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Résumé

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est denoiic sombre et sans traitement
efficace. Elle est caractérisée par un début séesrgl et la présence de myofibroblastes
responsables de la synthése excessive de la mattieeellulaire. La voie de signalisation du
Transforming Growth Factor (TG, facteur clé de la genese de la fibrose et sa
progression, passe par les Smads, notamment Stad4F$1 induit la différenciation des
fibroblastes pulmonaires et des cellules épitrediat mésothéliales en myofibroblastes.
AB-crystallin est une protéine de choc thermiquesprimée dans la fibrose du foie, du rein
et la fibrose vasculaire. Elle peut étre induitelpal GF$1.

Dans ce travail, nous avons étudié le réleBdtrystallin dans la fibrose pleurale et
pulmonaire.

Nous montrons quaB-crystallin est surexprimée dans les poumons qiléare de
patients atteints de FPIn vivo, dans trois modeles de fibrose pulmonaire (bléaneyc
surexpression de TGFt ou d’IL-1B) les souris KO pouaB-crystallin sont protégées de la
fibrose avec une inhibition de la voie du T@Fin vitro, dans les cellules épithéliales,
meésothéliales ou les fibroblastes-crystallin augmente la localisation nucléaireSiaad4.
En interagissant avec Tlfrlresponsable de I'export nucléaire de Smad4, fellerise la
séquestration nucléaire de Smad4 et son activitdilprosante. Au contraire, son inhibition
permet la formation du complexe Smad4/HiFet I'export nucléaire de Smad4 inhibant son

activite.
Ce travail montre I'importance aB-crystallin dans la fibrose pleuro-pulmonaire et

son r6le sur la voie du TGE-AB-crystallin pourrait &tre une cible thérapeuggle la FPI.

Mots clés : Fibrose pulmonaire idiopathiqa8&-crystallin, Transforming Growth Fact@d,

Transition épithélio-mésenchymateuse, plévre, Bbmeurale
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Introduction

La fibrose est un mécanisme normal de cicatrisati@veloppé par I'organisme pour
lutter contre les diverses agressions tissulaugguelles il est soumis. Dans certains cas, elle
peut dépasser le processus de cicatrisation nofraafibrose devient alors pathologique
pouvant étre responsable d’'une dégradation desidosau tissu concerné.

La fibrose pulmonaire est une maladie invalidamevant conduire a une forte altération des
fonctions respiratoires. Elle se manifeste cheslgsts atteints par une sensation de difficulté
respiratoire (dyspnée) compensée par une augnantiila fréequence ou de I'amplitude des
mouvements respiratoires. Cette pathologie se taise par une production et une
accumulation disproportionnées de matrice extradegle (MEC), principalement de
collagéne, dans le parenchyme pulmonaire détruiaattucture alvéolaire des poumons.

Il a déja été montré que de nombreux agents chesignotamment certains traitements

utilisés chez 'homme, pouvaient induire des file®Ppulmonaireswiww.pneumotox.com

(2)). La bléomycine est le plus connu et le plusli& d’entre eux. Malgré la bonne efficacité
de cet agent chimiothérapeutique sur certains carf2g son utilisation par les cliniciens est
fortement limitée par son importante toxicité puimame (3, 4). Cet agent est largement utilisé
chez I'animal, par les chercheurs, pour induireéetdier les processus impliqués dans
I'initiation et la progression des fibroses pulmoesa (5).

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est unéhpkgie chronique progressive et létale
dont l'origine reste inconnue. Elle affecte priradgment les sujets agés de plus de 50 ans
avec une prévalence de 13 a 20 cas/100 000 habitaid est caractérisée par une évolution
rapide conduisant a une insuffisance respiratdisrialécés avec une médiane de survie de 2
a 5 ans apres diagnostic (6). Malgré une recherdieasive il n'existe aujourd’hui aucun
traitement pour bloquer la progression de la malatliencore moins pour la faire régresser
une fois établie (7). Les premiers traitements @ség ciblaient principalement
linflammation associée a la progression de la RRIs leur efficacité n’a jamais pu étre
démontrée (8, 9). De nouvelles molécules commérfienadone ou les inhibiteurs de tyrosine
kinase (10) apparaissent dans I'espoir de contieckr progression de la pathologie chez les
sujets atteints. Leur efficacité reste encore 8mitvoire controversée. Le besoin de
comprendre les mécanismes impliqués dans la misplae de la FPI demeure donc

aujourd’hui primordial.
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Si l'origine directe de la FPI reste encore un mestpour les chercheurs, les principaux
acteurs conduisant a I'établissement de fibrosémgnaires chroniques sont bien identifiés.
Les myofibroblastes sont considérés comme les lesllglés du processus de fibrose
puisqu’ils sont les responsables essentiels degrthése de MEC lors de la FPI et sont
associés a la progression de la maladie. Plusigstheses ont été avancées pour expliquer
I'origine des ces cellules agressives. Les cellgf@théliales constituent également un acteur
important lors de la fibrose pulmonaire puisquellpeuvent se trans-différencier pour
acquérir un phénotype myofibroblastique et ainsiigiger a I'accumulation de MEC dans le
tissu pulmonaire. Cette transformation, nommeée f[gg anglo-saxons Epithelial-to-
Mesenchymal Transition (EMT), est initiée par l@dsforming Growth Factgt1l (TGF-p1),
facteur de croissance essentiel a la fibrogenéserdle des cellules mésothéliales et plus
généralement de la plevre dans le FPI a été récatnénequé. Notre équipe a déja montré
gue lors d'une fibrose pleurale induite par la gpression du TGPB1l par les cellules
mésothéliales, le collagéne s’accumule non seulememniveau de la plevre mais également
dans la région sous-pleurale, comme observé loFindation de fibroses pulmonaires chez
’'homme. Au cours de ce processus, les cellulesothéBales subissent un EMT et migrent
dans le parenchyme pulmonaire (11). Ces travauxpentis pour la premiére fois de

suggérer un rdle de la plévre dans l'initiationa&Pl.

Pour lutter contre les agressions auxquelles sthes soumises, les cellules développent des
mécanismes de protection afin de maintenir leunstfons. La « réponse de choc thermique »
a été mis en évidence en 1964 chez la drosophil®Ripassa (12, 13) et se caractérise par
I'expression d'une famille de protéines particegrdes protéines de choc thermique (HSP).
Les HSP sont des protéines cellulaires hautememeceees qui sont capables d'interagir
avec des protéines matures et immatures, pour peenteur repliement, leur stabilisation,
leur transport vers les organites comme les mitodhes ou le réticulum endoplasmique, et
leur renouvellement (14). Elles sont classéesegrsindes familles en fonction de leur masse
moléculaire : la famille des petites protéines diess (sHSP (small HSP)), la famille
d'HSP47, HSP60, HSP70, HSP90, HSP110.

Les HSP sont impliquées dans de nombreux mécanisetiegaires essentiels. Par exemple,
plusieurs études ont montré que les HSP pourriditier I'apoptose en interagissant avec
des protéines impliquées dans ce processus, comaoyodchrome c, les caspases ou Apaf -1
(facteur apoptotique protéase activant 1) (15-8%. HSP peuvent également étre impliquées

dans l'induction des cytokines (19), l'inflammat{@0) et les maladies du cytosquelette (21).
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Les HSP ont également été largement décrites conmpkquées dans la pathogenese du
cancer (22). Elles participent a plusieurs mécaessmoléculaires des cellules cancéreuses,
tels que la prolifération (23), le caractere inf/34) et I'angiogenése (25, 26). Dans plusieurs
rapports, les HSP sont apparues bénéfiques pouwelkgdes cancéreuses et donc déléteres
pour les patients atteints par un large éventaijdes de cancer (27).

Le recrutement des cellules inflammatoires, la é&émm abondante de cytokines
profibrotiques, notamment le TGB1, 'augmentation du stress oxydatif , et I'apoptesnt
des événements importants au cours de la fibrogéstégui sont susceptibles d'impliquer les
HSP.

Dans ce travail de these nous avons étudié lasibadfectant I'appareil respiratoire a deux
niveaux. Nous avons tout d’abord montré que lat@gtiotéine de stresd3-crystallin était
impliquée dans l'activation des mécanismes miseenlprs de la fibrogenése pulmonaire
notamment en facilitant la voie du TGE-et ainsi 'accumulation de MEC. L'inhibition de
cette protéine pourrait déboucher sur de réelsimsploérapeutigues. Nous nous sommes
ensuite intéressés au rolenB-crystallin dans le processus de fibrose pleuesiectudiant
limplication de cette protéine dans la transforioratdes cellules mésothéliales en cellules

« agressives » et leur r6le dans la dans la filmégge pulmonaire.
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Etat de la guestion

Dans cette partie nous allons décrire les prinoipacteurs impliqués dans le
processus de fibrogenése. Nous décrirons les nsigasigénéraux de la fibrose en insistant
particulierement sur le role du TGH- et de la matrice extracellulaire (MEC). Nous
présenterons ensuite les protéines de choc theenetjleurs potentielles actions dans la

fibrogenése.

I- Les principaux acteurs de la fibrose

1- Mécanismes généraux de la fibrose

Les mécanismes de réparations tissulaires apreaguassion chronique et répétée impliquent
généralement deux étapes distinctes : une phaéaégdive au cours de laquelle les cellules
affectées sont remplacées par de nouvelles celluleséme type, et une phase de fibrose ou
de « cicatrisation », ou le tissu d’origine est péamé par du tissu conjonctif (MEC) (28, 29).
Dans certaines conditions, encore peu connues caniséne peut échapper a tout contréle et
devenir pathologique conduisant par exemple andase, la fibrose rénale et la fibrose
pulmonaire.

Quelque soit l'organe atteint, la fibrose se cand®e principalement par une
accumulation disproportionnée ou un défaut de digian de matrice extracellulaire
accompagnée d’'un remodelage de l'architectureléissu Bien qu'il existe des différences
dans la pathogenese de la fibrose en fonction atgdhe atteint, les grands mécanismes
impliqués restent les mémes (Figure 1 ; (28, 30)) :

- Lésion de la barriere épithéliale/endothéliale

- Sécrétion de cytokines inflammatoires et pro-filoyaes
- Recrutement de cellules inflammatoires

- Stress oxydatif

- Synthese de matrice extracellulaire

- Apoptose
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Régénération tissulaire FIBROSE
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Figure 1 : Résultats de la cicatrisation : Régém@raissulaire ou fibrose.
Aprés une atteinte tissulaire, les cellules épidted et/ou les cellules endothéliales vont libéles médiateurs
de I'inflammation qui vont activer une cascade él&ctions menant a la réparation tissulaire. Darased’'une
atteinte chronique, le processus normal est pertetbla persistance d'un certain degré d'inflamoratva

induire une activation permanente des myofibrobRsCeux-ci vont produire un dépdt excessif de iogtr

extra-cellulaire et ainsi vont étre responsableldermation d’une fibrose (d’aprés Wyehal, 2007 (28)).

Les cellules épithéliales pulmonaires (pneumocytesht des composants cellulaires
essentiels du tissu pulmonaire et sont responsaldeséchanges gazeux au niveau des
alvéoles pulmonaires. Les lésions de ces cellubedt sonsidérées par beaucoup comme
I'évenement déclanchant du processus de fibrosecékules endommagées vont libérer des
cytokines et des chimiokines activant les voiesidaalisation des cellules voisines qui vont,
a leur tour, secréter des cytokines pro-inflammesoiet pro-fibrosantes comme le
transforming growth facteur (TGH)-le connective tissue growth factor (CTGF) ou eade
tumor necrosis factor (TNF9-(31).

Les cellules épithéliales et endothéliales étanbitétment liées au sein du parenchyme

pulmonaire, les Iésions des pneumocytes peuveniralapoptose des cellules endothéliales
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(32, 33). L’atteinte des cellules endothélialesuihdine perte de la fonction de barriere de
'endothélium mais aussi la sécrétion de nombreusgskines et facteur de croissance
conduisant au recrutement de cellules inflammatosr le site de la lésion (34, 35). Les
eosinophiles, lymphocytes, neutrophiles et macrgebaecrutés vont participer a la fois a la
production de ROS (especes réactives de I'oxyg&@tg)qui contribuent a I'établissement de
la fibrose (31). Mais ils vont également relargdémportantes quantités de cytokines pro-
fibrosantes tel que IL-13 et TGR: (37, 38). C'est la mise en place de cet envirorerd
cytokinique pro-fibrosant aprés des lésions réétEs cellules épithéliales et endothéliales
qui peut transformer le processus de cicatrisaioprocessus de fibrose chronique. En effet,
la production excessive et persistante de cytokieésjue TGH3 est a l'origine de la
transformation des cellules pulmonaires (celluleihéliales et fibroblastes) en cellules
agressives productrices de MEC, les myofibroblagtescours du processus de cicatrisation
normal, ces cellules permettent la contraction itki de Iésion empéchant sa progression et
synthétisent également des facteurs favorisantdifgration, la migration et la régénération
des cellules épithéliales et endothéliales (29yeApecolonisation du site endommagé par de
nouvelles cellules épithéliales et endothéliales,mhyofibroblastes sont éliminés par apoptose
(39). Cependant lors du processus de fibrose,daghéene d’'inflammation chronique mis en
évidence par de nombreux auteurs semble favoriser activation permanente des
myofibroblastes et une inhibition de leur apoptdsen résulte une production excessive et
non contrélée des composants de la MEC (acide ty@fjue, fibronectine, peptidoglycane et
collagéne) (29). Le processus fibrotique est dmadrisé a la fois par I'apoptose des cellules
épithéliales conduisant au relarguage de cytokppresfibrosantes tel que TGFE mais
également par l'inhibition de I'apoptose des myuflilastes produisant I'excés de MEC a
l'origine de la pathologie. Ce « paradoxe » a é@&dment évoqué dans la littérature et
l'action du TGFB1l a été mise en évidence (40, 41). Outre les R®®drt des cellules
épithéliales passe notamment par la stimulatiorédapteur Fas par son ligand FasL qui peut
étre induite par le TGB1 (42). Au contraire, il a été montré que les niyafblastes
possedent une résistance naturelle a I'apoptossténgar la voie Fas/FasL notamment grace
a une forte expression de facteur anti-apoptotiqeésqjue XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis protein) et FLIP (Fas-like interleukin (IL)-fg-converting enzyme-inhibitory
protein) (43). Dans ce contexte, l'acquisition dpaiénotype résistant a l'apoptose par les
myofibroblastes est, au moins en partie, due &daétion d’'un facteur de croissance soluble
qui active la voie de survie PI3K-Akt (44). Lesatabns entre la MEC et les myofibroblastes

sont aussi importantes pour I'activation des vadiesurvie et de prolifération de ces cellules
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(45). La rigidité de la MEC peut favoriser I'acttian de la voie integrin-FAK par le TGFt
chez les myofibroblastes et conduire au phénotgsestant a I'apoptose observé en cas de
fibrose (46).

Dans la suite de cette partie nous allons déchue @n détail certains des éléments que nous
avons particulierement étudiés au cours de ce itrala these notamment la matrice

extracellulaire, le TGIB1 et le myofibroblaste.

2- Matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau dem® et dynamique dans lequel se
trouvent les cellules de tous les organes. Ellengtemps été considérée comme un simple
support mécanique pour les cellules, mais plusmméoent, de nombreuses recherches lui
conférent un réle important dans la transductionsiggmaux biologiques cruciaux pour la
formation, le développement et la fonction desédéhts tissus et organes (47).

La MEC forme un gel composé de glycoprotéines, gugliycanes, glycosaminoglycanes,
protéines, ainsi que d'un réservoir de facteurscd@ssances, cytokines, chemokines et
protéases fixés au sein méme de la matrice (48).cbenposants protéiques majeurs de la
MEC sont le collagene et I'élastine qui sont resadates de sa structure. Le collagéne assure
la résistance tissulaire aux déformations alors dj@tastine confére les propriétés
d'extensibilité ce qui permet aux tissus de rései® contraintes mécaniques répétitives. La
fibronectine et la laminine sont également deux mosantes protéiques importantes qui
assurent I'adhérence cellules-MEC.

Il existe des liens étroits entre la MEC et lesute$. En effet, les composants de la matrice
jouent un réle important dans la transduction derdi signaux notamment par l'intermédiaire
d’interactions avec les récepteurs de surfacdsestgue les intégrines, qui sont directement
reliées aux cytosquelette d’actine intracellulai®). Ainsi, les récentes études semblent
repousser la vision de la matrice comme un supperte pour les cellules et considérent la
MEC comme un acteur fondamental dans les procesdugaires incluant la différenciation,

la prolifération, la migration et I'apoptose (4®)5
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a- Le collagene

Le collagene est la protéine principale constitdarIEC et représente environ un tiers des
protéines totales chez les mammiféeres. Cette ptéissure un rdle essentiel dans la
résistance des tissus face aux forces de tractiorguelles ils sont soumis. Dans certains
tissus comme les tendons, le collagéne assurendégaleun réle dans I'élasticité tissulaire.
Dans I'ensemble des autres organes, il constitugseau structural pour les cellules (51). A
ce jour, 28 types différents de collagenes sonértépés chez les vertébrés méme s’ils ne
participent pas tous a la composition de la MEC.

Le collagéne se caractérise par une répétition tlipket d’aminoacides spécifiques, Glycine-
X-Y (Gly-X-Y), permettant la formation de chaineslypeptidiques (les chainesg- qui
s’associent pour composer une structure en tripleeh Le résidu glycine est un élément
invariant du triplet d’aminoacides et la majoritésdmutations les plus dommageables du
collagene conduisent au remplacement d'un résighing! a I'intérieur de la triple hélice (52,
53). Les autres positions (X et Y) du triplet peutvétre occupées par n'importe quel amino-
acide mais la proline (Pro-28%) et I’hydroxyproliftdyp-38%) sont privilégiées, conférant
une structure plus rigide et plus stable aux filtescollagene. Ainsi le triplet Pro-Hyp-Gly
est le plus fréquent (10.5%) (54). Les chaimesnt produites sous forme de procollagene par
les cellules puis excrétées dans le milieu exthaledie ou les triples hélices, nommées
tropocollagéne, s’assemblent pour former des carepl®rganisés conduisant a la structure
macromoléculaire du réseau de collagéne. Les typemllagene sont divisés en six groupes
selon le mode d’assemblage des hélices de troppeule entre elles. Les collagénes les plus
fréquents sont les collagénes 1a IV :

- Le collagene de type | se trouve essentiellerdans la peau, les tendons, les os (armatures),
la cornée et les organes internes.

- Le collagene de type Il représente plus de 50¢gpdetéines du cartilage.

- Le collagene de type Ill est présent dans lesusishématopoiétiques, les muscles
squelettiques et les parois des vaisseaux sanguins.

- Enfin le collagéne de type IV est spécifique teaes basales dans lesquelles il forme un
réseau.

Bien que les différents types de collagéne soigucifiques de tissus particuliers, en
condition pathologique certains tissus exprimers types de collagéne gu’ils ne leurs sont
pas propres. La persistance de la surproductiocoti@agéene de type |, ainsi que des autres

macromolécules de tissus conjonctifs par les filagibs menant & un dépoét excessif de tissus

23



dans les organes lésés, est la conséquence d'tératiah du contrdle de régulation de
'expression génique. Cette dérégulation semble &in évenement crucial dans le
développement de la fibrose (55).

b- Production et renouvellement de la MEC : BeéaWIMP/TIMP

Les types de collagéne prédominant dans le tisémgmaire normal ou fibreux sont les
collagénes de type | et lll. Les poumons atteimtsiltrose produisent deux a trois fois plus de
composants de la matrice que les poumons sainsmeotlas collagenes | et Il mais
également la fibronectine, I'élastine et les peamlgcanes (56). Cependant, la seule
surproduction d’éléments de la matrice ne peutngaessairement expliquer I'accumulation
de MEC observée lors du processus de fibrose. HEat, dfaccumulation de MEC fait
intervenir deux mécanismes : d’'une part 'augmemtatle la synthése des composants de la
matrice et, d’autre part, I'altération du procesdesiégradation de ceux-ci.

Si un large nombre de types cellulaires sont cagade synthétiser les macromolécules
matricielles, les fibroblastes et les myofibrobdastfibroblastes exprimantuFSmooth Muscle
Actin ou 0-SMA), que nous développerons ulterieurement dagtte artie, en sont les
producteurs majeurs au niveau du poumon en concittomale et pathologique (57).

Le dépbt excessif de MEC peut également étre lié défaut de dégradation des composants
de la matrice. Le renouvellement des macromolécalagicielles est rapide, constant et
implique deux grandes familles de protéines : letaitfoprotéinases matricielles (MMPs ;
matrix metalloprotease) qui dégradent la MEC et ddissue inhibitor metalloproteases »
(TIMPs), inhibiteurs naturels des MMPs (58).

Les MMPs sont des endopéptidases dépendantes palertient du zinc et capables de
dégrader tous les composants de la MEC. CepenedarMMPs ne sont pas exclusives a la
matrice et peuvent dégrader d'autres éléments ientér a celle-ci. Par leur fonction
protéolytique, elles peuvent affecter I'adhérenes dellules a la matrice, et peuvent étre
impliqguées dans de nombreux processus physiologiagiepathologiques y compris le
développement embryonnaire, la morphogenese, ledelage des os, la cicatrisation, le
cancer, l'asthme et la fibrose pulmonaire (56, Bdes sont également importantes pour le
relargage des fragments bioactifs de molécules deatrice extracellulaire et des cytokines
« piégées » dans la MEC, fournissant des signang Bamicroenvironnement des cellules
(59, 60). A ce jour, 24 MMPs ont été décrites cleszvertebrés. Historiguement, les MMPs

étaient divisées en collagénases, gélatinasesdlysines et matrilysines sur la base de leur
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spécificité pour les composants de la MEC. Aveadiraentation du nombre de leurs substrats
elles sont actuellement classées en fonction deslgucture et elles sont désignées par le
sigle MMP suivi d’'un chiffre (59, 61). Il existe huypes structuraux différents de MMPs
parmis lesquels cing donnent des MMPs qui serorrésees et trois constituent les MMPs
trans-membranaires. La majorité des MMPs partagestdomaines conservés : le domaine
catalytigue incluant un site de fixation du zinogeuséquence d’aminoacides en N-terminal
dirigeant les MMPs vers le réticulum endoplasmigué/i d’'une propeptide contenant un
résidu —SH, interagissant avec le site catalytigirec) et permettant le maintient des MMPs
sous forme de pro-MMP inactives. La plupart des MMbht également un « domaine
hémopexine » permettant une interaction avec |84P§| leurs inhibiteurs. Les MMPs sont
secrétées sous forme de pro-enzymes inactives git@ces pour étre activées, le clivage du
propeptide N-terminal (10 kDa) (62). Cette actiwatipar clivage du propetide met en jeu
généralement d’autres MMPs déja activeées mais igaied autres protéases a serine (63).
Une autre voie de régulation des MMPs réside datsidn des TIMPs. Il existe quatre
membres de la famille des TIMPs (TIMP-1 a TIMP-dpables d’'inhiber les MMPs avec des
spécificités différentes. Leur expression, aing gelle des MMPs est finement régulée afin
de maintenir un équilibre entre activation et inindim de la protéolyse de la MEC (Figure 2).
En effet, la dérégulation de la balance TIMP/MMRitpeonduire soit a une dégradation trop
importante de la matrice soit a un dép6t excessdalle-ci conduisant a la fibrose (59).
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Figure 2 : L’homéostasie de la matrice extra-calfal: la balance MMPs/TIMPs
La conservation d'un équilibre entre les MMPs &t TéMPs est essentielle au maintien d’'un tissu puolaire

sain. Une augmentation du ratio TIMPs/MMPs induitaimvironnement profibrotique (d’aprés Caatkal, 2002

(64)).

c- MMP et TIMP dans la fibrose pulmonaire

Il a longtemps été considéré qu'un défaut de deégiau de la matrice, donc un défaut
d’expression et d’activation des MMPs, expliquaittumulation de matrice lors de la fibrose
pulmonaire. Cependant, plusieurs études réveleatogtite vision est bien trop simplifiée
puisque la majorité des MMPs semblent surexprincéez les patients atteints de FPI (65).
Méme si ce constat semble paradoxal au premiemdaligpeut étre expliqué par la grande
variété des substrats et des fonctions des MMPs.

MMP-7 constitue la métalloprotéinase la plus sotiémquée comme étant surexprimée au
cours de la FPI. Elle est considérée comme protidue par son action sur la libération des
cytokines, notamment le TGRE, « piégées » au sein de la matrice entrainantatieation
des fibroblastes contribuant au dépot de collagéde

De nombreuses études ont également montré que M&t&itlsurexprimée au cours de la FPI
(67). Cependant, elle était retrouvée majoritaineimau niveau de I'épithélium et non de
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l'interstitium ou se trouve le collagéene suggéenmamirdle annexe de la MMP-1 sur les cellules
épithéliales plutét que sur la dégradation des amolécules matricielles dans ce contexte.
De plus, ces études montrent une augmentationlglardies inhibiteurs de MMP-1 limitant
grandement son activité de dégradation de la MEC.

MMP-2 et MMP-9 sont deux gélatinases fortement iqu#es dans le processus de fibrose
pulmonaire. MMP-9 est produite par les celluledaimimatoires comme les polynucléaires
neutrophiles, les macrophages, les monocytes,ylaphocytes et parfois par les cellules
endothéliales et épithéliales. Son activation sengredominante a un stade précoce du
processus. MMP-9 contribue vraisemblablement aégratlation de la membrane basale
favorisant I'invasion des fibroblastes productedes MEC dans I'espace alvéolaire (68).
MMP-2 semble avoir également un effet sur la déafiad de la membrane basale et pourrait
avoir un réle plus tardif sur la régénération deltutes épithéliales alvéolaires (59).

MMP-8 est produite majoritairement par les neutri@shet son expression au cours de la FPI
est corrélée avec un mauvais pronostic (65). Le mihjeur de MMP-8 lors du processus de
fibrose est la favorisation du recrutement desblastes favorisant I'accumulation de MEC.
Cependant, dans un modéle de fibrose pulmonaire keheat, Ruizet al. ont montré que
'expression de MMP-8 et MMP-13 était diminuée emrélation avec une augmentation de
TIMP-1 (69).

