signalisation redox AP-1 (composé des facteurs de 

transcription c-Fos/c-Jun) dans l’expression de NOS2. En utilisant la technique de 

l’interférence ARN et la lignée épithéliale respiratoire A549, des clones ont été obtenus 

par transfection stable contenant une séquence c-Fos siRNA (FOSi) et une séquence 

siRNA aléatoire (FOSscr) pour contrôle. Nous avons observé une forte baisse de 

l’expression de NOS2 par FOSi comparée à FOSscr, qui était associée au niveau 

fonctionnel à une baisse de fixation du complexe AP-1 sur le promoteur de NOS2 par 

gel retard (EMSA). 

Ces travaux montrent l’importance de HSP70 et du système ubiquitine-protéasome 

dans la réponse épithéliale respiratoire précoce à l’hyperoxie (Chambellan et coll., Am J 

Respir Cell Mol Biol 2006) et le rôle pivot de c-Fos dans l’expression de NOS2 

(Chambellan et coll., Nitric Oxide 2009). 

Mots clés: voies aériennes ; génomique fonctionnelle ; hyperoxie ; protéasome ; 

ubiquitine ; NO synthase ; c-Fos ; AP-1 ; ARN interférence. 
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MECHANISMS OF THE AIRWAY EPITHELIUM RESPONSE TO INJURY - A 

genomic approach of the response to hyperoxia and role of c-fos in the expression of inducible 

NO synthase (NOS2) 

The airway epithelium represents a unique adaptive model to the oxidative 

environment. We studied the hyperoxia response mechanisms by exposing healthy 

subjects to pure oxygen for 12 h and obtained the epithelial cells by brushing. The 

transcriptome analysis was performed by using pangenomic DNA microarrays. 

We confirmed the early involvement of redox and cell cycle pathways. We specify 

the importance of HSP70 and the ubiquitin-proteasome system in the maintenance 

of protein homeostasis and energy production. 

Nitric oxide plays a peculiar role among the antioxidant defense 

mechanisms. It is mainly produced by inducible NOS (NOS2) present in the 

airway epithelial cells. We investigated the role of the redox signaling pathway 

AP-1 (composed by transcriptional factors c-Fos/c-Jun) in NOS2 expression. By 

using RNA interference technology and A549 cell line, we obtained clones stably 

transfected with a c-Fos siRNA sequence (FOSi) and a scrambled siRNA 

sequence (FOSscr) as control. We observed a large decrease in NOS2 expression 

in FOSi compared to FOSscr, which was associated at the functional level to a 

decrease of the AP-1 binding complex on the NOS2 promoter on EMSA. 

These results highlight the importance of HSP70 and the ubiquitin-

proteasome system in the airway epithelial response to hyperoxia (Chambellan et 

al., Am J Respir Cell Mol Biol 2006) and the pivotal role of c-Fos in NOS2 

expression (Chambellan et al., Nitric Oxide 2009). 

Keywords: airways; gene expression; hyperoxia; proteasome; ubiquitin; 

nitric oxide synthase; c-Fos; activator protein-1; RNA interference. 
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