En parallele aux diverses actions des MMPs subtade pulmonaire, de nombreuses études
montrent une augmentation d’expression des TIMRZ dbs sujets atteints de FPI (70-72).
L’étude de la balance MMP/TIMP semble donc primalelipour expliquer I'établissement
d’un environnement favorable a 'accumulation de®plutdt que I'expression individuelle
de chaque MMP ou TIMP.

d- Réle actif de la matrice dans la fibrogenése

La matrice extracellulaire interagit avec les deBupour influencer leur adhésion, leur
prolifération, leur migration et leur survie. A letour, les cellules interférent avec la MEC
pour influencer sa composition et sa conformatiems les tissus sains, la matrice procure un
environnement optimal pour les fonctions cellulainermales. L'interaction cellules—MEC se
fait via des récepteurs transmembranaires, tellesles intégrines, qui assurent a la fois un
support mécanique pour les cellules mais aussioimt gd’échange et d’information entre les
cellules et leur environnement. L'interaction desnposants de la MEC avec ces récepteurs,

peut influencer le comportement des cellules. Aure modification de la composition de la
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MEC pourra étre « ressenti » par les cellules alifiena leurs fonctions (48). La fibrose peut
étre vue comme le résultat d’'une série de changedecia MEC (28). Les cellules répondent
aux changements mécaniques et biochimiques de tidcejagrace a linteraction entre les
intégrines et le cytosquelette d’actine intracelid. Les intégrines sont des récepteurs
hétérodimeriques de 18 sous-uniéést 8 sous-unitéf qui peuvent étre combinées selon 24
combinaisons différentes (49). Ces diméres sonaldap de lier différents éléments de la
MEC selon les sous-unités les constituant (73)siila nature des intégrines exprimées par
une cellule dicte sa capacité a interagir ave telli telle macromolécule matricielle,
conduisant a l'activation de voies de signalisagpgcifiques. L’adhésion des composants de
la MEC sur les intégrines et la signalisation imeluria le cytosquelette d’actine dans les
cellules peuvent réguler de nombreuses fonctiontulaiees primordiales lors de la
fiborogenése, comme la migration des cellules immaineis et des fibroblastes mais aussi
I'apoptose, la prolifération et la différenciatioallulaire.

La MEC constitue également un énorme réservointiskmes. Le remodelage de la matrice
lors de la fibrogenese perturbe I'équilibre entr&®/et cytokines entrainant un relargage
massif et une activation de cytokines comme le PEGFcytokine au fort pouvoir pro-
fibrosant. La plupart des protéines de la MEC @ sites de fixation pour les intégrines et
pour les cytokines ce qui favorise une concentnatie ces derniéres au niveau de la surface
des cellules, proches de leurs récepteurs. Le fI5€st lié a la MEC de fagcon covalente dans
sa forme latente par la Latent TGE-binding protein (LTBP)-1 (74, 75). La forme aetigdu
TGF{1 peut étre libérée par le remodelage et 'augntiientale la rigidité de la MEC au
cours du processus de fibrose. Cette libératiorakra une fixation accrue du TGH-sur ces
récepteurs conduisant a une activation d’'une sgatan cellulaire pro-fibrosante comme

nous allons le décrire dans le chapitre suivant.

3- Transforming Growth Factdgyt

La dérégulation de I'environnement cytokinique @stfacteur clé dans I'établissement de la
fibrose pulmonaire. Méme si le réle exact de lanfimation dans le processus fibrosant reste
discuté au sein de la communauté scientifique, eintde clair que les médiateurs
inflammatoires jouent un réle dans la phase précooguisant a la fibrose (76). En effet, la
forte production des cytokines pro-inflammatoiresque le TNFa et l'interleukine-PB (IL-

1B) lors des lésions épithéliales, contribue a Fatibn et la progression de la fibrose (77, 78).
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Ces cytokines vont initier le processus inflamnrat@n stimulant les fibroblastes qui vont a
leur tour produire des chimiokines comme IL-8, MC4onocyte Chemotactic Protein-1) et
des facteurs de croissance comme IL-6, GM-CSF (@oagte Macrophage Colony
Stimulating Factor) et FGF (Fibroblast Growth Fart(79). Ces facteurs favorisent le
recrutement de cellules inflammatoires, notammestrhacrophages, qui vont sécréter des
facteurs de croissance comme PDGF (Platelet-Derwsuivth Factor) CTGF et surtout
TGF (80). De toutes ces cytokines, le TEEest manifestement la molécule pro-fibrosante

essentielle et apparait étre par conséquent urateédipivot du processus fibrosant (81).

a- Structure

Trois isoformes du TGB-ont été identifiees chez les mammiféres : TRRFTGFH2 et TGF-

B3. Ces isoformes ont une structure presque idemiqsont codées par trois genes distincts
hautement conservés, témoignant du role esseatiélgar la famille du TGB- La molécule
active du TGH est un homodimére de deux peptides de 12,5 kD@srphr une liaison
sulphidryl pour former une molécule de 25 kDa (TfF; B2.2 ou B 3.3). Des hétérodimeres
(par exemple TGPB1.2 et f2.3) peuvent également se former (82). Ces formesctgp sont
plus rares et ont des fonctions différentes desdaimeres classiques.

Les membres de la famille du T@Fsont considérés comme des molécules pléiotropiques
multifonctionnelles, composés de nombreuses cysskidont le TGH, les activines, les

« bone morphogenetic proteins » (BMP) et la myostatCes facteurs peuvent réguler de
maniére soit positive soit négative différents pssus biologigues comme la prolifération, la
différenciation et la mort cellulaire, en fonctide I'environnement cellulaire et du stade de
développement et de différenciation des cellulddesi (82). La signalisation des trois
isoformes du TGH- passe par les mémes récepteurs membranairessebatl quasiment les
mémes cibles cellulaires. Bien que leurs efiietgtro soient similaires, leur actidn vivo est
bien distincte (83-85). Des études sur la pertéodetion d’une ou l'autre isoforme montrent
gu’elles jouent un réle bien différent dans le déppement embryonnaire et qu’elles n’ont
pas d’effets compensatoires (86). Bien que les ismformes soient exprimées au cours de la
fibrogenése, il a été montré que le développemetidlide la fibrose était bien di au TGF-
B1l. En effet, 'administration de TGFt grace a des adénovirus au sein du parenchyme
pulmonaire entrainait une fibrose sévére et pregrescontrairement a I'administration de

TGF{33 seulement initiateur d’'une fibrose transitoir@)(8
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Le TGF$ est synthétisé sous forme de précurseur inactié-gpo-peptide) de 392
aminoacides. L'obtention du TGFactif nécessite deux étapes de clivage succes@@s

Un peptide signal hydrophobe situé a I'extrémitéeNninale du pre-pro-peptide est clivé
dans l'appareil de Golgi par des protéases de fypee (89). Le fragment C-terminal
(aminoacides 280-392), qui constitue le T@F-mature, reste attaché au pro-peptide N-
terminal, appelé « Latency Associated Peptide »R).A0ar des interactions non covalentes.
Apres sa synthese, le T@Fest secrété par les cellules sous forme de complmactifs.
Deux types de complexes ont été décrits : le «Shaaént Complexe » (SLC) dans lequel
une molécule active de TGFest liee de maniére non covalente a un dimereegde LAP,
eux mémes liés par des ponts disulfures ; et largd_Latent Complexe » (LLC) dans lequel
le complexe TGH/LAP est lui-méme lié & une protéine d’environ 15a, la « Latent
TGRB-Binding Protein » (LTBP) (82, 90). La LTBP pernmat complexe TGB/LAP de se
fixer aux composants de la MEC, comme la fibromecet I'élastine, ou il sera stocké. Le
relargage du TGB-inactif de la MEC peut étre initié par les proEsasomme I'élastase et la
plasmine qui peuvent cliver la LTBP. Le T@Fsécrété sera ainsi conservé sous sa forme
latente en concentration relativement élevée pi&reéx activeée en cas de nécessité (91-93).
Comme l'affinité du TGH3 avec ses récepteurs est tres grande, l'activatione faible

quantité de TGH-généere rapidement une réponse cellulaire maxi(8dle

30



Pre-pro-TGF-fi “Small” latent complex “Large” latent complex

—— e ACUVE ——

) TGF-5 il -
Pre-region  Pro-region  Mature Extracellular
{signal peptide)  (LAP)  peptide %—- matrix
;mm
—————
LTBPs H I'm
FLII
TSP |
Active TGF-fi Im
e | |

|
A =1l
ﬁ T o : P::’JOQ_H Proteases I_’ ﬁi

Q —_— TR TR Y uPA-R  MPAGFI-R

Endoglin - @
o o

Figure 3 : TGR3 : Structure, activation et récepteurs

Aprés clivage du pré-peptide, le T@Fest secrété sous forme inactive lié au peptide fgxmhant le Small
Latent Complexe » (SLC). Le TGFactif est libéré du SLC par rupture des liaisoms-oovalentes entre TGF-
et LAP sous des conditions de stress cellulaire«Uarge Latent Complexe » (LLC) peut se formélaibaison
de la protéine LTBP au SLC. LTBP ancre le LLC MBC pour fomer un réservoir de T@Fgui sera libéré
dans des conditions conduisant a un remodelag@euégradation de la MEC. Une fois activé, le TE$e lie
a ses différents récepteurs trans-membranaires ipitigr la cascade de signalisation intracelldajd’aprés
Fortunelet al., 2000(88)).

b- Activation du TGH

L’activation des complexes latents (SLC et LLC) ws¢ étape cruciale pour la régulation des

fonctions du TGRH. Dans le SLC, linteraction non covalente entreFfiset LAP empéche

la liaison du TGH3 a ses récepteurs (91 vitro, la dissociation du complexe peut se faire

par de nombreux stimuli qui induisent la dénatoraties protéines, y compris les conditions

extrémes de température ou de pH et l'exposition @ydants ou des rayonnements

ionisants. La libération de la molécule de TERctif peut également étre effectuée par

différentes protéases qui rompent l'interaction LRBF-.
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L’activation du LLC passe par une étape préalabléidsociation du complexe et de la MEC
sous l'action de protéases comme la plasmine. dltsimécanismes d’activation, présentés
en Figure 3, ont été proposés dans la littérature.

La plasmine peut interagir avec la région N-terd@rdu peptide LAP et ainsi perturber les
interactions TGHY/LAP libérant la forme active du TGF+94). Dans les monocytes, les
macrophages et les cellules endothéliales, deuastyje récepteurs ont été impliqués, le
« mannose-6-phosphate/type 1l insulin-like growthctér receptor » (M6P/IGFII-R) et
« l'urokinase plasminogen activator receptor » (t®A Ces deux récepteurs ont un role
synergique induisant I'activation du TG¥-En effet, M6P/IGFII-R et uPA-R forment un
complexe membranaire qui peut lier le LLC (via M&¥WII-R) et la plasmine générée
localement (via uPA-R) et va permettre la libénatitu TGF actif (Figure 3).

Les intégrines sont également largement impliqusess l'activation du TGEB- (95). La
majorité des intégrines se lie a leurs ligands @& séquence RGD (Arg-Gly-Asp). Cette
séquence est retrouvée dans le peptide LAP, ckaglite la liaison et I'activation du TGF-
par principalement deux intégrines;36 etavp8, in vitro (96). Les intégrines peuvent activer
le TGF{3 via deux mécanismes : un mécanisme protéase daefidB8) et un mécanisme
protéase indépendanitv(36).

L’intégrine av(36, dont la partie cytoplasmique de la sous-upitéest liée au cytosquelette
d'actine, est la premiere a avoir été impliquéesdbactivation du TGH. Les études
suggerent que l'action @/R36 se fait grace a I'encrage et la formation dzomplexe
avR6/TGF$ a la surface des cellules. Des stimuli impliquamtremodelage du cytosquelette
d’actine percus pasvp6 peuvent induire un changement de conformatiotiintégrine et
conduire a I'activation du TGB-via ce complexe. Il a été montré que la mutatiomomaine
6 abolit I'activation du TGHB médiée par lintégrine (95). En outre, dans ledules
dépourvues de LTBP-byvR36 ne peut pas activer le TGFL activation du TGH par avi36
dépend donc essentiellement de I'association du-fl@kent avec la LTBP etvl36 (97).In
Vivo, ce mécanisme peut étre d’'une grande importamsalloprocessus fibrosant. Il a en effet
été montré, que les souris Knock-Out (KO) pourt&grineavp6 sont protégeées de la fibrose
pulmonaire induite par la bléomycine. Le traitemel® souris Wild Type (WT) a la
bléomycine entraine une surexpression des intéganka surface des cellules pulmonaires
causant une plus forte activation du T@&Et par conséquent une fibrose pulmonaire (95).
L’intégrine avp8 peut également lier et activer le TGFmais le mécanisme mis en jeu est

différent. L’activation du TGH par avp8 n’est pas dépendante de la contraction du
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cytosquelette mais permet une exposition du conepleXF/LAP a des protéases. En effet,
a la surface des cellulesyp8 co-localise avec MMP14. Par conséquent, le PGdtent est
présenté a la MMP-14 par l'intégrinep8, ce qui se traduit par le clivage protéolytiqeelal
LAP et la libération du TGB-actif (96, 98).

Enfin, les MMP-2 et MMP-9 peuvent également clieeldibérer le TGH3 latent de la MEC
via leur activité de gélatinase (83).

c- Réle du TGH

Les souris KO pour le TGB-ne présentent pas de trouble de développementyemiaire
important mais elles présentent trés t6t des sighieBammation majeurs et Iétaux. Ainsi,
TGF{3 apparait comme un régulateur essentiel du sysitémmeinitaire. De plus, 50% des
foetus de souris TGB-/- présentent des signes d’anémie sévere dusndmbre trés faible
d’érythrocytes suggérant un réle du TGEans ’hématopoiése.

Outre son action dans les processus de cicatmsdmgiogenése, la formation de la peau et
linflammation, le TGFB est aussi fortement connu pour son réle cruciatda fibrogenese.
Comme déja décrit précédemment, la réparation laissu implique une séquence
d’événements biologiques débutant par une infittratde cellules inflammatoires et de
fibroblastes, la formation d’'une nouvelle MEC etrariveaux vaisseaux sanguins et enfin par
la prolifération de cellules pour reconstituerissa Iésé. Le TGPB; et plus particulierement
le TGF$1, est impligué dans tous ces évenements. Les gitagucontiennent de fortes
concentrations de TGFL qui vont étre libérées sur le site de la Iéshles concentrations
de I'ordre du femtomolaire, le TGFL sera fortement chimio-attractant pour les netnitep,

les cellules T, les monocytes et les fibrobladtkwe fois arrivées sur le site |ésé, ces cellules
seront activées par les concentrations en BGplus élevées (picomolaire) auxquelles elles
seront soumises. Les monocytes vont alors prodiesreytokines profibrosantes FGF, TNF,
IL-1 et les fibroblastes vont produire la MEC (92gs cellules infiltrées mais aussi les
cellules résidentes (cellules épithéliales, cefliadothéliales, fibroblastes résidents) vont, au
contact du TGH, produire a leur tour du TGF-augmentant ainsi son action. Cette boucle
d’amplification du TGF38 semble jouer un réle déterminant dans la prograsde la fibrose
(92).

En outre, bien que les mécanismes conduisant Blladtent encore méconnus, il semble que
I'activation du TGFB1 latent soit une caractéristique de la progresdmia pathologie. En

effet, dans les poumons de patients souffrant de dfPtaux significativement plus fort de
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TGFf1 actif est relevé comparativement a celui troukiézcdes sujets sains. Le taux de
TGF1 total synthétisé est par contre sensiblemenéi@en(99).

d- Les récepteurs

Au niveau extracellulaire, la signalisation du T@Fpasse par des récepteurs
transmembranaires. Il existe deux types principdeixécepteurs, type | et type IIR-I ou
ALK, et TBR-II), qui représentent deux familles de réceptdtmasmembranaires de type
serine/thréonine kinase capable d’interagir poum&y des complexes hétérotetrameriques. Il
existe plusieurs formes pour chaque récepteur Madia 53 a 65 kDa pourR-1 et de 80 a
95kDa pour PBR-Il. Cependant, en absence de ligand, les réceptsont sous forme
homodimeérique (100, 101). Les mécanismes de tratisdudu signal par AR-1 et TBR-II
sont aujourd’hui bien connus (102). La premiérgp@td’activation de la voie de signalisation
consiste en la fixation du TGF-sur un homodimere du récepteUsRFIl qui possede un
domaine kinase actif de maniere constitutive. Céiation entraine le recrutement et la
phosphorylation d’'un homodimére du récepteRT au sein du complexe TGHFBR-II
pour former un complexe hétérotetramerique, basd’'atdtivation de la voie du TGB-
(Figure 3). C’est la phosphorylation d@R-I qui permet la propagation du signal a d’autres
substrats intracellulaires via une cascade de plooglation. Les multiples formes des
récepteurs de type | et Il suggérent que les diffis formes homo- ou hétérodimériques du
TGF (TGFP11, P22 P33, P13, Pr2 P2.3) et les autres membres de la famille du TEGF-
(activines, BMP, myostatine) peuvent induire unporée différente en interagissant avec
différentes formes de complexes hétérotetramérigues chacune leur propre capacité de
transduction du signal (103).

D’autres récepteurs du TGF-non nécessaires a la transduction du signal, greugtre
exprimés a la surface cellulaire. Le récepteur gpeTlll (TBR-1II ou Pglycan) et la
glycoprotéine Endoglin servent de régulateurs pesiautres récepteurs de type | et Il (Figure
3). Plusieurs éléments montrent une fonction dfiée de ces deux récepteurs annexes.
D’abord, lepglycan peut interagir avec les TGHE; f2 et 3 alors que linteraction entre
'Endoglin et TGFB2 ne peut pas avoir lieu. De plus, le role filycan pourrait étre de
favoriser la liaison entre TGF-et le récepteur fR-1l alors que I'expression de I'Endoglin
semble diminuer la signalisation du T@F-Enfin, la distribution cellulaire des deux
récepteurs annexes est difféerente ce qui permeddi@tents types cellulaires une réponse

spécifiqgue au TGIB-en fonction des récepteurs exprimés a leur su(e®$).
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Dans la fibrose pulmonaire, les récepteurs les phiqués sont le récepteur de type I,
TBRII, et le récepteur de type IBRI (AIK5). En effet, des études ont montré quehiibition
d’Alk5 par des molécules bloquantes empéchait I&PBEG administré dans les poumons par
injection intra-trachéale par I'intermédiaire d’ad@irus, d’'induire une fibrose (105).

Le TGF{$1 inhibe normalement la prolifération des celludpithéliales. Cependant, chez les
patients souffrant de FPI, I'expression d’Alk5 das cellules épithéliales est diminuée,
inhibant ainsi I'effet bénéfique du TG sur leur prolifération. La baisse de I'expression
d’Alk5 permettra une réparation et une augmentatiten la prolifération des cellules
épithéliales. Toutefois, fR-1I ainsi qu’Alk5 sont surexprimés a la surfaces dibroblastes,
cellules responsables de Il'accumulation de MEC,mp#ant leur activation et leur

prolifération (99).

4- Les Smad

Apres l'activation du PBR-1, la majeure partie de la signalisation intrhdelre de la voie du
TGF{$ passe par une famille de protéines, les Smad @rothgainst decapentaplegic

homolog).

a- Voie de signalisation des Smad

Cette famille de protéines joue un réle centralsdiantransduction du signal des récepteurs
jusqu’aux genes cibles dans le noyau (Figure dqua présent, huit membres de la famille
ont été identifiés, qui, sur la base de différenstsicturales et fonctionnelles, ont été
subdivisés en trois groupes: (1) les Smad assoaieestcepteurs (R-Smad) sont les substrats
directs des récepteurs de la famille du TiSmadl, 2, 3, 5, 8), (2) les Smad co-régulateurs
(Smad4), et (3) les protéines Smad inhibitricesd&®n 7) qui ont un réle antagoniste de la
fonction de signalisation des R- et Co-Smad (8®yni les R-Smad : Smadl, Smad5 et
Smad8 sont des substrats pour les récepteurs deBtyiP tandis que Smad2 et Smad3 sont
des substrats dupR-l (106). Les R-Smad peuvent interagir directenmerdc le récepteur
TBR-I activé et sont ensuite phosphorylées sur désidus sérines dans un motif conserve,
SSXS en C-terminale. Le recrutement de Smad2 eti$ma niveau du récepteur activeé, est
facilité a la fois par la présence d’'une protéifendrage, SARA (Smad Anchor for Receptor

Activation), qui interagit directement avec les Rl et avec le fR-1 (107), et par le réseau
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de microtubules intracellulaires controlant la leg=ion subcellulaire des R-Smad. Une fois
phosphorylées, les R-Smad associées sous formenti@lexes hétérodimériques (Smad2/3)
sont capables de se fixer a la Co-Smad, Smad4. Spwxthet la translocation du complexe
Smad2/3/4 dans le noyau pour initier I'activaticas dyenes cibles de la voie du TGIFL08,
109), mécanisme que nous détaillerons plus loiis datte partie.

La régulation de la voie des Smad passe par laibn des I-Smad. En effet, ils ont la
capacité de se lier de maniere trés stable au tedaefBR-I et d’entrer en compétition avec
Smad4 afin d’empécher a la fois la phosphorylaties R-Smad sur leur récepteur mais aussi
leur interaction avec Smad4 (110). Smad7 peut ggale interagir avec les E3 ubiquitine
ligases Smurfl et 2, et induire leur recrutemenniaeau du BR-I. Les protéines Smurf
induisent I'ubiquitination du PR-I conduisant & sa dégradation par le protéasdnmdibant

la voie du TGH3 (111).

: Ligand

> Cytoplasm
= R-Smad yiop

|— Smad6/7 Smurfl/2

i L L R-Smad
==l
Receptors
R-Smad®
R-Smad®
Smurf1/2 —| R-Smad Smad4 Smadd

Coactivators
or repressor )
(CBP or p300) '

Figure 4 : Mécanisme général de la voie des Smad.

Le ligand se fixe a la surface des cellules aueptaurs sérine/thréonie kinase (type | et 1) ceigduit la
transphosphorylation du récepteur de type | paédepteur de type Il. Ce récepteur phosphoryl&eactiors les
R-Smad qui forment un complexe avec la co-Smad @8jrafin de permettre leurs translocations damoi@u.
C’est dans le noyau que ce complexe se fixera BNAet activera, en coopération avec des co-activatda
transcription de géenes cibles (d’aprés Deryeical.,2003 (112)).
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b- Fonction nucléaire des Smad.

Les R-Smad et les Co-Smad sont caractérisées pardienaines N-terminal et C-terminal
hautement conservés, MH1 et MH2 (homology MAD doragi et une région de liaison
variable en longueur et en séquence. Le domaine MéR R-Smad contient le site de
phosphorylation -SSXS-. La phosphorylation entraiime changement conformationel qui
dissocie les deux domaines et permet la cascadigulgisation (Figure 5). Le domaine MH2
assure aussi les liaisons protéines-protéines grRB-Smad et le fR-I, Smad4 mais aussi
divers co-activateurs et régulateurs de transonptUne fois dans le noyau, le domaine MH1
sert a la liaison des R- et Co-Smad a I'ADN (1123)1

Auto-repressive
interactions of MH1 and
MH2 domains

*DNA binding

*Oligomerization

*Transcriptional
activation

Figure 5 : Structure des deux domaines des R-Smad.
La phosphorylation au niveau du motif -SSXS- du dova MH2 entraine un changement de conformation des
R-Smad, permettant I'activation de leur fonction ldgson a I'’ADN et aux protéines co-activatricets op-

répressives de la transcription (d’apres Rohetrtd., 1999 (108)).

Cette interaction se fait via une courte séquerBma@d Binding Element; SBE) de
nucléotides, 5-AGAC-3'. La structure aux rayonsd¥ domaine MH1 de SMAD3 montre
gu’un motif B-hairpin (deux brins courts anti-paralleles séparés une boucle de liaison)
dans le domaine MH1 permet cette interaction MHESB13). Cependant, la faible
spécificité des Smad pour se lier a 'ADN, nécesdis co-activateurs tels que CBP (CREB
(cAMP response element-binding)-Binding Protein30®, spl ou encore SKil-interacting
protein (SKIP) qui sont des protéines nucléairesmtéraction des Smad avec ces co-
activateurs va augmenter l'activation de certaimsnoteurs dépendants de la voie du TGF-
(112, 114). A l'inverse, des co-represseurs tels cpski et SnoN (Ski-related novel gene)
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vont réprimer des promoteurs dépendants du F@R-se fixant aux Smad (115). L’ensemble
de ces co-activateurs et co-represseurs va ingerfi@ns I'expression génique induite par le
TGF et pourrait expliquer comment la voie apparemnsenple du TGH peut réguler des
centaines de genes différents et avoir des effstgicts selon les différents types cellulaires
(116).

c- Translocation nucléaire des Smad : role deddma

L’étape essentielle pour I'activité de la voie dawmad est la translocation du complexe R-
Smad/Co-Smad dans le noyau. Méme s’il semble quad®me soit pas absolument
nécessaire pour obtenir une faible activit¢ dedee \du TGFB Smad-dépendante, il a été
montré que sa présence favorisait grandementnaltr@ation nucléaire de Smad2/3 dans le
noyau (117) ainsi que leur activité transcriptidiesn recrutant des co-activateurs et
favorisant leur liaison a I’ADN. La localisationldaire de Smad4 est indépendante de celle
des autres Smad. En effet, alors que Smad2/3 soalidées dans le cytoplasme en condition
normale et qu’elles sont relocalisées dans le n@@és une stimulation par le TGEF-
Smad4 semble « voyager » indépendamment et de r@aigstante entre les compartiments
cytoplasmique et nucléaire (118, 119). Des séqueNtS et NES spécifiques de Smad4 ont
été identifiées pour expliquer ce transport coriséamre cytoplasme et noyau. De plus, la
liaison entre Smad4 avec les R-smad dans le nogaible inhiber I'export nucléaire de
Smad4 favorisant son activité transcriptionelle. 2309, Dupondet al. proposaient un
nouveau meécanisme de régulation de la localisatienSmad4 en évoquant la mono-
ubiquitination nucléaire de Smad4 par la protéinacvité E3-ubiquitine ligase, TIFyl
(Transcriptional Intermediary Factof)l (120). Les auteurs démontraient que la mono-
ubiquitination de Smad4 par TIR-Inhibait la voie de signalisation des Smad enuidnt le
complexe R-Smad/Smad4 et en favorisant I'exportéaie de la forme mono-ubiquitinylé
de Smad4 (Smad4-Ub, Figure 6). Leur étude dévalasisi un mécanisme de « recyclage »
de Smad4-Ub puisqu’une fois dans le cytoplasmprd&ine FAM (Fat Facets in Mouse) est
capable de désubiquitinyler Smad4-Ub lui redonfepbssibilité de se lier aux R-Smad et de

retourner dans le noyau (120).
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Figure 6 : Régulation de la localisation cellulaleeSmad4 par 'ubiquitine.

La stimulation de la phosphorylation des R-Smadigp&inase du BR-I induit I'assemblage d'un hétéromere R-
Smad/Smad4 qui s'accumule dans le noyau. L'interade ce complexe avec TH-tlans le noyau conduit a la
dissociation du Smad4 et sa mono-ubiquitinationacra l'activité de la désubiquitinase FAM dans le
cytoplasme, Smad4 est désubiquitinylée et est keeygour reformer un complexe R-Smad/Smad4 (d'apés
Wranaet al.,2009 (117)).

d- Les voies Smad-indépendantes

Le TGFf peut aussi activer des voies de signalisationpiedéantes des Smad comme les
trois voies distinctes des MAP (mitogen activatebtgin) kinases: la voie ERK
(Extracellular signal-regulated kinase), la voidurr N-terminal kinase (JNK) et la voie p38
MAP kinase. Ces voies MAPK peuvent étre activéeagat completement indépendamment
de la voie des Smad. Elles peuvent aussi inteeagic les Smad (121). La voie ERK par
exemple peut inhiber ou augmenter la voie des Ssehuh le type cellulaire. Les voies JNK
et P38 MAPK renforcent la réponse induite par leedes Smad (83). En plus de ces voies, le
TGF{ active les voies PI3K/Akt, c-Abl (Abelson nonretmptyrosine kinase) et Rho
GTPase. Enfin, le TGB-peut aussi coopérer avec les voies WNT (winglgss-MMTV
integration site) et NOTCH (122).
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Cependant, dans ce travail de these nous nous soroomeentrés sur la voie principale

impliquée dans le processus de fibrose, la voi€@E Smad-dépendante.

e- Les Smad dans la fibrose pulmonaire.

Lors de la fibrose pulmonaire, I'activation massileela voie du TGEB-confére aux Smad un
réle potentiel important. Smad3 est la protéinplls étudiée dans le contexte de fibrogenese
pulmonaire. L’étude de souris KO pour le gene Sn{&8KO) montre que I'absence de cette
R-Smad conduit a une modification de la structurknpnaire. En effet, les souris S3-KO
développent spontanément au cours du vieilissemenemphyséme (élargissement des
alvéoles, et destruction de la MEC) associé adagmce de MMP-9 et MMP-12. Ceci montre
limportance de la voie du TGF-et particulierement de la voie des Smad dangulatste de

la MEC. Ces souris sont également protégées debtasé pulmonaire induite par la
surexpression transitoire de T@E-a I'aide d’adénovecteurs (123), mais aussi irdpdr la
bléomycine (124). Il a été montré qu’au cours dBbleose, une forte activation de Smad2 et
Smad3 était retrouvée dans les noyaux des macrephafijtrant le site fibrotique, dans les
cellules épithéliales alvéolaires et dans une nreimdesure, dans les fibroblastes (125). Ce
résultat peut s’expliquer par la forte expressienTgR-1 et —Il & la surface de ces cellules.
Les macrophages sont connus pour étre de grandaqtenirs de TGIB-ce qui leur confere
probablement un réle central dans la fibrose pubiren L’activation de la voie du TGfF-
chez les fibroblastes entraine une activation dedduction des éléments de la MEC et des
MMP, importants pour la progression de la fibros26). Le r6le de Smad2 dans la fibrose
pulmonaire reste cependant moins clair. Smad2 aplure faible affinité pour 'ADN que
Smad3 (110) et est plus considérée comme un medulde la voie de signalisation impliqué
dans le développement plutbét que comme une progétiaetrice de I'activation de la réponse
rapide au TGH (124).

La surexpression des I-Smad, notamment Smad7,lenégat été rapporté comme impliquée
dans la limitation du processus fibrosant (127)t €#et de linduction de Smad7 est
compréhensible puisque l'inhibition de la phosplaiign des R-Smad ainsi induite va causer
une rupture de la voie du TGF-

Les études sur le réle de Smad4 dans la fibrosmgndire sont aujourd’hui trés peu
nombreuses. Cependant la génération de souris Sik@ddlans les cellules épithéliales

rénales (I'absence systémique de Smad4 est I@g@e)mis de montrer que I'absence de cette
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Co-Smad avait un effet protecteur sur la fibrosele et limitait la production de collagene

par les fibroblastes (128).

5- Le myofibroblaste

Au cours du processus de cicatrisation, les myofilastes sont recrutés au niveau de la
Iésion pour permettre sa contraction et empéchgurggression. lls sont caractérisés par
I'expression importante de la protéimesmooth Muscle Actino-SMA) qui est leur marqueur

le plus communément utilisé (129). Cette protéirse lgur conférer leur fort pouvoir
contractile nécessaire a la fermeture des tissés l&n effet, les moléculesxe5MA vont se
fixer sur les fibres de F-actine pour les renfor(E30, 131). Comme nous l'avons évoqué
précédemment, une fois leur mission accomplie, ng®fibroblastes sont éliminés par
apoptose. En cas d’emballement du processus derigat@n, le micro-environnement
cytokinique, et surtout la présence en tres fouantjté de TGH, peuvent conduire a une
persistance et une activation permanente des mmgbfdstes conduisant, a terme, a
I'établissement d'une fibrose. En effet, le T@E-est connu comme étant le principal
activateur de ces cellules agressives dont la pcésest corrélée avec un mauvais pronostique
et la progression de la fibrose pulmonaire (57)Igvala variété de types cellulaires capables
de produire les éléments de la MEC, les myofibstiela activeés sont les plus grands
producteurs de protéines matricielles, notammenctdlagenes | et Il (132). En outre, ces
dernieres sont également responsables d’'une footdugtion de TGH entrainant un auto-
maintien du « pool » de myofibroblastes dans lesypms (29, 129).

Les myofibroblastes sont localisés dans des régipasifiques du poumon fibreux appelées
« fibroblastic foci » ou foyers fibroblastiques (HHgure 7). Les FF représentent les zones
pathologiqgues du poumon atteint de fibrose et rgugot a la fois des fibroblastes et
myofibroblastes ainsi qu’'une grande quantité de pmsants de la MEC. Leur présence au
sein du poumon a été corrélée avec la perte desidas respiratoires, un mauvais pronostic

et une baisse de la survie des patients (133).
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Figure 7 : Foyers fibroblastiques
Section de poumon de patient souffrant de FPI &geement 100x (A) et 400x (B)) présentant un foyer
fibroblastique (en bleu-vert) correspondant a umdtiéocalisé de collagéne immature. Tout autoujaene, un
dépdt hétérogéne de collagéne mature peut étreveb@Bapres Coott al., 2006 (134)).

Si le role et la localisation des myofibroblasteatsaujourd’hui bien connus, les origines de
ces cellules sont encore trés discutées. Troisthgpes ont été avancées possédant chacune
un grand nombre de publications les confirmant. M&mnla contribution et l'importance
réelle de chacune d’elles restent débattues, llet gommun a chaque mécanisme donnant
naissance aux myofibroblastes est I'implicationeséaire du TGBA.

Ces hypotheses mettent en lumiére trois types dmeépiteurs différents pour les
myofibroblastes que nous allons décrire: les fitasies pulmonaires résidants, les cellules

épithéliales et les cellules mésenchymateusessisiia meelle osseuse (fibrocytes).

a- Les fibroblastes pulmonaires résidants

La plus ancienne hypothése suggere que les mybfasies résultent de I'activation des
fibroblastes résidents dans le poumon comme laewbilstes péri-bronchiques et péri-
vasculaires (30). Les fibroblastes sont des calluj@i ont une origine embryonnaire
mésenchymateuse. Ces cellules fusiformes sont temmeat présentes dans la majorité des
organes et tissus de lI'organisme, souvent intrigjaas les protéines de la MEC. En réponse
aux lésions tissulaires, ces cellules acquiérentphénotype spécifique caractérisé par
'augmentation de I'expressiond@dSMA, la sécrétion de TGB-et leur capacité migratoire.

La capacité des cellules mésenchymateuses dersfotraer en cellule contractieSMA

positive (myofibroblastes) au cours de la répamaties tissus et sous certaines conditions
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expérimentales a été largement rapportée dantdeature (135). Ces cellules activées sont
fortement impliquées dans la synthese des prot@ada matrice et dans la production de
cytokines fibosantes (136). Les fibroblastes prigsdgn un phénotype de type
myofobroblastique sont aussi prédominant dansekasris fibrotiques dans un certain nombre
d'organes internes incluant les poumons, faisant ldequisition du phénotype
myofibroblastique par les fibroblastes, un acteajeur dans le dép6t excessif de protéines de
la matrice au cours du développement d'une fibtisselaire (137).

b- Les cellules épithéliales

Les alvéoles pulmonaires sont le site des échaggesux qui ont lieu dans les poumons.
L’épithélium alvéolaire assure sa fonction graceng@palement a deux types de cellules
épithéliales alvéolaires, les AEC | (Alveolar epiibl cell type 1) et les AEC Il (Alveolar
epithelial cell type 11). Les AEC Il représenterii% des cellules pulmonaires et occupent 5%
de la surface alvéolaire. Ces cellules synthétiskntsurfactant qui stabilise les alvéoles
pulmonaires en réduisant les tensions de surfdtes permettent aussi la régénération de
I'épithélium pulmonaire par leur prolifération einimisent les processus inflammatoires par
la sécrétion de cytokines (138). Les AEC | reprémen7% des cellules pulmonaires et
recouvrent 95% de la surface alvéolaire. Elles &rmun fin épithélium qui permet les
échanges gazeux et forme une barriere protectdae lfespace alvéolaire. Les AEC | sont
différenciées, manquent d'activité mitotique, ettsiacilement Iésées. Lors des Iésions des
AEC |, les AEC Il proliferent et se difféerencienoyr réparer I'épithélium alvéolaire
endommagé (139).

Malgré le stade différencié et la complexité descfmns des ces cellules, elles sont capables
dans diverses conditions de se transdifférenciar paesenter des caractéristiques de cellules
mésenchymateuses (fibroblastes et myofibroblagBesprocessus appelé transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) est important au cours delai@vement puisqu’il permet la
formation du mésoderme a partir de I'épithéliumdgaert la gastrulation. Il est aussi impliqué
dans la formation du cceur (formation du coussinoeadlique du canal auriculo-
ventriculaire), et la fermeture du palais (140,)141IEMT peut également intervenir dans des
phénomenes pathologiques comme le cancer ou elarsetérise par I'acquisition d’'un
phénotype migratoire des cellules malignes assoti@vasion des tumeurs. Dans la fibrose
pulmonaire 'EMT est considérée comme une sourcengefibroblastes participant a

'accumulation de collagéne et a la destructiotiatehitecture du poumon.
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La premiére étape du processus d’'EMT egidde de polarité des cellules épithéliales
et I'abrogation des interactions cellule-celluleau sein de I'épithélium alvéolaire (142).
Cette étape se manifeste par une diminution depiéssion de protéines spécifiqgues des
cellules épithéliales impliquées dans les jonctiam®lulaires telles que ZO-1 (Zona
Occludens-1) et I'E-cadhérine. LEMT est égalemettompagnée par une surexpression des
MMP-2 et MMP-9 qui, comme vu précédemment, ont mubstrat le collagéne de type IV
de la membrane basalea dégradation de la membrane basalet I'individualisation des
cellules leur permettent de migrer au sein du pdmgme pulmonaire grace au remodelage du
cytosquelette d’'actine qui se polymérise en filesstress avec la myosine et confére des
propriétés contractiles aux cellules et perteer migration (143). De plus, ces derniéres
vont créer des points d’ancrage avec la MEC qunpéent la mobilité et « I'invasion » des
cellules via les intégrines. Aprés leur migratites cellules vontcquérir un phénotype
mésenchymateuxFigure 8). Par exemple, I'apparition de I'expressile protéines telles que
I'a-SMA, la vimentine, la desmine, le (pro)-collagetee fibronectine, la N-cadhérine, les
facteurs de transcription Snail et slug (qui soes depresseur de I'E-cadherine) et certaines
MMP sont autant d’éléments qui confirment le phgpetmésenchymateux.
La perte des marqueurs cellulaires épithéliaux ceriBicadherine ainsi que I'expression de
marqueurs meésenchymateux comeSMA mais aussi la production de T@Fet de
procollagen par les AEC sont donc des caractéuissicspécifiques du processus d’'EMT
(144).
Au cours de cette thése, nous avons particuliererdemié le TGH31 comme principal
initiateur de 'EMT. Bien que la voie du TGFsoit la plus importante, durant TEMT deux
autres voies de signalisation, la voie Intégrind&/ét la voie Wntp-catenine complétent et
modulent ce phénoméne (145). Comme nous l'avonsitdgecédemment, la voie de
signalisation du TGIB- passe essentiellement par la voie des Smad. L'EMuite par cette
voie est donc la plus connue et la plus documeéeffet, 'lEMT peut étre inhibée en cas
de défaillance de la voie de Smad chez les souriadS KO par exemple. De plus, la
surexpression de Smad?7, inhibiteur de la phosphitoyl des R-Smad, peut abroger ou
retarder l'initiation de ce processus. Le réle clirdu TGFf a été montré chez des souris
transgéniques présentant des AEC Il marqués au IXEdaeffet, chez ces souris, apres
surexpression du TGF-a l'aide d’adénovecteurs, les cellules X-gal pesg (donc les AEC
Il) subissaient une EMT avec apparition de margaieugsenchymateux comme la vimentine
et 'a-SMA (146). Les génes cibles d'intérét de la vo@FB/Smad qui sont impliqués dans
'EMT sont I'a-SMA, le collagéne I, MMP2 mais aussi les intégsifie Wnt, Snail, Slug et
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ILK (integrin linked kinase). Il existe aussi desies indépendantes des Smad qui impliquent
d’autres éléments comme RhoA, P38 MAPK et PI3K gphatidylinositol-3-kinase) et Akt.
Chacune de ces voies a un rble spécifique maiemble pas suffisante pour induire une
EMT sans le concours de la voie TGfSmad. Par exemple, la petite GTPase RhoA est
importante pour le changement de morphologie ajasipour I'activation du promoteurod’
SMA (145). La voie P38 MAPK est aussi impliquée sldiorganisation du cytosquelette
puisque son inhibition réduit le changement de inoiggie et la réorganisation du
cytosquelette induite par le TGH- (147). Enfin, la voie de PI3K/Akt semblerait elitre
avoir un rble dans la survie cellulaire, favorisarvoie Wntf-caténine induisant 'TEMT
(145).

Le TGFf régule aussi I'expression de nombreux facteurdratescription impliqués dans
FEMT. Snail et Slug sont deux protéines en doigtzihc qui ont un réle répresseur sur I'E-
cadherine conduisant a la rupture des jonctioneagrentre les cellules épithéliales et
favorisant l'invasion du parenchyme par les cefluépithéliales présentant un phénotype
myofibroblastique.

Cependant, I'importance de P'EMT dans la fibroselnmnaire est actuellement trés
controversée notamment en raison des travaux de &ad. en 2011, réalisés sur le modéle
de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine8)14Au cours de leur étude, les auteurs ont
utilisé des souris transgeniques dont les cellallegolaires de type 1l (AECII) étaient
spécifiguement marquées vivo afin de suivre leur devenir apres l'administratide
bléomycine. Ills ont démontré que les cellules &tdles ne géneraient pas de
myofibroblastes en réponse a la bléomycine. Dauns ri@odele, la bléomycine activait les
AECII et favorisait leur transformation en AECI @t qu’en myofibroblates (148).
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Figure 8 : Représentation schématique des granaesséde 'EMT.
Lors de I'EMT, les cellules épithéliales vont d’aderdre leurs jonctions serrées, puis la membbasale va
se dégrader, sous l'influence des MMPs, permetanrtcellules détachées de I'épithélium de migresein du

parenchyme ou elles termineront leur changemephdaotype pour devenir des myofibroblastes.

c- Les fibrocytes

Les fibrocytes sont des précurseurs de cellulesenoBymateuses deérivés de la moélle
osseuse identifiées pour la premiére fois en 199/nce acteurs lors du processus
pathologique de fibrose (149). Dans cet articles, deiteurs décrivent une population de
cellules circulantes avec des propriétés de filagtes qui entrent spécifiguement au niveau
des sites de lésion des tissus. Ce type de catlolemé « fibrocytes », présente un phénotype
distinctif (collagéne + / vimentine + / CD34 +), & caractérise par son passage rapide du
sang dans les zones de lésion du tissu conjoR&ditia nature des précurseurs cellulaires des
fibrocytes est encore débattue, il est aujourddhair que ces derniers expriment a la fois des
marqueurs de surfaces leucocytaires (CD45), hémagues (CD34) et mésenchymateux
(collagen I, fibronectineg-SMA) ainsi qu’'un grand nombre de récepteurs auxrakines
comme CCR2, CCR7 et CXCR4 qui sont responsableeuterecrutement au niveau des
Iésions inflammatoires, site d'initiation de larfige (150).

La présence de fibrocytes infiltrants a été déngenttans des études réalisées sur des modeles

animaux de fibrose pulmonaire. De plus, les padiattieints de FPI présentent un taux éleve
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de fibrocytes circulants provenant de la moélleenss. Des cellules qui expriment des
marqueurs spécifiques des fibrocytes ont été teandans le parenchyme pulmonaire des
patients atteints de FPI, montrant potentiellen@nprocessus de migration et de « homing »
de ces populations cellulaires, via leurs réceptaux chemokines, susceptibles de contribuer
a l'expansion de la population de fibroblastes/niiyoblastes dans le microenvironnement du
poumon fibreux (151). Cette infiltration des fibyoes au niveau pulmonaire et leur
contribution au « pool » de myofibroblaste a égpmatée par des étudesvivo utilisant des
souris transgéniques dont les cellules de la m@&#euse étaient marquées par de la GFP
(152, 153). Ces études montraient des niveaux l@eé&ellules GFP-positives au niveau des
zones fibrotiques. Ces cellules possédaient égalienre phénotype mésenchymateux avec
'expression du collagéne | et de la vimentine comdnt la nature myofibroblastique des
cellules originaires de la moélle osseuse. La gdgul du « homing » des fibrocytes vers les
poumons comme approche thérapeutique a été récdnengisagée. L'utilisation d'un
antagoniste du principal récepteur de chemokinasfideocytes, CXCR4, dans un modele
murin de fibrose pulmonaire conduit a une réductibn nombre de fibrocytes dans les

poumons ainsi qu’une diminution du dépo6t de coltegiémitant ainsi la fibrose (154).

Les grandes étapes du processus de fibrose queawouns décrit sont résumées dans le

Figure 9.
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Figure 9 : Représentation schématique des gramaessédu processus de fibrose pulmonaire.

Les lésions épithéliales induisent un processukarnmhatoire et une apoptose permettant une impertant
sécrétion de cytokines et de chemokines par lesaphages et neutrophiles notamment le T.IGEe TGF$
favorise la formation des myofibroblastes a patés fibroblastes déja présents dans le poumoncaikses
épithéliales elles mémes via 'EMT ou des fibrosytecrutés grace aux chemokines notamment CXCR#te Ce
augmentation de la population de myofibroblastéisés entraine une synthése excessive d’'élémertsMEC

et un remodelage de la matrice via les MMP poucaniduire a une fibrose pulmonaire (daprés Wynn1201
(155)).
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lI- Les modeéles classigues de fibrose pulmonaire

De nombreuses approches différentes dans la matiétisde la fibrose pulmonaire ont été
développées. Parmi celles-ci, les plus courammiigés sont I'exposition a la bléomycine,
la silice, lisothiocyanate de fluorescéine (FITQ)rradiation, lI'expression de genes
spécifiques grace a des vecteur viraux (adéenovaug)utilisation de systemes transgéniques.
Bien que chaque modele ait contribué de maniéermifisigtive a I'évolution de la
compréhension et des connaissances sur le procgésdasmaladie, chacun de ces modéles
présente des avantages et des inconvénients (TafileaParmi les nombreux modeles
animaux de fibrose pulmonaire, nous allons danshegitre, décrire les modéles utilisés au
cours de cette these qui sont : le modéle a larhléme, le modele par transfert de genes

codant pour le TGPB1 et le modele par transfert de génes codant pdiwr1p.

1- Le modéle de fibrose pulmonaire induite parlémmycine

La bléomycine est un agent chimiothérapique quicmtné son efficacité sur de nombreux
types de cancers comme les lymphomes, les tumeurk& gpeau ou des testicules (2).
Cependant, son utilisation thérapeutique est adjour limitée a cause de son principal effet
secondaire conduisant au développement de comiplisghulmonaires chez environ 46% des
patients pouvant conduire parfois a I'établissentenfibrose pulmonaire (3, 4). L'efficacité
anti-tumorale de la bléomycine est due a sa capdtitduire la mort des cellules cancéreuses
par des cassures dans les molécules d’ADN et fadiion d’espéces actives de I'oxygéne
(156). En chimiothérapie, la bléomycine est adniiéés par diverses voies (intraveineuse,
intra-musculaire, sous-cutanée) et elle est élimipéar les reins. Dans les cellules de la
majorité des organes, la bléomycine peut étre iv@Etpar une enzyme, la bléomycine
hydrolase (157). Cette enzyme est cependant titdlerfeent présente dans les poumons ce qui
explique sa grande toxicité pulmonaire.

Le modele animal d’'induction de fibrose par la bb§cine est le plus connu et le plus utilisé
pour étudier les mécanismes de fibrogenese pulmonzis également pour l'identification
de nouvelles cibles thérapeutiques conduisant aela@ement de nouveaux traitements
potentiels (5). Ce modele a été développé cheahikengcla souris, le hamster et le rat et
différentes voies d’injection peuvent étre utiliséeomme par exemple en intraveineuse,

intrapéritonéale, intratrachéale ou sous-cutandajettion intratrachéale, que nous avons
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utilisée pour nos travaux, induit une fibrose ptapide et plus sévére que les autres voies
d’administration en affectant directement toutesdellules pulmonaires.

Durant la premiére semaine apres l'injection defligcine, une premiére phase se met en
place avec le développement d'une inflammation meve@ccompagnée d'une forte
augmentation du taux de cytokines pro-inflammastotedles que TNF: et IL-1 (5, 158).
Cette phase est suivie, au cours de la secondersermpar une augmentation des facteurs pro-
fibrosants comme le TGF-au niveau pulmonaire avec un pic 14 jours apriégettion
initiale. Ce « switch » entre phase inflammatoirglease fibrotique semble s’opérer &'
jours apres l'injection de bléomycine. La troisiersemaine se caractérise par un dépot
excessif de composants de la MEC (collagene, faartime) constituant la fibrose pulmonaire
en elle-méme (Figure 10). Malheureusement, cedaiaeactéristiques de la FPI ne sont pas
retrouvées dans ce modele. En effet, méme si iWsasemblablement une augmentation du
nombre de myofibroblastes aprés injection de blé&mey ces derniers ne forment pas de
réels foyers myofibroblastiques comme lors de la ez I'homme. L'accumulation de
collagene n’est donc pas limitée par ces foyers finablastiques et est retrouvée dans
'ensemble du poumon. Une autre limitation imporaest la régression spontanée de ce
modele a partir de la quatrieme semaine post-iojectn effet, les poumons retrouvent un
aspect proche de la normale environ six semaingss djinjection initiale de bléomycine
réduisant grandement son utilité pour le dévelogpgdnde nouvelles thérapies puisqu’il est
parfois difficile de distinguer la régression defilarose due au traitement et la régression
spontanée (159). Enfin, la réponse a la bléeomyserable étre dépendante du background
génétique des souris. Par exemple, les souris @& 8Bht treés sensibles a la bléomycine et
développent une fibrose tres séveére alors quenlasssBalb/c développent une fibrose limitée
aprés administration de bléomycine. Ces différenpeavent étre expliquées par des
variations du taux de bléomycine hydrolase d'unecke a I'autre (5). Le choix du type de

souris pour conduire les études devient alors é@meéht primordial.
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Figure 10: Modele de fibrose pulmonaire induiter e
bléomycine

Sections de poumons de souris C57bl/6 marquéséanéitoxyline
et I'éosine (H&E) et au trichrome de Masson (TM): poumon de
souris sain n'ayant recu aucun traitement. B : Roude souris 14
jours aprés administration de bléomycine par inject
intratrachéale (H&E). On observe un épaississeinégnistitiel, une
forte inflammation et une réduction des alvéolebnomaires. C :
Poumon de souris 14 jours aprés administrationléeny/cine par
injection intratrachéale (TM). On observe une laageumulation
de collagéne (vert) (d’aprés Mocegeal.,2008 (158)).

2- Le modele par transfert de genes (Tj&Et-1L-1P)

L’administration d’adénovecteurs par voie intralvdale permet une surexpression localisée
d'un géne spécifique pour étudier son effet surckdkiles pulmonaires. Plusieurs génes ont
déja été surexprimeés essentiellement chez le rgt awigsi chez la souris comme le ThHe
TGF$ et I'lL-1B, tous induisant une fibrose pulmonaire. D’autregramVecteurs ont
également été utilisés pour protéger les poumongprdaessus de fibrose induit par la
bléomycine comme par exemple Smad7 que nous avmg drécédemment. Au cours de ce
travail de thése, nous avons essentiellementéitles adénovecteurs codant pour le B&F-
(AdTGH3). Pour induire une fibrose, il est nécessaire lGadenovirus code pour la forme
active du TGH1. En effet, il a été montré que I'administraticad&novecteurs codant pour
le TGF1 sous sa forme latente, méme en grande quaritit@uisait pas de fibrose (160).

La surexpression du TGFgrace a une injection intratrachéale d’AdTaienduit a une forte
augmentation du taux de cette cytokine pro-fibrmicau niveau des cellules alvéolaires
pulmonaires et bronchiques. Ce modéle a permiset&aeren évidence le réle indispensable
du TGF$ dans linitiation de la fibrose (160). Le T@Fnduit donc une fibrose pulmonaire

progressive et sévere (Figure 11), et bien que odeta induise également une faible
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inflammation, cette derniére reste trés limitéecemparaison a la bléomycine constituant un
de ces avantages. Un autre intérét de ce modéle estactére transitoire de I'expression de
la molécule cible puisque celle-ci n’excéde pagoids (11, 160). Dans le cas d'AdT@EGH.a
fibrose pulmonaire continue cependant de se dépetgpar la suite. Ce modele permet donc
d’initier une fibrose qui progressera par la suleefacon autonome, lui donnant ainsi une
pertinence clinique. Il a aussi permis de mettré&wddence I'implication du TGB4 dans la
formation des myofibroblastes dont une partie pnaitedu processus d’'EMT (161).

= W 4 . A Sl

L3

S i
3 “"Z\\l:‘f’“;‘{?‘, J28

AdDL (control) AdTGF-B1
Figure 11 : Modéle de fibrose pulmonaire par ingactintra-trachéale d’adénovirus codant pour le
TGF$1
Sections de poumons de rat marqués au trichronMadeon. A Gauche : rat ayant été traité avec uncadéis
vide (AdDL) et a Droite : rat ayant été traité awet adénovirus codant pour le TGE-(d'aprés Simet al.,
1997 (160)).

Nous avons également utilisé, au cours de cetethen modele inflammatoire de fibrose
pulmonaire basé sur 'administration intratrachétibedénovecteurs codant pour le géne IL-
1B (AdIL1p). Plusieurs éléments mettent en évidence un ®lEld1p dans la fibrogenése.
En effet, des études montrent une surexpressiooetie cytokine inflammatoire dans les
modeles animaux de fibrose pulmonaire (modele byé&ome par exemple) (162) et Piguet
al. rapportent en 1993 que linhibition des réceptear$IL-1p via I'administration de
I'antagoniste IL1RA protége de la fibrose pulmoaairduite pas la bléomycine (163).
L’injection d’AdIL1p crée une forte réaction inflammatoire avec unensrgation du
nombre de neutrophiles et de macrophages au npugeonaire, suivie par le développement
d’une fibrose pulmonaire progressive détruisanthaecture alvéolaire (Figure 12). Dans ce
modéle, la premiere semaine suivant l'injectiondll&Lp est corrélée avec une surexpression
de nombreuses cytokines exacerbant la réactioanmmfiatoire dont I'lL-B endogéene, I'lL-6

et le TNFea. Le début de I'accumulation de collagene ainsi kpgparition de cellules avec

un phénotype myofibroblastigue sont observés durknt seconde semaine apres
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'administration d’AdIL13. De maniere intéressante, les myofibroblastes ebllagéne sont
retrouvés dans des régions spécifigues du pouma@tsdes caractéristiques communes aux
foyers myofibroblastiques observés chez 'hommeguieconstitue un avantage important en
comparaison au modele a la bléomycine (78). L'aipardes foyers myofibroblastiques et le
dépbt excessif de collagene sont corrélés avaaéxgression du TGB1 induite par I'lL-18.

La phase inflammatoire précoce de ce modele pdiexgtression persistante du T@Fgui

Figure 12 : Modeéle de fibrose pulmonaire par ingetintra-trachéale d’adénovirus codant pour I'lL-

1P
Coupe de poumon de rat ayant été traité par I'Afllal: marquage spécifigue montrant la formatiorioyers
myofibroblastiques. b : marquage au trichrome dedda montrant 'accumulation de collagene au nivieal

foyers myofibroblastiques (d’aprées Kolb et al., 2q@8)).

Malgré ces nombreux avantages, les modéles depesston de transgénes par infection
virale présentent des limitations importantes. Didbsur le plan pratique, ils sont assez
colteux et nécessitent des infrastructures loupdésjue les injectionm vivo d’adénovirus

doivent étre effectuées dans des locaux d’'aningalée niveau 2. Un autre inconvénient
majeur est la réaction immunitaire induite par €advecteur lui-méme qui peut rendre les
expositions ultérieures a ce dernier inefficacegy@t peut également interférer avec les
mécanismes inflammatoires et fibrosants que noudoms observer. Pour évaluer cette
réaction due aux adénovecteurs et pour pouvoindistr les effets relevant effectivement du
transgéne, les groupes contrdles dans ces modeges/eént un adénovecteur vide, sans
transgene (AdDL). Enfin, la derniere limitation ceme les taux d’expression du transgene
induite lors de l'infection des cellules épithéhislpulmonaires par I'adénovecteur. En effet, la
surexpression induite par ces modeéles est géné&natebeaucoup plus élevée que les taux
physiologiques naturellement induit lors d’'un psses de fibrose. Ces taux trés élevés

permettent la mise en place rapide de la fibrosen@oaire mais de toute évidence cela peut
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altérer les voies naturelles qui sont en jeu et geaner une image biaisée de la pathogenese

de la maladie (164).

Modeéle

Avantages

Inconvénients

Injection unique
intratrachéale de
bléomycine

- Facilité de mise en place
faible colt

- Développement rapide de
fibrose (14 jours)

- Pertinence clinique dans le ¢
des fibroses
agents chimiques

- Modéle bien caractérisé
largement

accepté par

communauté scientifique

induites par des

et
- Dépendant de la souche
lsouris utilisée

- Régression spontanée apres
aeurs
Manque de

caractéristiques de

certaine

efoyers myofibroblastique

lanexistants

la FP|:

[

Surexpression de
transgenes via
infection virale

(TGF-B1 et IL-1B)

- Faible inflammation (TGB1)
de

caractéristiqu

- Apparition foyers
fibroblastiques
de la FPI (IL-B)

- Permet I'étude spécifique de

surexpression d'un ger
particulier sur la  fibrosg
pulmonaire

- L'effet transitoire du transgen
(10 a 14 jours) permet un
seconde phase de développen

autonome de la fibrose

- Difficulté de mise en place|:

b nécessité  de  manipuler |
banimaux dans un secteur

niveau 2 de I'animalerie

la Le systeme immunitaire de
esouris identifie le vecteur virg
> rendant les exposition
ultérieures moins efficaces
e Les transgénes  so
@énéralement exprimés a d
anveaux

supérieurs €

comparaison aux condition

physiologiques

de

la

A

S

nt

es

NS

Tableau 1: Avantages et inconvénients des modamesiaux utilisés (d’aprés Degryss al.

2011(164)).
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lll- RO6le de la pléevre et de la cellule mésothé@ialans la fibrose

pulmonaire

La plévre est un organe a part entiére indissceidhl parenchyme pulmonaire malgré une
origine embryologique différente. Au cours du dépglement, la plévre se développe a partir
de la cavité coelomique et possede donc la ménwnerimésodermique que la cavité
péricardique et péritonéale. La plevre est une mangbséreuse formée par deux feuillets
composés principalement de cellules mésothélideegeuillet viscéral qui longe les poumons
en étant en continuité directe avec le parenchyatmgnaire et le feuillet pariétal qui borde

Plévre pariétale

Plévre viscérale

Cavite intra-pleurale

Figure 13 : Représentation schématique de la plévre
Coupe longitudinale de la cage thoracique laisapparaitre les deux feuillets pleuraux qui sontadement
accolés. La cavité intra-pleurale est donc unetéavirtuelle ne contenant que quelques millilitdss liquide

facilitant le glissement des deux feuillets lordaeespiration.

Entre les deux feuillets délimitant la plévre ssutre la cavité pleurale, qui est une cavité
virtuelle (figure 13). Il n’y a pas de réel espdibee entre les deux feuillets, ils sont séparés
par un liquide riche en glyco-protéines (concerraiprotéiquex 1,5 g pour 100 ml), en

albumine et en immunoglobulines (IgG). La présedeece liquide dans la cavité pleurale
permet aux deux feuillets de glisser 'un contautre lors des mouvements respiratoires. |l
contient également de nombreuses cellules immuoestacomme des monocytes, des

macrophages et quelques lymphocytes. Le volumesdigqaide est proportionnel a la masse
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corporelle de l'individu (0,1 a 0,2 ml par kg) eprésente donc en moyenne entre 8 et 10 ml
(165).

Alors que chez le rongeur la plevre est composgéeedmonocouche de cellules mésothéliales
reposant sur une membrane basale, chez 'homneepefiséde une structure un peu plus
complexe. En effet, la surface pleurale humainemade est lisse et est composée de cinq
couches qu'il est difficile de distinguer en miaropie (Figure 14) :

- la premiére couche est le mésothélium composéned’'monocouche de cellules
meésothéliales jointes par des jonctions serrées.

- la deuxiéme est une fine couche de tissu conjosumis-mésothélial

- la troisieme est une couche de tissu élastigperfiaiel

- la quatrieme est une deuxiéme couche de tisss glawral conjonctif. Celui-ci est plus
lache et riche en artéres, veines, nerfs et vaigdgmphatiques.

- Enfin la cinquiéme est une couche profonde dritidoro-élastique adhérant au parenchyme
pulmonaire sous-jacent (165, 166).

Figure 14: Histologie d'un feuillet pleural
humain sain.

(1) mésothélium, composé de cellules mésothéliales
(2) tissu conjonctif sous-mésothélial ; (3) tissu
superficiel élastique ; (4)"2 tissu conjonctif lache,

riche en artéres, veines, nerfs et lymphatiques ; (

couche profonde de tissu fibro-élastique, adhéaant
parenchyme pulmonaire (d’aprés Englithal, 2006
(165))

La plévre est étroitement liée au parenchyme puéinersous-jacent, au-dela des interactions
physiques, par un réseau de facteurs cellulairdsuetoraux participant a la défense de
'espace pleural. Elle a donc, en plus de sa foncte barriére, une fonction de défense
permettant de garder une balance homéostatique lémpsace pleural. Contrairement aux
poumons, la plévre n’interfére pas directement &eawironnement extérieur. L'introduction
de cellules étrangeres, de protéines, de bactéléesang, d’air, I'inflammation ou encore la
rupture mécanique de la monocouche de cellulesth@sdes peuvent entrainer une perte de

I'équilibre homéostatique de I'espace pleural (167)
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1- La cellule mésothéliale : structure, fonctiom@é dans la fibrose

Les cellules mésothéliales sont atypiques puisqakyné leur origine mésodermique, elles
expriment a la fois des filaments intermédiaires dellules mésenchymateuses comme la
vimentine et la desmine, mais également des filasnatermédiaires des cellules épithéliales
comme les cytokératines. Elles recouvrent la sartictrois cavités séreuses et sont trouvées
principalement au niveau de la plevre, du péritothedu péricarde. Chez 'homme, les
cellules mésothéliales peuvent avoir des formesgoels ou cylindriques et présentent un
noyau de forme ovoide. Elles contiennent des mibides, des microfilaments, du
glycogéne, des mitochondries, un réticulum endoplqgse abondant, des ribosomes et un
appareil de golgi peu développé. Leur cytoplasnietgalement riche en vésicules dont le
nombre varie en fonction de leur localisation. Galeinent, le mésothélium viscéral posséde
une plus grande concentration de vésicules que desothélium pariétal. Ces vésicules
permettent le transport de fluides et de particalésavers le mésothélium (168). Au niveau
de la cavité pleurale, les cellules mésothéliadefost face. Leur pdle apical qui est en contact
avec le liquide pleural comporte des microvillositlont le nombre et la distribution varient
en fonction de la localisation des cellules : pdéviscérale, pariétale ou diaphragmatique. Le
réle de ces villosités est d'augmenter la surfagkilaire en contact avec le liquide pleural et
de faciliter leur fonction d’échange.

Les jonctions inter-cellulaires du mésothélium spoimbreuses et fondamentales. En effet,
les cellules mésothéliales présentent, des joretenrées, des jonctions d’adhérences et des
jonctions communicantes. Les jonctions serrées @oiatales pour I'acquisition de la polarité
cellulaire et le maintient d’'une barriere de diftus semi-perméable. Les jonctions
d’adhérences forment, quant a elles, le suppouctstrel de la couche de cellules et les
jonctions communicantes forment des canaux aquearcellulaires. Des études au cours des
derniéres années ont commenceé a élucider les nséuasimoléculaires de la régulation et de
la formation de ces jonctions et un certain nond&rotéines associées a ces complexes de
jonction ont été identifiees dans une variété gegycellulaires. Le mésothélium exprime les
E-, N- et P-cadhérines bien que, contrairemergpittiélium, la N-cadhérine prédomine. En
outre, I'expression a la membrane cellulaire deptatéine de jonction ZO-1 (Zonula
Occludens-1), aussi présente dans les cellulehéfipies, a été démontrée dans le

meésothélium normal (169, 170).

56



Historiquement, deux fonctions principales étaiatiribuées aux cellules mésothéliales.
D’abord une fonction de barriere protectrice cole® dommages physiques et I'invasion
d’'organismes grace a la production de glycosamymagles, principalement de hyaluronane,
recouvrant la surface du mésothélium et le protéigdas agents infectieux, des attaques
cytotoxiques des lymphocytes et des agressionautrieafonction attribuée aux cellules
mésothéliales est I'établissement d’une interfazéridtion permettant le mouvement de deux
organes ou tissus apposés l'un contre l'autre (168) grace a la sécrétion de surfactant
(majoritairement de phosphatidylcholine). Cependal® nombreuses études ont mis en
évidence d'autres fonctions fondamentales du méboth qui, plus qu’'une simple barriére
protectrice, peut étre vue comme un acteur esseddes de nombreux processus
physiologiques (Figure 15).

- la réponse immunitaire: les cellules mésothéliales sont capables d’nedlai prolifération
des cellules CD4+ T helper ainsi que leur capaéitprésenter des antigénes. Cette
présentation se fait grace a ICAM-1 (Intercellaheson molecule-1). Elles peuvent aussi
sécréter de I'IL-15, en présence d’IRN-une cytokine impliquée dans I'activation et la
prolifération de cellules T et des cellules NK (rat killer).

- la fixation et la croissance tumorale méme si des études ont montré que les surfaces
lésées des cellules mésothéliales pouvaient foumesite privilégié pour la fixation de
cellules tumorales, le réle exact des cellules thédiales dans ce mécanisme reste encore
controversé. En effet, I'hyaluronane présent aeaivde la surface des cellules mésothéliales
pourrait étre un point d’ancrage pour les cellul@sorales. Cependant, il a également été
montré que le traitemenin vitro de cellules mésothéliales par du milieu conditéonn
contenant de I'hyaluronane sécrété par d’autrdsleslmésothéliales empéchait la fixation
des cellules tumorales (172). Ceci pourrait avaoinntérét lors d’interventions chirurgicales
durant lesquelles, les lavages, ayant pour butlelen le sang ou d'autres matériels
biologiques, pourraient également enlever le liguantenant I'’hyaluronane et les autres
glycosaminoglycanes et favoriser ainsi la formatiam environnement propice a la fixation
et au développement tumoral (171).

- le transport de liquides et de cellules permettant la commuinicaavec le réseau
lymphatique sous mésothélial et ainsi I'évacuat@apide de liquides ou de cellules présents
dans la cavité pleurale (171).

- l'initiation et la résolution de I'inflammation et de laréparation tissulaire : les cellules
meésothéliales peuvent en effet sécréter apres gmessaon, des cytokines, des chimiokines,

des facteurs de croissance, des ROS, des prostaglandes prostacyclines ainsi que des

57



composants de la matrice extracellulaire. Ces éi&ngont directement promouvoir la
migration de cellules de linflammation. Les cellsl mésothéliales sont également
responsables de l'efflux des cellules inflammatirea régulation de cette balance de
facteurs pro- et anti-inflammatoire est tres imaote puisqu’elle permettra une réparation
tissulaire normale alors qu’une perte de cetterfz@gourra conduire a une augmentation de
la perméabilité, a des cedémes et éventuellemere &ilrose (171).

- la régulation de la fibrinolyse: les cellules mésothéliales jouent un role imgutrtdans
'équilibre entre dépdbt et élimination de la fibkginLeur activité fibrinolytique permet de
réguler le taux de fibrine au niveau du mésothéli®ependant, si cette capacité de
dégradation de la fibrine est insuffisante, un dép@essif de cette derniére entrainerait des
adhésions fibreuses au sein des surfaces sérdisa®gulation du taux de fibrine est
contr6lée par PAI-1, PAI-2 (dépdt de fibrine) er pAA, uPA (activité fibinolytique). Les
cellules mésothéliales sont les productrices mafede tPA dans les cavités séreuses mais
produisent uPA en quantité plus limitée. Le tauxcde médiateurs est sous le contréle de
facteurs de I'inflammation comme IF-IL-1 et TGFg (171).
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Figure 15 : Les différentes fonctions des cellugsothéliales

Les cellules mésothéliales sont impliquées danglesport de fluide, particules ou cellules a trava cavité
pleurale, dans la libération de cytokines pro- mi-mflammatoires, dans la présentation d’antiggrdans la
sécrétion de facteurs stimulant le dép6t et I'élamion de fibrine, dans la synthése de facteursrdissance et

de protéines de la MEC et dans la protection cdagenicro-organismes (d’aprés Mutsaetral, 2004 (171)).
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Les cellules mésothéliales sont capables d’'unaicerplasticité et ont la capacité de changer
leur phénotype de fagon comparable aux celluleh@ples. En effet, en culture, les cellules
mésothéliales perdent leurs marqueurs « épithékazomme les cytokératines et adoptent un
phénotype proche de celui des fibroblastes (178). I7e mécanisme semble analogue a celui
observé pour les cellules épithéliales, 'TEMT. Nodevrions alors parler de transition
mésothélio-mésenchymateuse ou de transformatiomth@®-fibroblastoide comme cela a
été publié par Décologret al. (11). Cependant, nous utiliserons I'abréviationspiénérale,
EMT, pour parler de ce type de transformation, ceroela est largement admis dans la
littérature (161, 174, 175). La majeure partie éiesles sur 'TEMT des cellules mésothéliales
ont été conduites sur le péritoite.vitro, les cellules mésothéliales péritonéales activees a
du TGF$1 peuvent subir une EMT caractérisée par une augtimem doa-SMA et de la
vimentine et une diminution d’expression d’E-cadinéret cytokératine (175). Margetsal

ont reporté que l'injection intra-péritonéale d’adeirus codant pour le TGEt induit une
fibrose péritonéale accompagnée d’événements aiedal associés a une EMT (161). Les
auteurs ont montré que quatre jours apres limgectde l'adénovirus, les cellules
meésothéliales exprimaient la protéi@eSMA. lls ont aussi montrén vitro que les cellules
meésothéliales exprimaient des marqueurs de 'EMIE, que le facteur de transcription snail
et la MMP-2 et perdaient leurs caractéristiquepithéliales » sous l'influence de TGH-

En outre, Strippoliet al. ont montré que la reconstruction partielle deJismnement pro-
inflammatoire et profibrotique par la combinaisan GGFf1 et de I'IL1B retrouvée lors de
nombreuses pathologies du péritoine dont la firpgemettait d’accentuer ce phénoméne
d’EMT des cellules mésothéliales mettant en jeuvéée du TGFB et le facteur de
transcription Snail, impliqué dans 'EMT (176). teinduction de 'EMT a également été
corrélée avec une augmentation de I'expression aiagene de type | par les cellules
meésothéliales montrant une potentielle implicatide ces dernieres dans le processus
fibrosant (177).

Au niveau de la plévre, notre équipe a montré caesurexpression de TGQH- par
'administration d’adénovirus au sein de la caviléurale induisait une fibrose pleurale
majeure accompagnée d'une EMT des cellules mésaitglpleurales. Ceci a été mis en
evidence par double marquage cytokérati®VA de lames d’histologie de rats traités avec
un adénovirus vide ou un adénovirus codant pour-FGFE1, 173). Une équipe a récemment
montré in vitro que les cellules mésothéliales pleurales pouvasebir une EMT sous
linfluence de TGH1 (174). L'ensemble de ces études suggéere donenferit que les
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cellules mésothéliales sont capables d'une certalasticité a l'image des cellules

épithéliales et peuvent étre a l'origine de fibrpgdtonéale et pleurale.

2- La fibrose pleurale

La plevre peut étre, comme le parenchyme pulmonkireiege de pathologies importantes
incluant la fibrose. Celle-ci résulte souvent dfesat pathologies pleurales induisant une
réaction fibrotique au niveau du mésothélium. Leslagies les plus connues de la fibrose
pleurale sont, sans étre exhaustif, I'expositidiamiante (178), les infections a germe banal
ou les pleurésies tuberculeuses (179), les réaciteurales induites par les médicaments
(ergots de seigle (180), cyclophosphamide (181))18% hémothorax (épanchement de sang
dans l'espace pleural), la polyarthrite rhumato(@83), la radiothérapie ou encore tres

rarement l'insuffisance rénale.

Les cellules mésothéliales jouent un role crucaidl'initiation de la réponse inflammatoire
pleurale puisqu’elles sont les premieres cellulescdnnaitre une perturbation dans l'espace
pleural. L'inflammation au niveau de la plévre h'pas seulement associée a un afflux d'un
grand nombre de cellules inflammatoires, mais égafg a un changement de la permeéabilité
de la plévre. Le mésothélium pleural libére deskiyies avec une forte concentration sur la
surface apicale, qui dirige la migration des cebulmmunitaires dans l'espace pleural. En
outre, un grand nombre de cytokines pro-inflammeasoisont également libérées par les
cellules recrutées dans l'espace pleural.

Comme au niveau pulmonaire, la fibrose pleurale casactérisée par une accumulation
excessive de composants de la MEC qui détruisentrieture de la plévre perturbant les
fonctions du mésothélium et de I'espace pleuralpls forte expression des isoformes de
TGF{ au sein des régions fibrosantes dans des biopsigsatients souffrant de fibrose
pleurale due a une exposition a 'amiante démotdrencore, un rdle de cette cytokine dans
la fibrogenése pleurale (184). Dans un context@$idnt les cellules mésothéliales participent
également au renouvellement de la matrice extrdaet. Apres stimulation par le TGE-
les cellules mésothéliales peuvent synthétiser alagene, des protéines matricielles, des
MMP (MMP-1 et MMP-9), ainsi que des TIMP démontraeur role actif dans le
développement de la fibrose pleurale (185, 186)pDs, le TGS inhibe la fibrinolyse en
inhibant les activateurs du plasminogene tissul@®é et uPA) et en activant la production
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par les cellules mésothéliales des inhibiteursadéisateurs du plasminogene PAI-1 et PAI-2
(187). Le TGFB a été démontré comme étant présent en grandeitgudans I'empyéme, la
pleurésie tuberculeuse ou encore les épanchemientapx de lI'amiante, suggérant un réle
dans la fibrose pleurale associée a ces pathold@is 188). En effet, Sassd al. ont
montré, chez le lapin, que l'induction d’'un empyérpar injection d’'une souche de
Pasteurella multocidaans la cavité pleurale conduisait a la formatiame fibrose pleurale.
Dans leur modeéle, le taux de TBE-dans les lavages pleuraux était corrélé a I'épais
pleurale. De plus, ils ont montré que 'augmentatie TGFB1 était préalable a I'apparition
de I'épaississement pleural et a 'augmentatiomaimbre de fibroblastes (188). Cette méme
équipe, en utilisant leur modeéle de fibrose pleyral montré le réle central de TGE-en
injectant des anticorps monoclonaux bloquant ceider Les animaux ayant recu ces
anticorps présentaient un degré de fibrose beauplugpfaible que les contréles ayant recu
uniquement la bactérieasteurella multocid189).

En outre, il a été démontré que I'administratidrajpleurale du TGIB-était capable d’induire

une fibrose pleurale dans divers modeles anima@g®, (191).

3- Intérét de I'étude de la plévre dans le FPI

a- La plévre dans les modeéles classigues destlgpalmonaire

Le modéle de fibrose pulmonaire le plus répandulesnhodéle a la bléomycine
comme nous l'avons vu. Les fibroses induites pdiié@mycine chez le rongeur ont souvent
une atteinte de la région sous-pleurale. En anaiyida@stologie des poumons dans les tres
nombreuses études menées sur la fibrose pulmandirége par la bléomycine, et quand les
photographies montrent la région pleurale, on pshgerver que souvent la fibrose est
prédominante dans la région sous-pleurale. Dansétude menée sur la comparaison de
'administration de la bléomycine par les voiessoutanées, intraveineuses, intra-trachéales
ou sous-cutanées en utilisant des pompes osmotfjpessettant une diffusion continue), il a
été montré que la fibrose débutait au niveau dgiemé sous-pleurales sauf avec les injections
intra-trachéales (Figure 16). En effet, avec Igsciions intra-trachéales, des sites d'initiation
sont retrouvés dans I'ensemble du poumon bien gufarte densité de fibrose soit tout de
méme localisée aussi au niveau des régions sousaf@e. Dans ce travail, les injections

sous-cutanées et intraveineuses conduisent antafimn de zone de fibrose hétérogéne sous
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forme d’agrégat éparpillé le long de la région splesirale. L'utilisation de pompe osmotique

donnera lieu a une fibrose homogéne et continugleédong de la région sous-pleurale (192).
Lors d’une administration intra-trachéale de bléomg, I'atteinte sous-pleurale est beaucoup
moins constante et beaucoup plus hétérogéne, ratamfent dépendante de la distribution
aléatoire de la bléomycine lors de linjection. €egant, malgré ces constatations, peu

d’auteurs relévent cette observation pour s’inggrcur le role de la plévre elle-méme.

Figure 16 : L'induction d’'une fibrose pulmonairerpdifférentes méthodes d’administration de
bléomycine, induit un début de fibrose au seinrdgsns sous-pleurales.

A : Poumon de souris traité par une solution sadinesous-cutané ; B : Poumon de souris traitébdélamycine
en sous-cutané ; C : Poumon de souris traité &tarycine en intra-veineuse ; D : Poumon de sdrait a la

bléomycine en sous-cutané avec une mini pompe agmeofd’'aprés Harrison & Lazo, 1987 (192)).
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b- La plevre dans le FPI chez 'homme

Comme dans les modéles animaux, la FPI débuteiquiassent dans la région sous-
pleurale suggérant un réle potentiel de la plevaesdlinitiation de la maladie. Dans une
étude sur les pneumonies interstitielles idiopatésy Nicholson releve que le développement
de la fibrose pulmonaire s’effectue dans la régions-pleurale (193). La FPI observée chez
’lhomme se propage ainsi dans les poumons a plarta région sous-pleurale (Figure 17).

Il n"a cependant jamais été montré un role de éarpl ou des cellules mésothéliales
dans le développement de la pathologie. Dans lehkedes études faites sur la FPI c’est la

région sous-pleurale qui est mise en cause etaplevre en elle-méme qui est incriminée.
1474

Rea ki s .
Figure 17 : Début d'FPI localisée dans la régiamsspleurale.

A gauche, un scanner de patient souffrant d'une dé®lutante, montre que cette pathologie débute @ans
région sous-pleurale. A droite une coupe histologide poumon d’'un patient souffrant aussi de FBt @ones

fibreuses dans les régions sous-pleurales (d'&wazaet al, 2005 (194)).

De plus, l'analyse de la plevre chez les patieotseprs d’'une FPI montre également

gue celle-ci est tres pathologique, remaniée avex fibrose et une néo-vascularisation

importante (Figure 18).

Figure 18. Coupe histologiqgue de biopsie pulmonaire
réalisée chez un patient souffrant de.FPI

La plévre comme la région sous-pleurale appamétépaissie

et remaniée.
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c- Notre modele de fibrose pleurale

Au sein de notre équipe, un modele de fibrose plewhez le rat et la souris a été développé
(12). I utilise les adénovirus permettant I'exggies transitoire de TGB1 (AdTGF{31). Ces
adénovirus sont administrés directement dans lesdeural. Cette administration se fait
sans chirurgie, évitant ainsi des saignements et @wentuelle inflammation qui pourrait
entrainer des adhésions pleurales et des pleudelde se fait par simple injection, a l'aide
d’'une seringue et d’'une aiguille, sur le flan denitniveau du sixieme espace intercostal. Afin
de valider cette méthode et de montrer que les aad€teurs infectaient seulement les
cellules mésothéliales, des adénovirus codant penzyme LacZ ont été utilisés. Ce gene
code pour lap-galactosidase capable d’hydrolyser le lactose eetgalactose. Laj-
galactosidase peut donc hydrolyser le X-Gal (uadakide) et former ainsi par oxydation un
composeé bleu, qui précipite sur le lieu de I'hygisel et qui sera par conséquent facilement
observable. Dans notre modele, la coloration bégparait donc au sein des cellules infectées
par les adénovirus produisant en abondan@egalactosidase. Cette méthode a confirmé que
les adénovirus infectaient uniquement les cellmEsothéliales et ce de facon transitoire,
c'est-a-dire pendant environ quatorze jours (Fig@e

Aprées administration d’AdTGBL suivant cette méthode, la surexpression de BGHans
'espace pleural induit une fibrose pleurale pregiee. La progression de la fibrose a été
observée jusqu’a J64 (Figure 20). L'effet de I'ttjen ayant été naturellement stoppé autour
du 14™¢ jour, il est probable que la fibrose continue @e d&velopper en raison d’un
environnement profibrosant favorable avec une @daetion du TGH1 (160, 195). En
observant non seulement la plévre mais aussi ¢gsn® sous pleurales, notre équipe a montré
gu'il existait une progression de la fibrose dampdrenchyme pulmonaire. La forte présence
de la protéine HSP47 (Heat Shock Protein 47), dloapdu collagéne, dans les régions
pleurales mais également sous-pleurales a J64 enbi@gn que le processus de fibrose est

toujours actif et que le collagene continue deaiawler.
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A
AdDL
AdLacZ
Day 4 Day 10 Day 14 Day 21
B
Ff"-ﬂ'
&
AdDL, lung 100X / AdLacz, lung 100X

“.AdLacZ, lung 400X |

Figure 19 : Administration intra-pleurale d’adénos codant I-galactosidase

A : Photo de poumon de rats 4, 10, 14 et 21 joprésaavoir regu une injection intra-pleurale d’amérus vide
(contréle, AdDI) ou d’adénovirus codantflagalactosidase (AdLacZ).

B : Coupe histologique de poumon de rats 4 jouresapdministration intra-pleurale d’AdDL ou d’AdLAcLa

contre coloration est faite avec du Nuclear fast.Re
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Figure 20 : Modele de fibrose pleurale induite lpaf GF 1

Coupe histologique de poumon de rat marqué aurtnich de Masson, 64 jours aprés avoir recu unetiofec
intra-pleurale d’adénovirus. A : Poumon de rat ayaQu une injection intra-pleurale d’adénovirudev{AdDL).
B : Poumon de rat ayant recu une injection inteasmle d'adénovirus codant pour TGE-(AdTGF$1)
(d’aprés Décolognet al, 2007 (11)).

Ce modele a aussi permis de montrer, pour la prenfigs in vivo, que les cellules
meésothéliales pleurales pouvaient subir une EMEMT, dans notre modéle, a été mis en
evidence grace a un marquage immunohistofluorestest cellules mésothéliales étaient
reconnues par la cytokératine 18 et les myofibsiba avec t-SMA (figure 21). Des
cellules doubles positives étaient abondantes dediXieme jour aprés I'administration
d’AdTGF-1 au niveau de la plévre et de la région sous alewuggérant la transformation

des cellules mésothéliales en myofibroblastes.

Figure 21 : Les cellules mésothéliales peuventrsuig EMTin vivo

Marquage immunofluorescent de coupe histologiqu@alenon de rat 14 jours aprés avoir été traité awec
adénovirus vide (A) ou un adénovirus codant pouF@-1 (B). Les cellules mésothéliales marquées avec de
la cytokératine 18 (en vert) forment un feuilleinmgéne chez les animaux contréles (An-BEMA (en rouge)

est trés peu exprimée en condition non pathologifdle mais présente au niveau de la plévre lors du
développement de la fibrose pleurale induite parG&$1 (B). Des cellules doubles positives sont visildas
sein de la plévre épaissie suggérant que les egllaEsothéliales subissent une EMT (d’aprés Déneleigal.,
2007 (11)).
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d- Réle potentiel de la plevre et des cellulesatiggliales dans la FPI

La progression de la fibrose au sein méme du phyeme dans notre modéle de
fibrose pleurale ressemble au phénotype observ lelepatients souffrant de FPI. Pour la
premiere fois, ce modéle suggere que la plevrergibwavoir un réle dans l'initiation et la
progression de I'lPF. Cette hypothese a été cat@mlpar un autre modele de fibrose pleurale
induit par la co-administration de bléomycine endeoparticules de carbone développé dans
notre équipe (196). L’équipe du Dr. Veena Antongnantré trés recemment que, dans des
biopsies de poumons de patient souffrant de FRIcdlules positives pour la calrétinine, un
marqueur des cellules mésothéliales, pouvaient téitevées dans les zones fibreuses des
poumons (197). Le nombre de cellules mésothél@mésentes dans les poumons était corrélé
avec la sevérité de la pathologie. Cette méme égaipensuite marqué des cellules
meésothéliales pleurales de souris avec de la GFR atinjectées dans la cavité pleurale alors
que du TGH1 ou du NaCl (souris contrbles) était administré ya@ie nasale aux mémes
animaux afin de créer une fibrose pulmonaire. Bedisiles marquées GFP ont été retrouvées
dans les lavages broncho-alvéolaires des sourid aggu du TGH1 mais pas chez les souris
ayant recu du NaCl. Ces résultats semblent configue les cellules mésothéliales ont la
capacité de migrer de I'espace pleural vers lenuéwgme pulmonaire. En utilisant le méme
modéle, ils ont montré que certaines de ces csllokesothéliales, retrouvées dans le
parenchyme, exprimaient le marquet®MA. Ceci suggere que ces cellules auraient subi u
EMT.

L’ensemble de ces études, ajoutées a I'observat@ma localisation sous-pleurale de
l'initiation de la fibrose pulmonaire chez les patis souffrant de FPI et dans les modeles
animaux de fibrose pulmonaire, laisse penser qupldare joue un rble peut étre non
négligeable dans cette pathologie, du moins dams istiation. Le réle des cellules
mésothéliales dans ce processus semble d( a @litefa subir une EMT et a migrer dans le
parenchyme pulmonaire. L’ensemble des myofibrobtaptésents dans la fibrose pulmonaire
ne sont a I'évidence pas tous issus des cellulentméiales puisque beaucoup d’études ont
déja demontré la possibilité de leur origine épiéhe ou fibroblastique, comme nous l'avons
décrit précédemment. Les cellules mésothélialesrrpiemt cependant contribuer a la

formation d’'un environnement pro-fibrotique au seinparenchyme pulmonaire.
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V- Les Heat Sock Proteins

1- La réponse cellulaire au stress

Le maintient de ’'homéostasie cellulaire est esskpbur le bon fonctionnement des cellules.
Cependant, ces derniéres sont en permanence ssuaibeerses agressions qui menace leur
intégrité. L'état de stress des cellules peut grevoqué par des nombreux facteurs
environnementaux (choc thermique, choc oxydatif, )UVexposition a des agents
pharmacologiques (métaux lourds, alcool, agentslaxig, chimiothérapies anti-cancéreuses)
ou encore certaines conditions pathologiques @ieinflammation). Ces stress physiques,
chimiques ou physiologiques induisent, dans lautellune modification de I'expression de
certains genes appelégponse de choc thermiquel réponse de stresta réponse de choc
thermique a été mise en évidence en 1964 chezkophile (12). Elle est caractérisée par
'expression d'une famille particuliere de prot&ndes protéines de choc thermique ou
protéines de stress également appeldeat shock proteindHSP). Les HSP sont des
protéines cellulaires tres conservées d’'une espéeeitre et sont retrouvées aussi bien chez
les bactéries, les levures, les plantes et lesaningue chez 'lhomme. Alors que les HSP
représentent déja 2 a 3% des protéines cellulttetes a I'état basal, leur expression est
fortement induite en condition de stress. Leur atidun se fait par I'intermédiaire de facteurs
de transcriptionheat shock factorgHSF), qui ont la capacité de lier TADN sur deges
spécifiques, lebeat shock elemen{siSE), promoteurs des HSPs (198). HSF1 est le meemb
de la famille HSF responsable de l'induction deélponse au stress grace a l'activation de
I'expression des protéines de choc thermique. Enliton de stress, HSF1 se trimérise,
s'accumule dans le noyau, et se lie aux HSE sitags les régions promotrices des gérsgs
(Figure 22). Les HSE se composent de plusieurstité®pé adjacentes et inversées de la
séquence —NGAAN-. L'activation de la transcript@dieu lors de la phosphorylation des
trimeres de HSF1 (199).
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Figure 22 : Activation de la réponse cellulairestness par HSF1

Le stress cellulaire induit la relocalisation deséres de HSF1 dans le noyau ou ils se lient aBE et
subissent une étape de phosphorylation pour adéesinscription des HSP. Le lien HSE-HSF1 petg &mpu
par les HSP elles mémes ou par I'acétylation delHS d’atténuer la réponse au stress une foisdesitions

revenues a la normale (d'apres Westerheide e2@l2 (199))

L'atténuation de la réponse au stress est impertaat la surexpression des HSP peut étre
nocive pour la cellule. Cette atténuation est rggie un double mécanisme impliquant une
rétro-inhibition négative par les HSP elles ména&9J et par I'acétylation d’'un résidu lysine,
dans le domaine de liaison a I'ADN de HSF1 causanperte d'affinité pour I'ADN (201).

HSF1 peut ensuite étre déacetylée pour pouvoiodeaau se lier a 'ADN.
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Stress (choc.thermlque Perturbation de la machinerie cellulaire
choc oxydatif, UV...)
> > Mort cellulaire, apoptose

Protéine native Protéines dénaturées ou agrégées

Surexpression
des HSPs

Dégradation ou renaturation des protéines

l

Reprise de I'activité cellulaire normale

Survie cellulaire

Figure 23 : Activité protectrice des HSPs sur Butzen condition de stress
Lors d'un stress, les protéines sont dénaturépsietent s’agréger perturbant la cellule et poueantiuire a sa
mort. La surexpression des HSP en cas de stressepdéa survie cellulaire en renaturant les prot®inel

conformées ou en les orientant vers le protéasansdi@s seront détruites.

La premiere étape de la réponse cellulaire awsstoenduit a la dénaturation des
protéines ayant pour conséquence la perte de uctibn et la formation d’agrégats
protéigues insolubles (202). L'accumulation de @ires dénaturées dans le cytoplasme
perturbe la machinerie cellulaire et entraine haort. La seconde étape, conduit a I'activation
de la transcription de HSP par les HSF. En effed, @€ montré que I'expression des HSP
pouvait étre induite par I'injection intracellulaide protéines dénaturées (203). De maniére
générale, les HSP sont capables de prendre enechasgprotéines défectueuses et peuvent
les aider a retrouver une conformation correcteencore les guider vers le protéasome ou
elles seront détruites afin de protéger la celatla@insi éviter sa mort (204). Cette fonction
commune des HSP est caractérisée par le terrakageron moléculaireCette étape, dite de
récupération, est la phase durant laquelle legatibds morphologiques sont corrigées
permettant aux protéines détériorées de retroweuar dctivité initiale (202). Une fois les
conditions physiologiques de la cellule retrouvdes, genesisp ne sont plus activés et le
niveau protéique en HSP retourne rapidement & batsal.

Par ailleurs, certaines HSP ont aussi un réle itapbidans le mécanisme de mort cellulaire
programmée appelé apoptose, en régulant posititermennégativement I'activité des
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protéines pro-apoptotiques comme les caspasesadiiesés permettent une protection de la
cellule face aux agressions qu’elle subit.

Enfin, les HSPs peuvent également avoir un rolastéfdans le cas du cancer, en favorisant
la survie des cellules cancéreuses et en induisamtcertaine résistance aux agents anti-
tumoraux.

Cependant, la fonction de chaperon des HSPs nietdrpas uniguement en cas de stress. En
effet, certaines de ces protéines sont expriméastitativement et interviennent dans le
« folding » des protéines immatures, la stabilisatiles protéines matures ou immatures, la
translocation au sein d’organelle comme la mitochignou le réticulum endoplasmique, le
réarrangement des oligomeéres protéiques, la dissoldes agrégats protéiques et enfin la
dégradation et le renouvellement des protéines (14)

2- Classification des HSP

Chez les mammiféres, les protéines de choc theemgpnt classées en six grandes
familles en fonction de leur masse moléculaire fdille des petites protéines de stress
(sHSP (small HSP)), la famille d’HSP47, HSP60, HERTSP90, HSP110. La dénomination
des HSP reste un sujet controversé et toujoursitdis&n 2009, Kampingat al. proposent
une nouvelle directive pour la nomenclature des .H3Rte nomenclature est essentiellement
basée sur la nomenclature HUGO Gene Nomenclaturan@tee (GNC) (205). Cette
nouvelle nomenclature ne fait pas I'unanimité guatiutilisation d’'une seule dénomination
par HSP mais permet en revanche, lorsque I'on réreda dénomination d'une HSP, de
connaitre tous ses autres noms (Figure 24).

Bien que les HSP partagent un grand nombre deriptép communes, chaque famille
présente en plus de la différence de poids moli&euldes particularités qui leur sont propres
comme par exemple : leur localisation cellulaieirlexpression qui peut étre constitutive ou
fortement inductible, leur dépendance ou non a PAleur spécificité de substrat ainsi que le

type de pathologies dans lesquelles elles peuweningpliquées.
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Table 1T HSPT0 superfamily: HSPA (HSP70) and HSPH (HSP110) famihes

Gene name Protein name Old names Human gene 1D Mouse ortholog [D

HSP A

1 HSPA1A IISPATA [ISP70-1; 11SP72; 1ISPA1 3303 193740
2 HSP41B HSPAIB HSP70-2 3304 15511
3 HSPAIL HSPAIL hum70t; hum70t; Hsp-hom 3305 15482
4 HSPAZ HSPA2 Heat-shock 70KD protein-2 3300 15512
5 HSPAS HSPAS BIP: GRPT78; MIF2 3309 14828
6 HSPA6 HSPA6 Heat shock 70kD protein 6 (HSP70B") 3310 X

7 HSPAT HSPA7 Heat shock 70kD protein 7 3311 X

8 HSPAS HSPAS HSC70; HSC71; HSP71; HSP73 3312 15481
9 115149 [1SPA9 GRP75; [ISPA9D; MOT; MOT2; PBP74; mot-2 3313 15526
10 HSPA124 HSPAI12A FLI13874; KIAAD417 259217 73442
11 HSPA12B HSPAI12B RP23-32L15.1; 270008 INO6Rik 116835 72630
12 HSPA13° HSPAI3 Stch 6782 110920
13 HSPA14 HSPAT4 HSPT70-4; HSPTOLT; MGC131990 51182 50497
HSP H

1 HSPHI HSPHI HSP105 10808 15505
2 HSPH2 HSPH2 HSPA4; APG-2; HSP110 3308 15525
3 HSPH3® HSPH3 HSPA4L; APG-1 22824 18415
4 HSPH HSPH4 HYOU/Grp170; ORP150, HSPI2A 10525 12282

? Annotated as pseudogene, but possibly a true gene
"Under consultation with HGNC and the scientific community

Table 3 The HSPB family (small heat shock proteins)

Gene name Protein name Old names Human gene ID Mouse ortholog ID
1 HSPBI HSPBI CMT2F; HMN2B; HSP27; HSP28; HSP2S; HS.76067; DKFZp386P1322 3315 15507
2 HSPE?  HSPB2 MKBP; HSP27; Hs.78846; LOH11CRIK; MGC133245 3316 69253
3 HSPB3  HSPB3 HSPL27 988 56534
4 HSPB4*  HSPB4 crystallin alpha A; CRYAA, CRYAI 1409 12954
5 HSPBY  HSPBj crystallin alpha B, CRYAB; CRYA2 1410 12955
6 HSPBG6  HSPB6 HSP20; FLJ32389 126393 243912
7 HSPB7 HSPBT cvHSP; FLI32733; DKFZp779D0968 27129 29813
8 HSPBS  HSPBS HI1; HMN2; CMT2L; DHMN2; E2IG1; HMN2A; HSP22 26353 30888
9 HSPBY  HSPBY FLI27437 94086 75482
10 HSPBIF  HSPBIO ODFI; ODF; RT7; ODF2; ODFP; SODF; ODF27; ODFPG; 4956 18283
ODFPGA; ODFPGB; MGC129928; MGC129929
Il HSPBIl  HSPBII HSP16.2; Clorfdl; PP2S 51668 72938

“Under consultation with HGNC and the scientific community

Table 4 The HSPYO/HSPC family

Gene name  Protein name  Old names Human  Mouse
gene ID  ortholog 1D

1 HseCr* HSPCI HSP90OAAT; HSPN; LAP2; HSP86; HSPC1; HSPCA; HSP89; HSPIO; 3320 15519
HSP90A; HSP9ON; HSPCALI; HSPCAL4; FLI31884

2 HSpCY HSPC2 HSP90AA2; HSPCA; HSPCAL3; HSP9OALPHA; 3324 X

3 HSPCH HSPC3 HSP9OABI; HSPC2; HSPCB; D6S182; HSP90B; FLI26984; HSP90-BETA 3326 15516

4 HSPCL HSPC4 HSPOOB1;ECGP; GP9%; TRAL; GRPY94; endoplasmin 7184 22027

5  HSPCs HSPCS TRAP1; HSP75; HSP9OL 10131 68015

“Under consultation with HGNC and the scientific community

Figure 24 : Nomenclature des différentes H@Paprés Kampingat al, 2009 (205))



3- Les HSPs comme cibles thérapeutiques ?

Du fait de leur surexpression et de leur réle emdd®mn de stress, il n'est pas étonnant que les
HSP aient un impact sur I'évolution de différenbealadies. Cependant, contrairement a ce
gue I'on pourrait penser, les HSP n’exercent paftos un réle bénéfique dans un contexte
pathologique.

Dans les maladies neurodégénératives caractépsgd'accumulation de protéines devenues
anormales et détruisant les neurones, les HSP eemhloir le pouvoir de réduire les
agrégats de protéines mutées et semblent mémeaskavtaur dégradation par le protéasome
(206). Dans ce cas, les HSP ont donc un réle petecpuisqu’elles empéchent
'accumulation de protéines dénaturées toxiques jaocellule.

Cependant, de nombreuses HSP sont largement exsripey les cellules cancéreuses et
permettent de favoriser leur survie en interféravec I'activité de nombreuses substances
anti-cancéreuses. De pluga leur activité de chaperon moléculaire, les HSPmettient
d’accroitre la résistance des cellules tumoralBap@ptose et aux agents de chimiothérapie,
favorisent leur échappement au systeme immunitairefavorisent la formation des
métastases.

De nombreuses études sont donc en cours pour réétetie activité délétére des HSP dans
les cancers sans pour autant déclancher le déwstwpyn d’'autres maladies qui pourraient
étre empéchées par ces mémes protéines. Les HSP dean de nouvelles cibles
thérapeutiques dans de nombreuses maladies indkgmancers. De nouveaux inhibiteurs
des HSP ont été récemment découverts et sont diljaufobjet de nombreuses recherches.
Le 17-AAG, inhibiteur de HSP90, est actuellementessai clinique de phase Il et des
résultats montrent son effet sur la régulation 'dpojptose et notamment I'activation des
caspases dans les cellules tumorales (207). De nm&ni&X-427, inhibiteur de HSP27, en
essai clinique de phase Il montre des résultagsaassants sur de nombreux cancers (vessie,
prostate) en limitant la croissance tumorale, fanfition de métastases et en sensibilisant les

cellules tumorales aux agents chimiothérapique8)(20
L'étude des HSPs suscite un intérét important p@wecherche actuelle. La compréhension

des mécanismes d’intervention de ces protéinescplgtes dans des pathologies aussi

diverses que les maladies neurodégénératives eategrs constitue un point important dans
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'élaboration de stratégies thérapeutiques. Il tn'dsnc pas surprenant que |'étude des
protéines de choc thermique dans les maladies malimes soit en plein essor.

Dans la suite de ce chapitre, nous allons dé@getincipales HSP et leurs implications dans
les processus de la fibrose. Nous aborderons @oridd d’'HSP47 et HSP110, ainsi que celui
des deux grandes familles HSP90 et HSP70. Puis paterons des petites protéines de
stress HSP27 eiB-crystallin.

4- HSP90

HSP90 est la protéine la plus abondante dans legeseeucaryotes puisqu’elle représente
environ 1% du pool de protéines totales (209).dmifle HSP90 est composée de 4 membres
principaux : TRAP1 (Tumor necrosis factor Recem@esociated Protein 1), GP96
(Glycosylated Protein 96), HSP®Cet HSP9@. Tous les membres de cette famille de
protéines peuvent étre induits par divers strelislaees et leur activité nécessite de I'ATP.

Le r6le deTRAPL n’est, encore aujourd’hui, pas toujours trés loi@mpris. Cette protéine est
connue pour avoir une localisation mitochondrimléanmoins, malgré ces similitudes avec
HSP90 elle n’interagit avec aucune protéine clieietéa famille HSP9O0.

GP96 est une protéine chaperonne localisée et séqaeedars le réticulum endoplasmique
grace a une séquence de rétention (KDEL) situé€-egrminal, ou elle peut prendre en
charge les protéines et aider leur maturation wat depliement correct. Récemment, il a été
montré que GP96 pouvait agir sur l'activation dstéaye immunitaire. En effet, certaines
études rapportent que GP96 pourrait participer @réaentation d’antigenes grace a son réle
de chaperon des antigenes anti-tumoraux (210).

HSP9Qu (HSP86) etHSPO( (HSP84) sont les membres principaux de cette knies
deux isoformes proviennent de la duplication duegemginel et présentent 86% d’homologie
entre elles. Pendant de nombreuses années, les étadaisaient pas de différence entre ces
deux isoformes. Cette protéine est constituéedie grandes régions :

- un domaine N-terminal comprenant le site de forade I'ATP. La poche de fixation de
'ATP d’HSP90 est particuliere et posséde un mappelé « Bergerat fold » que I'on ne
retrouve pas chez les autres domaines ATPase.

- un domaine central impliqué dans la reconnaissdes protéines clientes

- un domaine C-terminal responsable de la diméoisat
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HSP90 agit essentiellement en homodimeke ou B-p mais peut dans certains cas agir en
héterodimere ou sous forme de monomere.

HSP90 a un rdle de chaperon moléculaire en setfixaius d’'une centaine de protéines, dites
« protéines clientes ». Elle permet, par cettetifixa de stabiliser et d’'empécher I'agrégation
de ses protéines clientes. Succinctement, HSP3feoue de dimere flexible, est capable de
fixer une protéine cliente (Figure 25), puis soeffét de I'hydrolyse de I'ATP, elle change
de conformation entrainant la stabilisation de sdéme cliente au bout de plusieurs cycles
(211). HSP90 exerce son activité de chaperon eitettollaboration avec d’autres protéines,
en particulier HSP70 et son co-chaperon HSP40.esli@ussi impliquée dans la stabilisation
du cytosquelette en s’associant a la fois a I'acéha la tubuline. Cette interaction avec les
microfilaments permet de préserver l'intégrité aklire apres un stress et le transport intra-
cytoplasmique de protéines (212), suggérant un déleHSP90 dans le réarrangement du

cytosquelette souvent observeé lors de la fibrogenes

ATP

Protéine cliente

dénaturée )\i‘

HSP90

‘0’

Protéine cliente
stabilisée ‘ >\ /
Cir

Figure 25 : Représentati@ehématique du mode d’actidiHSP90
Une fois qu’HSP90 s’est liée a une de ses protéifieates dénaturées, la fixation ainsi que I'hygse de
'ATP entrainera un changement de conformation dPd& permettant le « re-folding » de la protéinentk.

Une fois stabilisée, la protéine sera libérée (adagrearl & Prodromou, 2006 (211))
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La découverte d'inhibiteurs spécifiques d’'HSP90oan@ un nouvel intérét clinique a cette
protéine. Le 17-AAG (17-(allylamino)-17-déméthoxidgamycine), dérivé de Ila
geldanamycine, est un composé chimique capable tlersspécifiquement au site de liaison
de 'ATP de HSP90 inhibant ainsi son activité. @eposé est maintenant en cours de test
dans des essais cliniques de phase Il pour sgsi@ies anti-tumorales. Le 17-AAG présente
un fort potentiel thérapeutique puisque l'inhibitide HSP90 pourrait sensibiliser les cellules
a des agents cytotoxiques utilisés pour la chimiapie. En outre, dans la cellule cancéreuse,
I'affinité de HSP90 pour I'ATP est augmentée de b Comme 17-AAG imite 'ATP, son
affinité dans des cellules tumorales est amélid@®ant une spécificité anti-tumorale a cet
inhibiteur (213).

Bien que le nombre d'études reliant HSP9O0 et fibneége soit limité, certains articles récents
rapportent un effet bénéfique des inhibiteurs d’BIBBur la fibrose tissulaire. Nadt al. ont
déemontré,in vitro, en utilisant une lignée de cellules épithélialésates stimulées par le
TGF$1 mais égalemerin vivo dans un modeéle murin de fibrose rénale, que 18AG-était
capable de prévenir les événements de 'EMT tebks lgusurexpression @'SMA et des
composants de la MEC (fibronectine et collagérari}i que la perte de I'E-cadhérine (214).
Des résultats similaires ont été observés dangitase hépatique ou l'inhibiteur d’HSP90
empéchait I'activation et réduit la survie des pdtie stellate cells (HSCs ) », des cellules
particulieres apparentées aux myofibroblastes gpii l&s principaux participants a la fibrose
hépatique. En effet, le 17-AAG peut induire I'intibn de I'expression du collagene | et de
I'a-SMA et favorise I'apoptose des HSBwitro (215).

En outre, au niveau pulmonaire, l'inhibiteur d’'H®Pthduisait une abrogation totale de
'EMT dans les cellules pulmonaires (A549 et H6BB)inhibant la baisse de I'E-cadhérine et
la surexpression des N-cadhérinesSMA et de la vimentine induite par le TBHE- Ces
résultats ont été corrélés avec linhibition deangements induits par le TGH- dans la
morphologie et la formation de fibres de stresssdas cellules A549 qui pourraient étre
d'importance dans le contexte de la fibrose (2D&).plus, Banhet al. ont montré que le
traitement d’explants de cristallin par choc themua induisait I'expression d’'HSP9O0 et les
protégeait de I'EMT. L’apoptose induite par le TBE-dans ces explants était également

réduite apres choc thermique comparé aux explantsates (217).
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Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliguéle d’'HSP90 dans le processus de
fibrose. De récents articles basés sur des lignéellules pulmonaires et rénales ont montré
que le 17-AAG pouvait bloquer I'ensemble des valessignalisation du TGB1 incluant
l'inhibition de Smad2/3, Akt, GSK{B et de la phosphorylation de ERK (214, 216, 218)2
En condition normale, HSP90 exerce un role protectgace a ses fonctions de chaperon
pour les récepteurs au TGHE- (TBRII principalement, Figure 26). Le 17-AAG, en inaiti
HSP9O0, contrait se rble protecteur d'HSP90 en duam l'interaction entre HSP90 Rl

et conduisant a la dégradation diRTl par le systeme ubiquitine-protéasome. Les asatent
identifié la protéine a activité E3-ubiquitine Ig|g Smurf2, comme responsable de la
dégradation BRIl en l'absence de HSP90. En effet, sans la proted’HSP90, Smurf2 est
capable de se lier awBRIl et d’'induire son ubiquitination gouvernant segcadation par le
protéasome (214, 218, 219).

Comme les HSCs ont été démontrés comme étant iesigatux acteurs de la fibrose
hépatique, leur inactivation et l'induction de leapoptose est devenue une stratégie
thérapeutique antifibrotique importante. Divers ilmfeurs chimiques d’HSP90 (17-AAG,
VER-49009 et VER-49009M) ont montre leur action Kahibition de la prolifération (220)

et la favorisation de I'apoptose (215) des HSCs H&Cs activés sont les producteurs les
plus importants de composants de la MEC au coula fibrose hépatique et NFKB est un
meédiateur essentiel pour l'activation et la sudeeces cellules (221). Au cours de I'activation
des HSCs, HSP90 chaperone le récepteur des glticotdes (GR), qui est un partenaire de
liaison a la fois d’'HSP90 et de NFkB. Cette ségatish du GR par HSP90 libere NFkB et
favorise sa translocation nucléaire résultant em activation des HSCs. Dans ce contexte,
I'inhibition d’'HSP90 par le 17-AAG favorise la foation du complexe GR/NFkB et empéche
'activation de la signalisation NFkB (215). En mytle 17-AAG inhibe I'activation de la
protéine Akt, protéine cliente d’HSP90, qui pagiiégalement a l'activation de NFkB (215,
220). Par conséquent, l'inhibition d’HSP90 peuuirgl I'apoptose des HSCs en perturbant la
signalisation NFkB de deux manieres distinctes,irefuisant la formation du complexe
GR/NFkB et en inactivant Akt (Figure 26). En plus Bkur apoptose, le 17-AAG peut
également supprimer l'activation des HSCs, puisqéiluit I'expression d-SMA et du
collagene | induite le par TGFt dans ces cellules.

Méme si la plupart des ces études n'ont pas erééretalisées dans des modeles de fibrose
pulmonaire, la littérature démontre le réle impottd’HSP90 dans les processus de fibrose

tel que 'EMT et la voie de signalisation du TGF-
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Figure 26 : L'inhibition d’HSP90 bloque la voie dGFH1

Gauche : HSP90 forme un complexe avec BRIT inhibant son ubiquitination et sa dégradatioar pe
protéasome. En paralléle, HSP90 se lie au GludootdtReceptor (GR) permettant la translocatioriéaice de
NF«B et son activation. Droite: Le 17 AAG se lie aurtine de laison & 'ATP d’HSP90 et inhibe son atgiv
La destruction du complexe HSP9PRII permet la liaison de Smurf2 sur IRl induisant son ubiquitination
et sa dégradation. Le 17AAG perturbe égalementiieptexe GR/HSP90 permettant l'intaeraction entreésR

NF«xB. Ceci induit la séquestration d'NB dans le cytoplasme et inhibe son activité.

5- HSP70

La famille d’HSP70 est la plus étudiée, la plus samée et celle comprenant le plus de
membres. Elles sont présentes dans tous les ongesyigle la bactérie jusqu’a 'lhomme, en
passant par les plantes. Les membres de cettddaqui sont au nombre de huit, ont un fort

pourcentage d’homologie entre eux et au sein d&&a@hts organismes. Certains membres de
cette famille sont exprimés de fagon constitutieenme HSC70 (Heat Shock Cognate 70),
HSP70.2, GRP75 (Glucose-Regulated Protein 75), GRir&i qu’HSP70.1t et participent au

maintien de I'homéostasie cellulaire. Les autresnbres HSP70 (HSP72) et HSP70-6 sont

inductibles en condition de stress (222).

HSC70 (HSP73) est une protéine constitutive peyamsiinductible qui est principalement
impliquée dans la prise en charge des polypeptidesellement synthétisés, afin de faciliter
leur repliement, le transport des protéines au deila cellule et la prévention de I'agrégation
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des protéines en cas de stress (222). Cette proédinessentielle au fonctionnement des
cellules et a la survie de I'organisme puisque desnaux KO pour ce gene ne sont pas
viables (223).

HSP70 (HSP72) est fortement inductible en conditierstress. Ce chaperon est dépendant de
'ATP et participe a la prévention de l'agrégatiales protéines qui ont perdu leur
conformation tridimensionnelle en les orientantsvée protéasome pour étre dégradées.
HSP70 joue aussi un r6le important dans la réeguiadie I'apoptose et participe en situation
de stress a I'assemblage et la translocation Hdesames (224).

Les protéines dénaturées sont apportées a HSP168 parchaperon HSP40 et se fixent a la
séquence PBD (peptide binding domain) qui est ferdién feuilletp et d'une hélice.. Cette
structure permet a HSP70 de se refermer sur sastratiiors de I'hydrolyse de I'ATP. La
fixation d’'une nouvelle molécule d’ATP entrainelit@ration du substrat par ouverture de la
molécule d’'HSP70 (Figure 27, (225)). Une fois l&ée substrat est soit totalement renaturé
et pourra par conséquent remplir sa fonction d@assisoit sa conformation n’est toujours pas
adéequate et il fera a nouveau un cycle, soit ilr@oétre chaperonné par d’autres chaperons

comme HSP90, soit il sera dégradé par le protéasome

HSP70 a une fonction anti-apoptotique trés impaetam étant capable de s’associer avec un
grand nombre de molécules impliquées dans les apiegtotiques. De plus, cette protéine est
fortement surexprimée dans les cellules cancérguessprotégeant ainsi de l'apoptose.
L’inhibition d’HSP70 offre donc une stratégie irdésante pour améliorer les traitements anti-
cancéreux. Contrairement a HSP90, il n'existait pegju’a trés récemment d’inhibiteurs
spécifiqgues de cette molécule. Notre équipe a d@pél plusieurs inhibiteurs d’HSP70. Le
premier nommé ADD70 (AIF Derived Decoy for HSP7@) an mutant de délétion de la
protéine AIF (Apoptosis Inducing Factor) qui nelise HSP70 en se fixant dessus. Cette
molécule offre aux cellules cancéreuses, une beansibilisation a la mort induite par des
agents de chimiothérapie, mais sa grande tailledison utilisation en clinique. Pour pallier a
ce probleme, notre équipe a développé des aptanpapsdiques capables de fixer
spécifiguement HSP70 et de sensibiliser fortemestcellules cancéreuses aux traitements
chimiothérapeutiques. Actuellement, ces aptameosg aussi utilisés pour trouver des
molécules chimiques capables d’inhiber HSP70. Unkaalle pharmacologique, le gefitnib,
a également été identifié comme un inhibiteur eepfession d’'HSP70 (226). Cependant, des

études plus récentes démontrent un réle protecfelBP70 sur la fibrogenése. Les auteurs
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ont ainsi développé plusieurs méthodes de suresipres’HSP70 en utilisant, par exemple,
des souris transgéniques exprimant HSP70, I'hyperite ou des agents pharmacologiques
tels que la geranylgeranylacetone (GGA).

@@

Protéine cliente
dénaturée

Protéine cliente
stabilisée i

Figure 27 : Représentatimechématiquelu mode d’'action d’'HSP70

HSP40 délivre la protéine dénaturée a HSP70 dégadil’ATP. L’hydrolyse de I'ATP entraine un changsnt

de conformation d’HSP70 qui se «referme » sur sobstrat pour le stabiliser. Des facteurs d'échsnge
nucléotidiques (NEF) permettront la dissociation IteDP. La fixation d’'une nouvelle molécule d’ATP

permettra « I'ouverture » d’HSP70 et la libératthnsubstrat stabilisé (d’aprés Hennessgl, 2005 (227)).

En 2007, Wakisakat al.ont démontréin vitro sur des fibroblastes cardiaquesnetivo chez

le rat, que le choc thermique empéchait la fibiasdiaque induite par I'angiotensine-1l grace
a linduction d’'HSP70. La fibrose cardiaque est room pour étre causée par une
augmentation de l'activité des kinases ERK et ivatbn des MEK1/2 menant a la
phosphorylation de ERK1/ERK2 (228). L'angiotensitheactive la cascade MEK-ERK
provoquant la prolifération et I'activation desrfiblastes et favorisant la fibrose cardiaque
(229). Le choc thermique, et la surexpression d'HBEoncomittante, conduit a 'atténuation
des signaux causés par I'angiotensine-Il régulanphosphorylation de ERK1/ERK2 et
inhibant la différentiation des fibroblastes en fiitpmblastes, empéchant ainsi I'expression
d’'a-SMA, la sécrétion de TGB1 et la synthese de composants de la MEC (230).

Devant le besoin urgent de trouver des agents ghét@ues contre les processus de la

fibrose, la littérature décrit de nouvelles molésulsusceptibles d'améliorer les troubles
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fibrotiques. La geranylgeranylacetone (GGA) estagent chimique ayant été rapporté pour
induire I'expression d’HSP7Dh vitro etin vivo conduisant a I'amélioration de la fibrose de
plusieurs organes comme les poumons et les re8is423). La GGA est, en effet, capable
de réduire significativement les dommages tissegadans les poumons et la fibrose rénale
avec un dépot limité de composants de la MEBGIvO, le traitement a la GGA induisant une
surexpression d’HSP70 empéchait également la diftéation des myofibroblastes et TEMT
suivie par une diminution du nombre de cellulesitp@s a l'a-SMA (231, 232). Dans les
poumons et la fibrose rénale, la surexpression BHE en accord avec son role cyto-
protecteur, empéchait l'apoptose épithéliale qui &s des principaux événements
déclencheurs de la fibrogenése. Dans une étudeséeatn 2009, basée sur linduction
d’'HSP70 par la GGA dans un modele de fibrose puliiteninduit par la bléomycine, les
auteurs ont démontré une diminution du nombre deles inflammatoires recrutées. En
effet, le niveau d’expression de la protéine MIHa&2chimiokine la plus spécifique pour le
recrutement des neutrophiles, était considérableiples faible chez les souris traitées a la
GGA apreés induction de la fibrose pulmonaire. Daspla surexpression d’'HSP70 chez la
souris protégeait les cellules épithéliales dedfdpse et de I'inflammation induite par la
bléomycine entrainant une baisse de la fibrose)(232

En 2010, Tanakat al. ont montré que des souris transgéniques surexptirh@P70 étaient
protégées de I'induction de I'inflammation et désibns fibreuses induites par la bléomycine.
lls allaient plus loin en montrant que cela étadghablement di au fait que, chez les souris
transgéniques, la production de T@E-et I'expression de cytokines pro-inflammatoires
étaient plus faibles que chez les souris sauva@ds Wild Type) aprés administration de
bléomycine.In vitro, I'inhibition d’HSP70 favorisait I'induction de I'ERIT par le TGFB1
mais n'avait pas d'effet sur I'activation des fiblastes (231). En 2011, La méme équipe
montrait que I'administration intratrachéale de i@&b inhibait I'expression pulmonaire
d’'HSP70 et exacerbait la fibrose induite par labigcine (226).

Dans un modele de fibrose rénale, Zlebal proposent un mécanisme d’action d’'HSP70 sur
la voie du TGH3 expliquant son effet protecteur sur la fibroses lgiteurs montraient que
l'induction in vivo d’HSP70 par la GGA et la surexpression d’'un plaend’HSP70n vitro
inhibait la phosphorylation et la translocation léare de Smad3 abrogeant ainsi le processus
d’EMT et la fibrose (Figure 28). Les auteurs vor@dme plus loin en surexprimant un mutant
d’HSP70 dont le « peptide binding domain » est miantj La surexpression de ce mutant

n‘avait aucun effet sur FTEMT induite par le T@F-montrant la nécessité de la liaison
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Smad3/HSP70 via le peptide domaine pour I'effetgueur d’'HSP70 sur les processus de la
fibrogénése (233).

En outre, Kahlooret al. ont récemment mis en évidence un réle d'une ré&aunt-immune
dans la FPI chez 'lhomme. En effet, ils ont dém®nine augmentation des auto-anticorps
anti-HSP70 chez les patients atteints de FPI getéacorrélée a une baisse sévere des
fonctions pulmonaires (capacité vitale forcée, C¥Fa une mortalité significativement plus
élevée a un an (234). Les auteurs ont constatéequauto-anticorps anti-HSP70 des patients
atteints de FPI interféraient avec la réponse initaiia normale et provoquaient une réaction
pro-inflammatoire dans les poumons. En effet, cesHSP70 activaient les monocytes et les
lymphocytes conduisant a une augmentation d'IL18-dt{ deux cytokines impliquées dans la
progression de la fibrose pulmonaire (234). Pouré&miére fois, une réponse auto-immune
contre HSP70 était coorélée au pronostic de la EB$. résultats suggerent que I'étude de la
réponse auto-immune contre les auto-anticorpsH®E70 pourrait donner des informations
cliniques utiles pour les patients atteints de FE®RIpourraient aider a la compréhension de
I'évolution de la maladie (234, 235).
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Figure 28 :L’induction d’HSP70 perturbe la voie du TGH-

Gauche: En cas de faible niveau d’'HSP70, la void @&{1 n'est pas affectée. A droite: HSP70 est capable d
se lier a Smad2 et Smad3 limitant leur phosphaoniatt leur translocation nucléaire entravant ¢gmalisation

du TGF$1. HSP70 est également capable de se lie3& &t au BRIl pour induire leur ubiquitination et leur
dégradation par le protéasome. Méme si le mécanisest pas entierement compris, les auteurs sugfgire

réle de la E3-ubiquitine ligase CHIP dans ce preggs
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6- HSP110

Les HSP de haut poids moléculaire constituent wumg hétérogene de protéines de stress
appartenant a la superfamille HSP70 (236). Dive®® Hle 110kDa sont existantes chez les
mammiféres : HSPA4, HSPA4L, HSP105 et HSP110 senmtpiotéines cytosoliques alors
gue GRP175 est liée au réticulum endoplasmique.lgSRt HSP110 sont des protéines
chaperones inductibles contrairement a HSP4A etA48PCes protéines de stress sont en
grande partie conservées de la levure a 'homma#.(23

Leur structure, tres proche de celle d’'HSP70, sapuse essentiellement d'un domaine de
liaison des peptides (PBD) et d'un domaine de diaigucléotidique pour lier 'ATP. Les
HSP110 peuvent empécher l'agrégation de protéimegitro (238) et certaines études
montrent qu’elles jouent un rdle dans le repliemdas protéines dans les cellules de
mammiféres (239). Cependant, leur activité de claggene semble pas étre leur fonction
principale puisqu’elles ont surtout un réle de éactd'échange de nucléotides pour HSP70
(Figure 29). En effet, Hatayaned al. ont montré que HSP110 pouvait interagir avec HSP70
(240). Dans ce complexe, HSP110 se révele étreaoteur important pour l'activité

chaperonne d’HSP70 en agissant comme facteur dgettBATP (241).

o'
ATP

ATP W‘ ADP
Ve~

Figure 29 Représentation schématigde mode d’'action d'HSP110

(a) La fixation de 'ATP sur HSP110 (gris foncéduit un changement de conformation qui rend laginet
plus stable et plus compétante pour s'associer B7@Sgris clair). (b) Hsp110 maintien HSP70 dane un
conformation avec une faible affinité pour 'ADPdinsant son relargage. (c¢) La fixation d’une nolevel
molécule d’ATP a HSP70 conduit a la dissociationcdmplexe et initie un nouveau cycle d’'HSP70 (déapr
Andreassoret al.,2008 (241)).
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HSP110 semble étre impliguée dans de nombreusesliemlhumaines. Cependant, son role
dans la fibrose reste mal décrit. En utilisant uadéie murin de surpression cardiaque,
Mohamedet al. ont souligné le réle de HSPA4 dans I'hypertropgtida fibrose cardiaque.
Dans leur modele, I'expression de HSPA4 était antgeeet le manque d'expression de
HSPA4 chez des souris déficientes pour cette protéHSPA4-/-) aggravait la fibrose
cardiaque avec une augmentation de la fibrosestitiele et une expression accrue du
collagene 1l et du TGBL (242). Ce phénomene était associé a I'activatgoplusieurs voies
de signalisations impliquées dans le développerdenthypertrophie cardiaqgue comme la
voie gpl30/STAT3, CaMKIl et calcineurine-NFAT. Lesiteurs montraient également une
accumulation de protéines polyubiquitinylées dassdellules de souris HSPA4-/- suggérant
gue la fibrose cardiaque observée chez ces aninpaoixenait d’'une accumulation de

protéines mal repliées résultant d’une activitépenane affaiblie en absence d’'HSPA4 (242).

7- HSP47

HSP47 représente la HSP la plus étudiée dans texterde la fibrogenése du fait de son réle
dans la biosynthese du collagéne. C'est une glptée retenue au sein du réticulum
endoplasmique (RE) grace a une séquence de réteREL, située en C-terminal. Ce
chaperon qui ne nécessite pas d’ATP est aujourddngeule HSP possédant un substrat
spécifique : le collagene. Elle est indispensalberpsa biosynthese, sa formation et sa
sécrétion. Ainsi I'expression d’'HSP47 est toujousrélée avec celle du collagene et est
totalement exclue des cellules ne produisant pasollagene (243, 244). HSP47 agit a
différentes étapes de la maturation du collag@ameempéchant I'agrégation et la dégradation
des chaines de procollagéne néo-formée (244),ststad la formation et stabilisant la triple
hélice de procollagéne et en facilitant sa séand2d 3, 245, 246).

Pour ces raisons, HSP47 est devenu a la fois undogueur et une cible thérapeutique de
grand intérét dans la fibrogenese. En effet, I'amigiation de I'expression d’HSP47 est
corrélée, lors de maladies fibreuses, avec le d&ptgssif de collagene dans le foie (247), les
reins (248t les poumons (249).

La formation du collagene mature débute au seilRBupuis se poursuit dans I'appareil de
Golgi avant d’étre sécrété dans l'espace intraleétks HSP47 va se fixer aux fibres de
procollagene nouvellement synthétisées lorsqu’altesent dans le RE. Ce « chaperoning » a

pour but d’éviter I'agrégation aléatoire des fibdesprocollagéne et leur dégradation dans le
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RE avant d’avoir pu s’assembler en triple hélic&P47 va ensuite prendre en charge le
transport des molécules en triple hélice vers Bapip de Golgi. La dissociation d’'HSP47 et
du procollagene se fait au sein du compartimengaigi par un changement de pH. Le
collagéne suivra sa maturation au sein de l'appatei Golgi et HSP47, de son co6té,

retournera au sein du RE (Figure 30) (250).

Transport co-
traductionnelledu

tRNA .
procollagéne

Cis golgi

Procollagene

dial golgi
Triple hélice de medial go'e!

Procollagene

Membrane du RE
trans golgi

HSP47 & Collagene
secrété

Figure 30 : Role d’'HSP47 dans la synthese et lairatdn du collagene

HSP47 va prendre en charge les polypeptides dagéwle nouvellement synthétisés afin qu’ils ne §ggnt pas
et pour faciliter la formation de la triple hélidéSP47 aménera ensuite cette triple hélice de paggme au sein
de I'appareil de golgi avant qu’elle puisse subirtés les modifications post-traductionnelles nggiess a son

bon fonctionnement (d’aprés Mala & Rose, 2010 (250)

Le dépbt excessif de collagéne étant la caradtgrestprincipale de la fibrose, HSP47 a

largement été utilisée comme marqueur des lésidmeukes et de la progression de la
maladie. Chez le rat, I'expression de TARNm d’'HSR&kt corrélée a celle de TARNmM des

collagénes | et Il dans des modéles de fibroseodu (R247). Des niveaux protéiques élevés
d’'HSP47 ont également été retrouvés dans des éibrinales et péritonéales une nouvelle
fois en corrélation avec le dép6t de collagen&ggtavation de la pathologie (251-253).

Au niveau pulmonaire, une étude menée chez lasoévele une augmentation d’'HSP47 au
niveau des cellules exprimantdSMA et la vimentine (myofibroblastes) aprés induttde

la fibrose par la bléomycine (254). Cependant,diession d’'HSP47 n’est pas limitée aux
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myofibroblastes puisqu’une autre étude montre @gaht une surexpression d’'HSP47 dans
les pneumocytes de type Il (AECII) et les macrogisagu niveau des zones atteintes de
fibrose (255). Ces résultats confirment que cetulesl sont capables de synthétiser du
procollagene en condition de fibrose pulmonairaiitedpar la bléomycine et qu’elles jouent
donc un réle primordial dans la fiborogenése.

La corrélation entre HSP47 et le collagene a égattmété confirmée dans les
myofibroblastes et les AECII chez les patientsiatitede fibrose pulmonaire (256).

Outre son réle de biomarqueur des zones fibrel$8B47 a été plus récemment étudiée en
temps que cible thérapeutique importante. Diff@gréquipes de recherche ont ainsi mis au
point des stratégies pour maitriser la surexprasgillSP47 lors de la fibrose. L'inhibition
d’HSP47 a pris une réelle importance pour limitepevenir les événements fibrotiques
vivo. En 2008, Xiaet al. ont concu un systeme de diffusion d'un SIRNA dR4S utilisant
des microspheres de gélatine cationiques dans aelmde fibrose rénale. Cette méthode de
distribution améliorait et prolongeait l'effet iddifeur du SIRNA HSP47 comparé a
'administration classique d’'un SiRNA (14 jours keu de 7). Les auteurs de cet article ont
démontré que I'inhibition d’HSP47 par cette méthogéduisait I'expression des collagenes I,
lll et IV limitant considérablement les dommagesadx associés (257). Une stratégie
similaire a été utilisée plus récemment dans unéteode fibrose péritonéale dans lequel
l'inhibition de I'expression d’'HSP47 abrogeait cdétpment I'expression du collagéne, du
TGF1 et I'infiltration des macrophages (258).

Au niveau pulmonaire, Hagiwaret al ont étudié le role d’HSP47 dans trois modeles de
fibrose chez le rat (induite par le paraquat, &obiycine et le LPS). Quel que soit le modele
utilisé, l'inhibition d’'HSP47 réduisait de manies@nificative les dommages pulmonaires et

le dépbt de collagene et améliorait considérablémesrfonctions des poumons (259-261).

De maniere surprenante, malgré le grand nombreauldicptions mettant en évidence le role
d’'HSP47 dans le processus de fibrose, peu d’étpadgmsent un mécanisme d’action. Une
étude réalisée en 2007 montre un réle potentiel rdrgrophiles dans la surexpression
d’'HSP47. En effet, les auteurs suggerent quenidsfensines libérées par les neutrophiles
lors de leur recrutement au sein du site de |éssnlaire sont capables d’activer la voie de
signalisation MAPK des cellules épithéliales voesin induisant l'augmentation de

'expression d’HSP47 (262). De plus, dans un modeldibrose rénale utilisant des cellules

épithéliales tubulaires proximales humaines stiemll@vec du TGB4, Xiao et al ont
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démontré que des inhibiteurs des voies ERK, MAPKNK pouvaient bloquer I'expression
d’HSP47 induite par le TGB1. Ainsi, l'inhibition de ces voies supprimait fgrssion de
protéines de la MEC ainsi que PAI-1 et T@E-limitant la fibrogenése. Les auteurs
suggéraient que lors de la fibrose rénale, le BGRAduisait I'expression d’'HSP47 via les
voies de signalisations ERK, JNK et MAPK favorisEnsynthese de collagene (263).
Cependant, le TGB1 n'est pas la seule cytokine capable d'induire 47SR’IL1[ peut
également induire, seul ou en association aveGleff1, I'expression d’HSP47 au niveau de
'ARNmM et de la protéine (264). Lors d’'une étudalis®e en 2002, Sasaki al montraient
que le TGH1 et I'lL1B étaient capables de favoriser la localisation éaiot d’'HSF1 et
d'améliorer sa trimérisation conduisant a une augatien de la liaison d’'HSF1 sur I'élément
de réponse spécifique du gene codant HSP47. AlasiTGF{1 et IL13 pourraient
promouvoir I'expression d’'HSP47. Les auteurs suppbgu’HSP47 pourrait étre une bonne
cible pour prévenir la fibrose puisque le T@EFet I'lL1B, deux molécules importantes dans

fibrogenése, sont capables d’induire sa surexme$264).

8- Les petites protéines de stress (SHSP)

Les protéines de choc thermique de faible masséaulalire (entre 15 et 30 kDa), ou small
HSP (sHSP) forment une famille ubiquitaire et alaomd. Les protéines de cette famille
partagent des homologies de séquence et des péspriochimiques telles que la
phosphorylation et I'oligomérisation. Elles ne r&sieent pas d’ATP pour leur activité et,
comme les autres HSP, sont des chaperons mol@suleir protegent les cellules de
'agrégation protéique (265). Contrairement auxesiHSP, elles ne sont pas tres conservéees
entre les especes. Elles possedent cependant tautdemaine récurrent, le domaine
crystallin nommeé ainsi car il présente de tressftwdmologie avec les protéinesrystallines,
composantes abondantes du cristallin. Cette ségueamposée de 90 résidus amino-acides,
garde une analogie supérieur a 50% entre les esf266). Au sein de cette famille HSP27,
aA-crystallin etaB-crystallin sont les protéines les plus étudiées.

a- HSP27

HSP27 est la SHSP la plus étudiée et exprimée dam®mbreux tissus et types cellulaires a
des stades spécifiques du développement ou ddféaediciation cellulaire. Son expression
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basale est faible mais augmente fortement en catreies. Elle est constitutivement localisée
dans le cytosol (267) mais en cas de choc thernetieese relocalise presque immédiatement
dans le noyau ou autour de celui-ci (268). Elleceshposée d’un motif WDPF situé en N-
terminal qui est nécessaire a la formation de grasigomeres. Le domaine C-terminal quant
a lui est impliqué dans la stabilisation de cesdsacomplexes oligomériques. HSP27 est en
effet une protéine en équilibre entre un état diguér et un état oligomérique (Figure 31).
L'oligomérisation est un processus dynamique régaléle statut de phosphorylation de la
protéine (269). A l'état phosphorylé, HSP27 se ueowous forme de dimere et a I'état
déphosphorylé elle se trouve sous forme de graligisneeres pouvant former des structures
de poids moléculaires allant jusqu’a 800kDa (2741,)2

L'activité d’'HSP27 est différente de celle dHSP80 d’'HSP70 qui ont la capacité de
favoriser le repliement (refolding) des protéinénaturées. HSP27 n’a pas cette capacite,
mais elle peut « piéger » trés rapidement les presedénaturées avant qu’elles ne s’agregent
de maniére irréversible et deviennent délétéres peicellule. Apres cette étape, si les
protéines ainsi piégées par HSP27 peuvent étrecesplelles pourront étre prises en charge
par les protéines HSP90 et HSP70 (265). Par casitfes protéines piégées sont dénaturées
de facon irréversible, elles seront orientées epsotéasome. Cette propriété de chaperon est
attribuée uniguement aux grands oligomeéres.
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Figure 31 : Structure et organisation d’'HSP27
HSP27 est en équilibre entre un état dimériqueligbrmérique en fonction de sa phosphorylation. Sedon

organisation HSP27 aura différentes fonctions audes cellules.

HSP27 peut étre phosphorylée sur trois résidusieeisitués en position 15, 78, 82. Cette
phosphorylation est régulée par MK2 (MAPKAP Kin&3eelle-méme activée par p38MAPK
(272). Cette voie de signalisation est impliqguéasdplusieurs processus cellulaires incluant
les changements de morphologie et la mobilité @disles. Ainsi, cette voie est impliquée
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dans la régulation de la dynamique des filamerdstotie. En effet, HSP27 sous sa forme non
phosphorylée agit comme un inhibiteur de la polysadion de I'actine en se fixant sur la
partie terminale de celle-ci. Sous sa forme phogpde, elle va se détacher de I'actine

permettant ainsi a cette derniére de se polymg2sa).

Notre équipe a également montré qu’'HSP27, sousefaienpetits oligomeres, pouvait se lier
a l'ubiquitine et favoriser, lors d’'un stress, ligbitination de certaines protéines et ainsi leur
dégradation par le protéasome. Ces éetudes ont nwampermis de montrer quHSP27
entrainait la dégradation @Ba, I'inhibiteur du facteur de survie NEB (Nuclear Factor-
Kappa B) permettant ainsi la relocalisation dansdgau et 'augmentation de I'activité de ce
dernier. Ceci aura pour conséquence une augmentigita transcription de ces genes cibles
comme Bcl-2, BcL-X et les IAP (inhibitor of Apoptosis Protein) en mamant la survie
cellulaire (274).

HSP27 est aussi tres étudiée pour son implicatéos de cancer. En effet, elle est fortement
surexprimée dans les cellules cancéreuses, lesgeant de I'apoptose et favorisant ainsi leur
prolifération (275). De plus, HSP27 semble acceol&r potentiel métastasique des cellules
cancéreuses probablement par ses capacités a aexiprotéines du cytosquelette (276-278).
Cliniguement, dans un grand nombre de cancersgtedsle cancer du sein, de l'ovaire, de
'endometre, du colon, les ostéosarcomes et leséfaies, un taux élevé d’'HSP27 a été
observé (279, 280). De plus, il a été démontré §PRI7 pouvait induire une résistance a
certains médicaments anticancéreux. Chailemontraient que I'expression d’'HSP27 était
directement liée a la résistance des cellules deeta colorectaux a I'lrinotecan. En inhibant
'expression d’'HSP27, ils diminuaient la résistamies cellules au traitement a I'lrinotecan
(281). Plus recemment, Zhuaeg al. ont montré que linhibition d’HSP27 sensibiliséat

cellules A549 a I'induction de I'apoptose par TRA[Lumor necrosis factor-alpha-Related

Apoptosis-Inducing Ligand) (282).

Peu d’études ont été realisées sur le réle d’'HSR2E la fibrose pulmonaire. Cependant la
présence d'une surexpression d’'HSP27 dans les pmuah® patients porteurs de FPI a été
mise en avant. Cette surexpression d’HSP27 a &eénate dans les cellules bronchiques se
situant autour des foyers de fibroblastes (283 Butre étude montrait qu'HSP27 ainsi que
d’autres protéines impliquées dans la migratiotulzeie étaient exprimées dans les cellules

épithéliales se trouvant en périphérie de ces fofjproblastiques. Les auteurs pensaient que
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la prolifération et la migration des cellules égithles jouaient un rble dans le remodelage
subi par le poumon lors d'une FPI (284). Deux autagticles montraient I'implication
d’HSP27 dans 'EMT en dehors du poumon. Le premientrait quUHSP27 était surexprimée
in vitro dans 'EMT des cellules mésothéliales de péritodtequ’elle était en revanche
diminuéein vivo dans 'EMT chronique de la fibrose péritonéaleuitel par la dialyse. La
surexpression d’'HSP2in vitro protégeait de I'apoptose induite par les fluidesdiblyse
péritonéale (285). Dans la seconde étude, les @usespectaient I'implication d’HSP27 dans
la fibrose rénale via son role dans 'EMT. lls ntargnt quU'HSP27 était surexprimée au cours
de la fibrose rénale et qu’elle co-localisait alee@ GF$1, I'a-SMA et I'E-cadhérineln vitro

les auteurs montraient qU'HSP27 était surexpriméeoarrs de I'EMT induite par le TGBt.

lls étudiaient ensuite le role d'HSP27 dans 'EMER la surexprimant au sein de cellules
épithéliales rénales de rat, et trouvaient qu'atiduisait I'expression de I'E-cadhérine et
inhibait 'expression du facteur de transcriptiamah, protégeant ainsi de 'EMT. Les auteurs
concluaient sur le fait qu'HSP27 était impliquéaside processus de fibrose rénale en ayant
un rble protecteur et que sa surexpression depoaivoir ralentir le processus fibrosant en
inhibant TEMT (286).

Trés récemment, notre équipe a largement étudiiided’HSP27 dans la fibrose pulmonaire.
En effet, nous avons mis en évidence un rble d’HS&&ns 'EMTin vitro des cellules
épithéliales pulmonaires et mésothéliales pleuraiesi qu’'une surexpression de cette petite
protéine de stress au niveau des foyers fibroljassin vivo chez les patients atteints de FPI.
La surexpression d’HSP27 induisait une transforomatiles cellules qui acquéraient un
phénotype myofibroblastique avec I'expression-8MA et la baisse de I'expression de I'E-
cadhérine. De plus, linhibitionn vivo d’'HSP27 chez le rat a l'aide d’oligonucléotides
antisens (OGX-427) protégeait les animaux de lao$i® induite par I'administration
intrapleurale d’AdTGH31. En plus de l'inhibition de la fibrose, la rémes d’HSP27
empéchait également la migration des cellules rhélates pleurales transformées en
myofibroblastes a l'intérieur du parenchyme pulmomacomme c’est généralement le cas en
présence de TGPB1.

Nous avons montré qu’HSP27 avait un rble protectwmwur le facteur de transcription
indispensable a l'induction de 'EMT, Snail (Figu3g). En effet, HSP27 protége Snail de la
dégradation par le protéasome conduisant a somaration nucléaire et a I'activation de ses
genes cibles induisant 'EMT. Ainsi, I'inhibition'tdSP27in vivo induisait la dégradation de
Snail inhibant TEMT et faisant d’'HSP27 une noueetible thérapeutique pour la FPI (173).
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Figure 32 HSP27 stabilise le facteur de transcription Srddeorise 'EMT

Gauche: HSP27 est capable de se lier a Snail pop@eher sa dégradation par le protéasome. Apigs/Bdon
de la voie de signalisation du TGE; Snail devient nucléaire et induit la transcaptides génes de 'EMT.
Droite: En cas d'inhibition d’'HSP27, la dégradatide Snail par le protéasome est renforcée inhitent

processus d’'EMT et favorisant la prévention dedeoke.

b- aB-crystallin

Il existe deux protéines-crystallin abondamment présentes dans le cristd#i I'ceil,aA- et
aB-crystallin. Elles sont trés importantes pour laimtient de la transparence du cristallin et
leurs mutations peuvent étre la cause de nombreukles oculaires comme la cataraoi-

et aB-crystallin ont environ 60% d’identité de séquent@artagent de nombreuses propriétés
aux sein des cellules. Cependant, il existe ddérdifces entre ces deux protéines. Alors que
son homologuenA-crystallin est exprimée exclusivement dans lestatiin de I'oeil, aB-
crystallin est fortement inductible en conditiores stress dans de nombreux autres organes
tels que le cerveau, le coeur, les muscles lisséssgoumons (287). Comme HSP2B-
crystallin posséde un réle de chaperon et est tapatier les parties hydrophobes de surface
des protéines mal repliées empéchant leur agrégeatiprotégeant I'intégrité cellulai(@88).
HSP27 euB-crystallin sont deux protéines trés proches atété montré gqu’elles étaient co-
localisées dans de nombreux organes en conditiommates ou pathologiques. Certaines
publications rapportent méme un rdle synergiquecee deux sHSP qui sont capables
d’interagir I'une avec l'autre (289). Une étude lige en 2001 a démontré quHSP27

empéchait les modifications structurelles et I'agtéon doB-crystallin induites par le choc
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thermique et ainsi pourrait avoir un role sur sbiiisation (290). Il a également été montre
gu’aB-crystallin jouait un réle physiologique dans dembreux processus indépendants du
choc thermique, telles que la croissance et laémiffciation cellulaire, I'apoptose, la

tumorigenése, la transduction du signal et enfirmbdulation des protéines du cytosquelette

comme les filaments intermédiaires (21).

L’interaction daB-crystallin avec les FI constitue un de ses r@ssentiels (291-293). En
effet, aB-crystallin est connue pour interagir avec les posants des Fl permettant ainsi le
maintient de leur homéostasie. L'importance des iogsractions est démontrée par les
dommages causés lors de mutationsBetrystallin sur I'architecture cytosquelettique
cellulaire qui conduisent parfois a des patholog@sres chez I’homme.

Par exempleoB-crystallin est connu pour interagir avec la demminhibant ainsi son
assemblage et son agrégation (294). Il a été manieé les mutations dB-crystallin
pouvaient conduire a des troubles musculaires eg\@05) comme la DRM (desmin-related
myopathy), une maladie héréditaire caractériséd’ggnégation de la desmine au niveau des
muscles squelettiques et du cceur (296). Cette lpgikoentraine des faiblesses musculaires
du cou, des membres, de la face et du muscle gaslieausant des cardiomyopathies. Si de
nombreuses mutations du géne de la desmine ondeéfieces dans cette maladie (296),
plusieurs mutations dB-crystallin semblent également en cause. En eféetmutation
ponctuelle R120G retrouvée chez 'homme entrainendalification de la structure et de
I'activité d’aB-crystallin conduisant a une forme mutéeR¥Fcrystallin avec une plus forte
affinité pour la desmine que la protéine sauvagmsiA de nombreux complexesB-
crystallin/desmine se forment au sein des cellodsant une forte agrégation de la desmine
comme observée lors de la DRM. Ces mutations aetn&iune accumulation anormale des
agrégats de desmine qui résistent au renouvellenoental par la machinerie du protéasome

modifiant ainsi les propriétés mécaniques des Réqdusieurs types de cellules.

De méme, de nombreuses études ont montreBeerystallin était capable d’'interagir avec la
GFAP (glial fibrillary acidic protein) et la vimeinie, deux éléments des Fl, et pouvait inhiber
leur assemblage augmentant le « pool » de GFARIso(@91, 294). Lors de la « maladie
d’Alexander » (AxD), une pathologie neurodégéngeqtides agrégats appelés « fibres de
Rosenthal » se forment empéchant linteraction denentreaB-crystallin et GFAP au
niveau des astrocytes. Il en résulte une accumulaxacerbée d’agrégats de GFAP associée

a une augmentation de la présenceBetrystallin (297) et d'une séquestrationaB-*
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crystallin et d'HSP27 dans les «fibres de Rosdnth#l a également été montré que les
mutations diB-crystallin, R120G notamment, inhibaient l'actiolu protéasome causant

'accumulation de GFAP et de «fibres des Rosenthall sein des astrocytes causant la
pathologie (297).

Les interactionsuB-crystallin/FI sont également essentielles au auvele I'ceil. Il a été
montré quaB-crystallin pouvait interagir avec la vimentine gawentant sa stabilisation.
Cependant, les mutationsaf-crystallin (R120G) conduisent a I'agrégation devimentine
(298). Les parties hydrophobes de la protéiBecrystallin mutée sont exposées a la surface
conduisant a la fois a son auto-agrégation ainsa dlagrégation de la vimentine.
L’accumulation de ces agrégats rendent le crigtaki I'ceil opaque caractérisant la cataracte
(298).

Le r6le duB-crystallin sur les muscles squelettiques et eajae a été également mis en
évidence chez la souris par Braetyal en 2001 grace a I'étude de souris déficientes f@ou
gene codan&B-crystallin (sourisuB-KO) (299). De maniére surprenante, contrairenaemnt
souris déficientes pousA-crystallin, le structure du cristallin des sounB-KO étaient
normale ce qui suggere qué\-crystallin est plus important dans le développeinet le
maintient de la transparence du cristallinodgscrystallin. Bien que le cristallin ne semble pas
affecté par I'absence aB-crystallin, cette mutation entraine un phénotgpeere chez les
souris agees qui se caractérise par une postutéeydé perte importante de poids apres 40

semaines, et la dégénérescence des cellules muss|Egure 33).

Figure 33 : Posture caractéristique des sourigigdéfies pounB-crystallin.

Radiographies d'une souris agées de 12 mois destypsge (en haut) et une sousKO agées de 10 mois
(en bas) illustrant clairement la sévére cyphosériure et émaciation chez les souris déficieatesours du
vieillissement (d'apres Bradst al.,2001 (299)).
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AB-crystallin est également exprimée a des nivedaxés trés tot au cours du développement
embryonnaire du cceur et également dans le coeurlemment formé. Cependant, le cceur
des sourisiB-KO semblait histologiqguement normal, méme a ue agancé, et fonctionnait

suffisamment chez les souris vivant dans un enkgorent controlé (299).

La fonction duB-crystallin est modulée par son oligomérisatiors@tphosphorylation sur
trois sites distincts : les sérines 19, 45 et 59.moins deux voies sont impliquées dans la
phosphorylation diB-crystallin : les MK2 (MAPKAP Kinase 2) sont resmables de la
phosphorylation de la sérine 59, comme pour HSRRidis que la sérine 45 apparait sous le
contréle de la MAPKinase p42/p44. La kinase resablesde la phosphorylation de la sérine
19 est toujours inconnue.

Les oligomeres formeés par les sHSP sont dynamiguest un caractere polydispersé : ils
subissent des échanges constants de sous-uniti&syr étille et leur structure changent a
l'intérieur de la cellule, par exemple suivant Iphosphorylation ou suivant le pH. Ainsi, la
plasticité des oligoméres est une caractéristigaserdgielle des sHSP, mais cela a
considérablement retardé I'élucidation de leurcitme par cristallographie. Cependant, des
études trés récentes combinant des techniquessdeargce magnétique nucléaire en phase
solide (solid-state NMR en anglais) et de diffusaes rayons X aux petits angles (SAXS,
Small Angle X-ray Scattering en anglais) ont putme¢n évidence les structures du domaine
a-crystallin et de la forme entiere odB-crystallin (300, 301). L’'organisation oligomérigu
d’aB-crystallin n’est pas encore totalement connuesnes recherches récentes donnent de
nombreux éléments nécessaires a la compréhensianstteicture quaternaire de cette sHSP.
Le domainea-crystallin joue un role central dans la foncticdmBl-crystallin et est constitué
de 8 feuilletsp. Les feuilletsp6 et 7 du domaineo-crystallin permettent la formation
d’homodimeres anti-paralléles (Figure 34).

Outre le domaine-crystallin, la région C-terminale @B-crystallin joue un réle crucial dans
son oligomérisation. En effet, aprés la formatierdidneres, le motif conservé de trois résidus
alternant des résidus isoleucines ou valine (n¥tilv) est capable de lier les feuillefgl/38

du domainea-crystallin d’autres monomeéres formant ainsi dessdins inter-dimériques
(Figure 34). Enfin, le réle de la région N-termmaleste encore peu connu mais des
monomeres @iB-crystallin dont cette région est tronquée formees oligomeres plus petits
et moins stables que des monomeéres entiers (302aiDde la conservation du domaime
crystallin parmi les sHSP, il a été avancé que lggro-oligoméres pouvaient se former

notamment entreB-crystallin et HSP27 (303).
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Figure 34 : Structure et organisation oligoméridud-crystallin

(a.) Structure RMN du domainecrystallin et de I'extremité C-terminal aB-crystallin. Les régions impliquées
dans les contacts intra-dimériques sont représeriédleu (feuillep6/87). Les feuillets34/8 impliqués dans
les interactions inter-dimériques sont represemtésmarron. Le motif IXI/V de la région C-terminadest
représenté en noir. (b.) Les diméresBicrystallin peuvent étre représentés comme dégsseitles qui sont
stabilisées par une interface intra-dimerique, @t sjassemblent en oligomeéres via des interactioisr-
dimeriques. (c.) Organisation quaternaireBicrystallin : les diméres s'assemblent en un ehkedioligoméres

globulaires couvrant au moins 30 sous-unités. (302))

AB-crystallin est impliquée dans de nombreux preusscellulaires, notamment I'apoptose.
Plusieurs études ont démontré que la surexpresidicrystallin avait un effet protecteur
contre un large panel de stimuli apoptotiques ajoies son inhibition sensibilise grandement
les cellules a la mort programmeée (305-307).

L’effet anti-apoptotique dB-crystallin a été démontré dans de nombreux tgeéalaires et
semble, dans la plupart d’entre eux, mettre enl’jahibition de la caspase-3, protéine
effectrice essentielle du processus d’apoptose, (303-309). En effet, I'addition dB-
crystallin recombinant a des extraits cellulairegpéchait I'activation de la caspase-3 par le
cytochrome ¢ ou la caspase-8, étape cruciale doegsas. Cette sHSP interagit avec la
procapase-3 inhibant ainsi son clivage et donc aivation. Cet effet diB-crystallin est
déterminant pour expliquer sa fonction anti-apagtet. Morissoret al. ont démontré sur des
cardiomyocytes que la phosphorylatiomB-crystallin sur la serine 59 semble nécessaire et

suffisante pour assurer une protection maximalérediapoptose (309).
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aB-crystallin est également capable de se lier apdetines pro-apoptotiques tels que Bax,
Bcl-Xs (310) et p53 (311) pour empécher leur traceion dans la mitochondrie inhibant,
ainsi, I'apoptose.

Il a été montré quiB-crystallin pouvait protéger les cellules de larmmduite par les
inhibiteurs du protéasome. L'inhibition du protdasonduit 'accumulation de protéines mal
repliées qui sont toxiques pour les cellules. Bponge aux inhibiteurs du protéasome et
d'autres conditions stressante®-crystallin se relocalise, comme HSP27, au niveau
cytosquelette et se lie aux microtubules via leggnes associées aux microtubules (MAP).
Ainsi, les protéines intracellulaires endommag@es séquestrées dans les microtubules et ne
peuvent étre toxiques pour la cellule (312).

Les fonctions anti-apoptotiqueso-crystallin sont donc dépendantes essentiellerderga
capacité a bloquer I'activation de la caspase&3pebtéger l'intégrité des microfilaments. Ces

fonctions semblent étre modulées par sa phospltinylet sa redistribution cellulaire.

Une autre fonction récemment identifieeaBcrystallin est sa capacité a faciliter la
dégradation des protéines spécifiques par le systdnquitine/protéasome, et donc a jouer un
réle dans le « triage des protéines » (313). Léesys d’ubiquitination des protéines pour la
dégradation par le protéasome 26S, une protéadeatalytigue composée d'une sous-unité
20S catalytigues et deux sous-unités 19S réguatri@14), est essentiel pour le bon
assemblage/désassemblage des complexes de progooes prévenir les interactions
indésirables et leur agrégation.

AB-crystallin a été montré pour interagir avec éutles 14 sous-unités du protéasome 20S
(315). Cependant, cette interaction ne semble pauler I'activité du protéasome. Lorsque
les sérines 19 et 45 aB-cristallin sont phosphorylées, les protéines petnnteragir avec
FBX4, qui est un composant de l'ubiquitine-ligaseFSKP1/CUL1/F-box) qui ubiquitine
les protéines clientes pour les adresser au pmt@&a316). Le complex@B-crystallin/FBX4
régit I'ubiquitination spécifique de divers subssranduisant leur dégradation.

Au niveau pulmonaireyB-crystallin est surexprimée dans de nhombreusd®jmgjies comme

le cancer (317) et les maladies pulmonaires olstasc chroniques (COPD, chronic
obstructive pulmonary disease en anglais) (318)e@éant, son role dans la fibrose reste peu
documenté.

Dans un modele de fibrose du foie, il a été montr&jtro etin vivo, qu'aB-crystallin était

surexprimé rapidement apres l'activation des HS@epdtic stellate cells) avec une
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localisation cytoplasmique puis nucléaire en cooditle choc thermique. AB-crystallin était
totalement absent des HSCs non activés suggeranbodans 'activation de ces cellules,
étape clé de la fibrose hépatique (319, 320). Rezea al ont également montré une
surexpression dB-crystallin dans un modele de fibrose vasculaitkiite par la cyclosporine

A (CsA). La CsA a une toxicité directe sur la stune et les arrangements spatiaux du
cytosquelette et sur I'expression de la vimenttrgeda desmine. Les auteurs suggérent donc
gue l'expression dB-crystallin est induite de maniére a protéger deflules des effets
toxiques de ce remodelage du cytosquelette etgwaté de la fibrose vasculaire (321). De
maniere intéressante, différentes études réveleatl'gxpression @iB-crsytallin peut étre
induite par le TGH1 (322, 323) et un article publié en 2013 par Huengl démontre un
réle de cette SHSP dans le processus d'EMT (3243. duteurs montrent guB-crystallin
forme un complexe avec la protéine 14&3-3a protégeant de la dégradation par la
protéasome. Ceci se traduit par une augmentatior ghol » de protéine 14-3:3lans la
cellule conduisant a I'activation de la voie densilisation ERK1/2 (Figure 35). Ainsi,B-
crystallin permet I'activation de la cascade degphmrylation ERK induisant I'activation du
facteur de transcription Slug, inducteur de 'EMBR4). Ce processus, mis en évidence dans
cet article dans un modele de carcinome hépatiquergt avoir une importance particuliere

dans le fibrogenése puisque 'EMT est égalememraoessus clé de la fibrose pulmonaire.
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Figure 35: aB-crystallin favorise 'TEMT par la voie ERK

Gauche: En l'absenceadB-crystallin la protéine 14-3&3est détruite par le protéasome. Droit8-crystallin
interagit avec la protéine 14-3-permettant la dimérisation de Raf et la phospladigh de ERK activant les
génes de 'EMT.
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V- Approches thérapeutiques actuelles de la FPI

Malgré la controverse autour du réle de l'inflamioat dans le processus de fibrose
pulmonaire, les traitements proposés était jusqusgbour la plupart des anti-inflammatoires
notamment les corticostéroides (tel que la prédielsou des immunosuppresseurs (tel que
I’Azathioprine). Cependant, ces traitements ont tmonne efficacité tres limitée pour lutter
contre la FPI et aucun bénéfice clair pour lesgmdgi n’a pu étre démontré par les nombreux
essais cliniques effectués sur ces composants. (B&s recemment, I'essai PANTHER (326)
a évalué l'effcacité de la combinaison de la prédne, I’Azathioprine et la Nacétylcystéine
(NAC) sur des partients atteints de FPI avec uteendé¢ legére ou modérée de leurs fonctions
pulmonaires. Lors de cet essai trois groupes étt@stés : un groupe recevant uniquement la
NAC, un groupe recevant la combinaison prédnisamthioprine, NAC et un groupe
Placebo. Cette étude comparait 77 patients recdaactmbinaison ou la NAC seule et 78
patients recevant le placebo sur une période prdeug0 semaines. Cependant, un contréle
intermediaire des données par le comité de sundcammandé l'arrét de I'étude pour le
groupe recevant la combinaison (aprés 32 semai@stje décision était fondée sur la
découverte que, comparativement au placebo, léertnant par la combinaison de trois
médicaments conduisait a une augmentation sigtifecale la mortalité (11% contre 1%),
des hospitalisations (29% contre 8%) et d'événegrindésirables graves (31% contre 9%), et
ne montrait pas d’amélioration des fonctions pulni@s des patients (326). L'étude sur le

groupe NAC vs. Placebo est encore en cours.

2- Pirfenidone

La pirfenidone est un composé dérive de la pyriding présente des propriétés anti-
fibrotiques, anti-inflammatoires et antioxydantesreprésente donc une molécule d’intérét
pour le traitement de la FPI. En effet, |la pirfarid est capable d’inhiber la prolifération des
myofibroblastes et de réduire la synthese de aalagassociém vitro ainsi que d’abroger
linduction d’'HSP47 par le TGB4 (327, 328).In vivo, elle peut étre utilisée de maniere
prophylactique ou thérapeutique et, dans les desx €lle atténue la fibrose induite par la
bléomycine (329) en association avec une rédudgotaux de TGB-chez la souris.

Ces effets anti-inflammatoires se manifestent pahibition du TNF-, une cytokines

connues pour son rdle dans l'induction des prosedsurosants (330). Cependant, le
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mécanisme d’action de la pirfenidone reste encara plair. Choiet al ont montré
récemment qu’elle pouvait interférer avec la voie TSFf1 en bloquant la translocation
nucléaire de Smad4 inhibant ainsi la réponse fmmgiante causée par le TBE(331).

Devant ces résultats prometteurs sur les modeliesaar, la pirfenidone a fait I'objet de
nombreux essais cliniques pour la FPIl. Un des pluent, réalisé au Japon, démontre une
réduction significative du déclin des capacitésmmnaires (Capacité vitale forcée, CVF) chez
les patients recevant la pirfenidone en comparaisoaux recevant le placebo (332) sur 275
patients sur une période de 52 semaines. Ceperuddrgssai clinique reste tres contesté sur
sa réalisation puisqu’'en 2010, Collard rapporte tpge auteurs ont changé les criteres
cliniques observés en cours d’étude et que deségsrsemblent manquantes (333).

En 2011, le programme CAPACITY (334) a évalué Esultats de deux autres études sur la
pirfenidone (essai numero 004 et 006). L'essai A0dtudié 435 patients répartis en trois
groupes : pirfenidone 2,403 mg/jour, pirfenidon&9%. mg/jour et placebo. L’essai 006 a
étudié 344 patients répartis en deux groupes emdbne 2.403 mg/jour et placebo. Dans
I'étude 004, la pirfenidone réduisait signifivativent le déclin de la capacité vitale forcée
(CVF) avec une réduction moyenne de 8% a 72 sesaia®s le groupe recevant la
pirfenidone (2,403 mg/jour) et une réduction deA%2a 72 semaines dans le groupe placebo.
Cependant, dans I'étude 006, le changement de Faa&C¥2 semaines n'était pas significatif
entre le groupe traité et la groupe placebo (334).

Malgré la controverse dont font I'objet certainsass cliniques, la pirfenidone représente un

composeé d’intérét dans la recherche de nouveli&spies contre la FPI.

Il est actuellement le seul médicament ayant ' Agtdion de mise sur le marché (AMM) en
France contre la FPI. Il est prescrit pour rédlareitesse d’aggravation de la maladie chez les

patients souffrant de fibrose pulmonaire légerecdénee.

4- N-acétylcystéine (NAC)

Dans les conditions normales, les poumons sonegést des agressions dues aux especes
réactives de I'oxygéne (ROS) par des antioxydagitsque le glutathion. Cependant dans le
cas de la FPI la génération excessive de ROS pguasser les défenses cellulaires. En effet,
il a été demontré que les taux de glutathion exdtantracellulaires étaient réduits en cas de

fibrose pulmonaire (335, 336). En plus de leuraactiéfaste directe sur les macromolécules
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et 'ADN des cellules épithéliales, les ROS inflaent également les processus pro-
fibrosants. Par exemple, les myofibroblastes pramede poumons atteints de FPI génerent
du peroxyde d’hydrogene (B.) qui peut servir de signal paracrine pour l'indoict de
I'apoptose des cellules épithéliales voisines (337)

La NAC est un composé dérivé de la cystéine capdiblgiver la synthése du glutathiam

vitro etin vivo.

Dans une étude préliminaire réalisée sur 18 patidiajout de NAC au traitement actuel
(corticostéroides + immunomodulateurs) a révéléeamélioration des fonctions pulmonaires
des patients traités (338). Dans l'essai IFIGENIAtilisation de la NAC a ensuite été
explorée sur 155 patients répartis en deux group&eC vs. Placebo en combinaison avec la
prednisone et I'azathioprine (339). A 12 moisjlis#tion de la NAC ralentissait le déclin de
la fonction respiratoire des patients atteint dé $&hs ameélioration de la survie. Cependant,
cette étude a eu un fort taux d'abandon et, endi&, 180% des patients étaient décédés ou ont
été perdus au suivi.

Actuellement l'interet de l'utilisation de la NAGugle est & nouveau étudié dans la deuxieme
partie de I'essai PANTHER qui est en cours (326aid\la ce jour, il existe trop peu de
données pour recommander la NAC en monothérapieectanFPI.

5- TGFP

Il est aujourd’hui tres clair que le TGFest la cytokine clé du processus de fibrose.dbst’
donc pas surprenant que les recherches cliniguesli@s se concentrent sur l'inhibition de
son activation et de ces voies de signalisatios. &icorps inhibiteurs des trois isoformes du
TGF sont actuellement en développement et seronsésiliors d’essais clinques contre la
FPI. Un essai clinigue de phase | a été réalismgleterre avec I'un de ces anticorps
neutralisant, le GC1008. Les premiers résultatpliiese | avaient montré une absence de
toxicité.

D’autres composants sont également susceptiblé® d'ébjet de futurs essais comme le SB-
525334, un inhibiteur du récepteur au TGFFBRI. L'action de ce composé sur I'atténuation
de la fibrose pulmonaire induite par la bléomyci(340) et son efficacité a bloquer la
progression de la fibrose induite par la surexpoessiu TGFB1l (105) ont déja été

démontrées dans des modeéles animaux.
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Cependant le blocage direct du TGHpourrait avoir de nombreux effets indésirabled tan
cette cytokine est impliquée dans d’innombrablesc@ssus cellulaires. Une des clés pour
résoudre ce probléme pourrait étre I'inhibition Idetivation excessive du TGE-lors du
processus fibrosant. Cependant les approches gpandre a cette question restent difficiles
puisque l'activation du TGB-est controlée a différents niveaux par les compugsde la
MEC, le peptide LAP et les intégrines comme noagdhs décrit précédemment. Dans cette
optique, linhibition de lintégrineavf6 par un anticorps neutralisant semble capable de
limiter la fibrose pulmonaire (341). Récemment,amtiicorps monoclonal humanisé, le STX-
100, a été évalué lors d'un essai clinique de phasteun essai clinique de phase Il est

actuellement prévu aux USA.

Ainsi, devant I'échec ou le faible bénéfice appgéé les thérapies actuelles de nombreuses
nouvelles molécules suscitent I'intérét des charcheet font I'objet de nouveaux essais
cliniques. Malgré des résultats souvent promettsurdes modéles animaux, la majorité de
ces nouveaux traitements sont plus controversésat qudeur efficacité sur la FPI chez

I'hnomme.

VI- Objectifs de la thése

L’ensemble des travaux réalisés au cours de dedtseta pour objectif de tenter d’avancer
dans la compréhension des mécanismes mis en jeows du processus de fibrogenese
pulmonaire et de tenter d’apporter des solutionsvalbes pour lutter contre la FPI qui est
pour le moment incurable. Nous avons considérédBl@me sous deux angles différents :

- Etude d’'une nouvelle cible thérapeutique potertjelB-crystallin. Nous avons étudié
en détail I'implication de cette SHSP au coursaléldrose pulmonaire et nous avons
élucidé son mécanisme d’action afin de mettre e@deéc¢e son potentiel réle de
biomarqueur et de cible thérapeutique pour la FPI.

- Etude de l'implication diB-crystallin au niveau de la fibrose pleurale etupb-
pulmonaire. Outre son role sur le poumon nous aetmdié les mécanismes mettant
en jeuaB-crystallin au niveau de la cellule mésothéliatesen implication dans

l'initiation de la fibrose pulmonaire.
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La petite protéine de stregB-crystallin est un
acteur essentiel régulant la localisation de Smad4

implication dans la fibrose pulmonaire

La premiere partie de cette thése n'a pas encér@udiliée. Ce travail est actuellement en

deuxiéme soumission au « Journal of pathology esap@avision.

Le but de cette étude a été de mettre en évidemeéle de la petite protéine de stress

crystallin dans la fibrogenése pulmonaire.

Apres avoir montré qaB-crystallin était surexprimée dans les poumongatéents atteints
de FPI, nous avons utilisé trois modeles differesesfibrose pulmonaire induite par la
bléeomycine, 'AdTGFB1 ou I'AdIL1-B. AB-crystallin était surexprimée en condition de
fibrose dans nos modéles animaux. Nous avons mqguo&des souris KO powB-crystallin
était protégées de la fibrose pulmonaire avec Ui fpible accumulation de collagene que

les souris controles. La voie du TGE-était déficiente chez les souris KO.

In vitro, sur des cellules épithéliales pulmonaires primai(agClIl), des fibroblastes
primaires, ainsi que des lignées cellulaires (ABU®IRC5), nous avons mis en évidence un
réle d'aB-crystallin sur la localisation de la protéine Siharesponsable de la translocation
des Smad2 et 3 nécessaire a la voie du fGBEmad-dépendante. AB-crystallin facilite la
voie du TGFB1 en entrainant la séquestration nucléaire de Srge@e a son rble sur le
complexe Smad4/TIRllui méme responsable de la monoubiquitination dead®! et de sa

localisation cellulaire.

Ce travail est présenté dans les annexes a la Igealans la forme qui été soumise au

« Journal of pathology ».
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|- Méthodes

1- Traitements des animaux

La lignée de souris KO pour le génarB-crystallin (NIH, Bethesda, Maryland, USA) a été
élevée a I'animalerie centrale de la Faculté de ediéd de Dijon. Pour contrle, les souris
SV129 (fond génétique identique) agées de 10 sawmarovenaient de Charles River, Saint
Germain sur-I'Arbresle, France, et ont été placgamss des conditions sans pathogene. La
nourriture et 'eau des rongeurs ont été fourradslibitum Les animaux ont été traités
conformément aux lignes directrices du Ministérdad@echerche et de la Technologie (Paris,
France). Toutes les expériences ont été approypagds Comité « d'Ethique de I'Université
de Bourgogne » (Bourgogne, France). Les procédure®té exécutées sous anesthésie par
inhalation d’isoflurane (TEM, Lormont, France).

Les adénovecteurs nous ont été donnés par le RrGauldie. ATGF exprime le TGFL
actif (160), AdIL1 exprime I'lL-B (78) et 'AdDL (adénovecteur controle) est dépaude

vecteur.

a- Injections

Les injections intratrachéales uniques ont étés@ad via une canule 22G introduite dans la
trachée sans chirurgie (Figure 36). Les animaugvaent a JO, soit 50 uL de bléomycine
0,07 U (blenoxane; Bristol-Myers-Squibb, MontréQC, Canada), de 'AdTGF ou de
I'AdIL1 (1.10° pfu/ml) diluée dans du NaCl 0,9%, soit du NaCke.Seul ou 'AdDL (1.18

pfu/ml) comme contrdle.

b- Sacrifices, liquides de lavages et préléverdestpoumons

Les souris ont été euthanasiées 7 ou 21 jours djpngsction par section de l'aorte
abdominale et par une Iégere incision a travedidphragme. Le liquide de lavage broncho
alvéolaire (LBA) était récolté a l'aide d'une caayblacée dans la trachée. Les poumons
étaient enlevés et les LBA étaient effectués eectant par la canule 600 pl de NaCl 0,9%.
La quantité de liquide récupérée variait entre @0000ul. Les LBA étaient centrifugés (2500

rpm, 15 min) et les surnageants étaient stock89aC- Les culots étaient repris dans 500 pl
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de PBS. Un comptage cellulaire total était effecouds 250 pl étaient placés dans une
Cytospin (300 rpm, 2 min). Les lames ainsi récugerétaient colorées au GIEMSA pour
évaluation du taux de macrophages, de lymphocytede eneutrophiles par un comptage
différentiel. Pour les études histologiques, lesipons étaient ensuite insufflés au RCL2
(fixateur) et placés dans du RCL2 pendant 24h ptasent découpés afin d’étre mis en
paraffine et ultérieurement sur lames. Pour ledestyprotéiques, aprés avoir effectué un LBA

et avoir nettoyé les poumons du sang qu’ils conméemaar injection intracardiaque de 10 ml

de NaCl, les poumons étaient immédiatement congkl@s de I'azote liquide puis placés a -
80°C.

Figure 36 : Injection intratrachéale

Aprés anesthésie a l'isofluorane, la souris est
allongée sur le dos. L'injection est réalisée
grace a une canule placée dans la trachée de
'animal.

2- Histologie

a- Tissus humains

Les échantillons de tissus pulmonaires ont éténoistgpar biopsie pulmonaire ouverte. Ce
travail a été réalisé en collaboration avec le &sdur Crestani, INSERM U700, Paris. La
FPI des patients a été diagnostiquée selon legresitaméricains de la « Thoracic
Society/European Respiratory Society consensus»s(yant les caractéristiques cliniques,
radiographiques et histopathologiques caractéustig(n = 6). Des échantillons de tissus
pulmonaires contrdles de patients non atteints e dat été obtenus a partir de sujets
fumeurs ayant subi une chirurgie thoracique poucamcer localisé du poumon (n = 4). Le
comité d'éthique local (Comité de protection dess@anes, lle de France 1) a approuvé
I'étude, et les patients ont donné leur consenteéatairé avant la chirurgie du poumon.

Des sections de tissu pulmonaire humain fixéesagaf@prmaldehyde et incluses en paraffine
ont été prétraitées dans un tampon citrate pH @40 minutes pour la récupération des
antigenes. Les sections ont ensuite été incubées an anticorps monoclonal aof-

crystallin (1B6.1-3G4, Enzo Life Sciences) et ledludes positives ont été révélées en
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utilisant le kit de phosphatase alcaline ABC-Vetetims(Vector Laboratories). Un anticorps

IgG1 de souris a été utilisé pour tester la sp@téfide la coloration.

b- Immunohistochimie (IHC)

Pour les marquages immunohistochimiques nous awutise des coupes de poumons de
souris que nous avons traitées a la bléomycine®ttdupes de poumons de rats traitées au
AdTGF1 dont nous disposions dans le laboratoire. Cepewnt été déparaffinées par
différents bains : trois bains de 5 minutes dansxgéne, deux fois 5 minutes dans de
I'éthanol 100°, 3 minutes dans de I'éthanol 95°spBiminutes dans de I'éthanol 70°. Les
lames étaient ensuite rincées deux fois 3 minutesma courante puis deux fois 3 minutes au
PBS. Les peroxydases endogenes étaient ensuite@shpar un bain de 20 minutes dans du
PBS-HO> (75 ml PBS + 1125 pul #D2 30%). Aprés deux lavages de 3 minutes au PBS, les
coupes de poumons étaient cerclées au Dakoperdames étaient ensuite saturées pendant
15 minutes a la BSA 5%. 300 pl d’anticorps primaiikié dans de la BSA 5% étaient
déposés et les lames étaient placées dans une rehambide une nuit a 4°C. L'anticorps
utilisé était antieB-crystallin, SPA-223, stressgen, Rabbit polyclongilué au 1/25¢"
Apres deux lavages de 3 minutes au PBS, les lataestmises dans I'anticorps secondaire
(300 pl dilué au 1/250° dans de la BSA 5%) pendant 45 minutes & températmbiante
(Jackson immunoreasearch laboratories, Suffolk,.Ul€} lames étaient lavées deux fois 3
minutes au PBS et une fois 3 minutes dans du PBS48. Puis elles étaient révélées par
une solution de révélation (250 pl AEC, 1 ad 30%, 4750 ul tampon acétate 0.1 M pH
4.9). Une contre coloration a I'hématoxyline (4 )sétait réalisée aprés un lavage a I'eau
courante. Les lames étaient stockées a -4°C almm@neation au microscope (Eclipse E600
microscope, Nikon, Champigny-sur-Marne, France} jheotographies étaient prises (caméra
couleur 3 CCD, Sony, Nikon, Champigny-sur-Marneariee) et analysées par un logiciel

(Archimed Instruments, Evry, France).

Pour les marquages immunohistochimiques fluoresagm étape de 20 minutes dans du noir
soudan était realisée a la place de linhibitiors geeroxydases endogenes afin d'éviter
l'autofluorescence des coupes de poumons. Ces |lam@sinohistofluorescentes étaient
observées a l'aide d'un microscope a fluorescengeipé d'un apotome (Carl Zeiss

Microlmaging, Inc. Thornwood, New York).
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3- Quantification du collagene

Au cours de notre étude, nous avons quantifié lagene, élément clé de la fibrose, selon
deux méthodes différentes. La premiére était réalsur des coupes de poumons colorées par
du Rouge Sirius, marquant spécifiquement le coflag@istomorphométrie). La deuxieme
était effectuée directement sur les broyats de posna I'aide d’un kit de quantification par

dosage colorimétrique : le kit Sircol.

a- Histomorphométrie (Rouge Sirius)

La quantité de collagéne était analysée sur desdamarquées au rouge Sirius (marquage
réalisé par la plateforme d’histologie de la Fa&Ewe Médecine de Dijon, Cellimap). Les
lames étaient observées sous lumiéere polariséi@& ehdmps aléatoires étaient photographiés
sur chaque lame. Le pourcentage d’émission du ragsjlogiciel Histolab/Microvision
Instruments) sur chaque photo correspondait aucpatage de collagéne. La quantité du
collagéne dans le parenchyme pulmonaire était rdesygrace a des cercles posés
aléatoirement sur les photographies des lamesgi2les par champs, Figure 37). Ces cercles,
placés a l'intérieur du parenchyme pulmonaire, emaun diametre constant (640 nm). La

guantité de collagéne contenue dans les cercleegmimée en pourcentage d’émission. Les

bronches, les vaisseaux sanguins et la plevrenéexelus de cette quantification.

=

Figure 37 : Représentation des mesures histomorgtnigmes
Sous lumiére polarisée, le rouge Sirius marquantodagéne apparait. Chaque cercle placé aléateirtem

mesure l'intensité lumineuse correspondant a |atipgade collageéne présente a cet endroit précis.
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b- Sircol

Le dosage du collagene des poumons a été réaliségd@ du kit Sircol (Biocolor LTD.,
Northern Ireland, UK). Cette méthode permet de désecollagene soluble provenant de
tissus, cartilages ou fluides animaux. Les pounmiess souris étaient broyés dans 1 ml de
tampon de lyse (Tris-HCI 10 mM, NaCl 2M, EDTA 1mMwé&en 0.01%, cocktail
d’inhibiteurs de protéases, pH 7.4) puis laissésraue a 4°C pendant la nuit. Pour chaque
poumon, 50 pl d’extrait protéique étaient diluésgl®0 pl de tampon de lyse. 500 ul de
« Reagent Dye » étaient ajoutés a chaque échangilla la gamme de collagene fournie avec
le kit. Les tubes étaient agités sur roue a 4°Qlaen30 min. Aprés centrifugation a 12000
rom pendant 10 min, les surnageants étaient élsn@téles culots rincés avec 750 pl de
« Cold Acid Salt Wash Reagent ». Apres un secamghge, un culot de collagene était formé
au fond de chaque tube. Ce culot était repris @805.1 d’Alkali Reagent. On laissait reposer
sur glace en vortexant régulierement les tubesujasdjssolution compléte du culot. 200 pl
de chaque échantillon et de la gamme étaient démséune plaque 96 puits et I'absorbance

était lue a 555 nm pour déterminer la concentrad®chaque échantillon en collagene.

4- Quantification du TGPB1

La quantité de TGP, cytokine clé de la fibrogenese, a été évaluées des LBA des
animaux traités a la bléomycine, 'AdTGF ou I'AdIldl 'aide de kit ELISA commerciaux
(R&D Systems, Lille, France). Ces dosages ont &éises suivant les recommandations du
fabriquant. La sensibilité de ce dosage est demlipg

5- Culture cellulaire

Des cellules épithéliales pulmonaires (A549, AT@Clles fibroblastes pulmonaires (MRC5,

ATCC) ont été cultivés en monocouche dans 5% de £82°C dans du milieu Ham’s F10 et

DMEM respectivement (Lonza, Paris, France), suppligavec 10% de sérum de veau feetal
(FBS, Lonza). Les cellules ont été ensemencéedmadédconfluence un jour avant le début

des traitements, puis stimulées avec du PE&Hecombinant humain (rTGFt, R & D

Systems, Minneapolis, MN) dans un milieu compl&fang /ml.
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Culture des cellules primaires épithéliales de typd (AECII) de souris :

Les cellules alvéolaires de type Il de souris d@tigolées comme décrit précédemment (342).
Brievement, les souris (n=7 pour chaque groupe YWRQ® ont été euthanasiées par surdose
d'anesthésique et sacrifiées par sectionnementioiel abdominale. Les poumons out été
perfusés pour enlever le sang, gonflés a la dis{@3eBiosciences, France) pendant 45 min,
et broyés manuellement. La suspension obtenuefatkté sur des filtres de 100 -, 40 -, et 20
um et incubée pendant 2 h sur des boites cultle5080 mm recouvertes d’anticorps anti-
CD45 et anti-CD16/32 (BD Biosciences) pour élimilesrleucocytes. Les cellules alvéolaires
de type 2 ont été récupérées a partir du surnagearcentrifugation et cultiveées sur Matrigel
(BD Biosciences) dans du milieu BEGM (Lonza, Frgncemplété avec 50 unités de
pénicilline par millilitre, 50 pg de streptomycipar millilitre, et 5% de sérum de veau fcetal.
Trois jours apres l'isolement cellulaire, les dellualvéolaires de type 2 ont été cultivées en

absence ou en présence de 10 ng/ml de rff G&&D Systems, France) pour 6h.

Culture des fibroblastes primaires de souris :

Les fibroblastes de souris ont été isolés commatgaécedemment (343, 344). Brievement,
les souris (n=7 pour chaque groupe WT et KO) ord étthanasiées par surdose
d'anesthésique et sacrifiées par sectionnementioidel abdominale. Les poumons ont été
perfusés pour enlever le sang. Les poumons onta@tpés en petits morceaux placés dans
une boite de Pétri sans milieu pendant 45 minu®&&’& pour les laisser adhérer. Du milieu
DMEM + 10% de sérum, 1% de L-gluatmine et 1% de@kine/streptomycine a été ajouté
et apres 5 a 7 jours des cellules mésenchymatensesmmencé a se développer sur la boite
de Pétri. Des cellules a passage deux ont étéadslipour les expériences.

6- ARN interference et transfection

Les SiRNAaB-crystallin ont été achetés chez Applied Biosys{@ourtaboeuf, France). Les
séquences sens et antisens étaient respectivesn@@UCUUGUGACUAGUGCUG-tt-3' et
5'CAGCACUAGUCAVAAGACU-tt-3 '. Les SIRNA (50 nM) onété transfectés avec de
'INTERFERIn (Polyplus, lllkirch, France) selon lagcommandations du fabricant. Six
heures aprés transfection, le milieu a été chaogé ¢viter la toxicité et les cellules ont été
traitées avec rTGB1.

Pour surexprimenB-crystallin, un plasmide pcDNA6 codantB-crystallin humaine a été

utilisé. Les transfections ont été réalisees dan$@ptiMEM (Invitrogen, Cergy Pontoise,
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France) et les réactifs de transfection Nanojuisevagen, Merck KGaA, Darmstadt,

Allemagne) ont été utilisés selon les recommandatéu fabricant.

7- Fractionnement cellulaire

Afin d’étudier la localisation cytoplasmique et fKeaire de certaines protéine cibles en
fonction de nos traitements (SIRNA, surexpressioiGF{f1), nous avons reéalisé des
extractions fractionnées des protéines cellulaiR®ur cela, nous avons utilisé le kit de
fractionnement cellulaire « NE-PER Nuclear and @lgemic Extraction kit » (Pierce -

thermo scientific, Rockford, IL) suivant les ingttions du fabriquant.

Lors de ces expériences, nous avons égalemergéuldlileptomycine B (LMB, Invivogen,

San Diego, USA) pour inhiber 'export nucléaire (&§ml pour 1 heure).

8- Western blotting

30 a 50 pg d’extraits protéigues (selon la proté&irenalyser) étaient déposés sur un gel de
polyacrylamide de concentration allant, pour nogsdés, de 8 a 12% (selon la masse
moléculaire de la protéine d’intérét) apres ajaaitampon de charge (Tris-HCI 62.5 mM pH
6.8, B-mercapto-éthanol 5%, SDS 2.3%, Glycérol 10%, kdeubromophénol 0.01%) et
dénaturation a 95°C pendant 5 minutes. Les pratéitaient alors séparées selon leur poids
moléculaire sous I'action d’'un champ électriqueld® Volts dans un tampon de migration
(glycine 200 mM, SDS 0.01%, Tris 25 mM).
Les protéines étaient ensuite transférées pendaetire et 30 minutes sur une membrane de
type PVDF (GE Healthcare Europe GmbH, Orsay, Fraredivée préalablement dans un
bain d’éthanol, a 47 Volts dans un tampon de texhgTris 50 mM, acide borique 50mM).
Les membranes étaient alors saturées pendant A&emia température ambiante dans du
TPBS (PBS, Tween-20 0.1%) contenant 8% de laitardge écrémé puis incubées toute la
nuit a 4°C sous agitation douce avec un anticoripsgire spécifique.

Apres 3 lavages de 10 minutes au TPBS, les membréraient incubées 1 heure a
température ambiante avec un anticorps secondaudéa la peroxydase (anti-lgG de souris
ou anti-lgG de lapin, Jackson Immunoresearch Laboes) dilué au 1/5000° dans du

TPBS contenant 5% de lait écrémé.
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Apres 3 nouveaux lavages de 10 min au TPBS, leshmamas étaient incubées 1 minute avec
un réactif chemiluminescent (solution ECL, SantazOBiotechnology, Tebu-Bio, Le Perray
en Yvelyne, France) puis mises en contact avecilomdutoradiographique spécifique du
signal ECL (HyperfiimM™ ECL, Amersham Biosciences) dans une cassette ge ty
Hypercassetf® (Amersham Biosciences). Aprés 30 secondes a 16tesi’exposition, les
films étaient révélés par des solutions de réwaigbuis de fixation (Kodak, Paris, France).
Anticorps utilisés : aB-crystallin (mouse clone 1B6.1-3G4 et rabbit p@yal, enzo life
science), c-myc (rabbit polyclonal, thermo sciealjfimportin 8 (rabbit polyclonal, abcam),
Smad4 (rabbit clone H-552, santa cruz biotechnglogiFly (Mouse clone 16G9, abcam),
Ubiquitin (mouse clone P4D1, santa cruz biotechgyloPAI-1/SERPINE1 (mouse clone
3A120, thermo scientific), E-cadherin (rabbit cloB€E10, cell signaling), HSP47 (mouse
clone M16.10A1, enzo life science), smad2 (rabblhe 86F7, cell signaling), Phospho-
Smad2 (Ser 465/467, rabbit polyclonal, cell signgli Smad3 (rabbit polyclonal, thermo
scientific), Phospho-Smad3 (Ser 423/425, rabbn&lG25A9, cell signaling), Smad7 (rabbit
polyclonal, thermo scientific)p-SMA (mouse clone CGA7, santa cruz biotechnology).
HSC70 (mouse clone B-6, santa cruz biotechnologyWait de contréle de dép6t. HSP60
(goat polyclonal, enzo life science) servait detdila de dépdt cytoplasmique et PARP-1
(mouse clone F-2, santa cruz biotecnology) semdaitontréle de dépbt nucléaire pour le

fractionnement cellulaire.

9- Co-immunoprécipitation

Les co-immunoprécipitations étaient réalisées grace kit Exactacru? (Santa-Cruz
Biotechnology, Tebu-Bio, Le Perray en Yvelyne, fe&n 50 ul d’'IP-matrix (billes enrobées
de protéines A/G) étaient introduits dans des twpgsendorfs 1.5 ml puis 6 pl d’anticorps
spécifigues de la protéine a précipiter ou d’amfisocontrbles étaient ajoutés (volumes
donnés par le fournisseur). Le volume était congpdéb00 pl par du PBS. Le mélange était
placé sur roue a 4°C pendant 2h pour que les apsice fixent aux billes.

Anticorps utilisés : aB-crystallin (mouse clone 1B6.1-3G4, enzo life acie), TIFY (Mouse
clone 16G9, abcam), Ubiquitin (mouse clone P4Ditssaruz biotechnology), Smad4 (rabbit
clone H-552, santa cruz biotechnology), Smad3 (tadabyclonal, thermo scientific).

Les tubes étaient ensuite centrifugés a 13 200 ppndant 30 secondes pour culotter les

anticorps accrochés aux billes. Les billes étaiantées par 500 ul de PBS et centrifugées a
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nouveau a 13 200 rpm 30 secondes. Apres deux laneffgctués, 1 mg de protéine (lysat
cellulaire total ou extraits fractionnés cyto/noyatait ajouté sur les billes. Le volume était
complété a 500 ul par du tampon de lyse NP40 (H&pesM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM,
NP40 0.01%, cocktail d’inhibiteurs de protéases). rhélange était placé sur roue a 4°C
pendant la nuit pour que les anticorps préalablerfieés aux billes puissent capturer les
protéines et les complexes protéiques d’intérétsisTavages au PBS étaient ensuite réalisés
comme décrit précédemment. Aprés les lavages, S gdmpon de charge (Tris-HCI 62.5
mM pH 6.8,B-mercapto-éthanol 5%, SDS 2.3%, Glycérol 10%, lieiwromophénol 0.01%)
étaient ajoutés a chaque tube puis les échantiitaent dénaturés a 95°C pendant 5 minutes.
Aprés centrifugation a 13 200 rpm 5 minutes (paulotter les billes et ne garder que les
protéines immunoprécipitées ainsi que les protéinesragissant avec ces dernieres) les
échantillons étaient déposés sur un gel d’acrylanoid les protéines étaient alors séparées

selon leurs poids moléculaires sous I'action d’barap électrique (Western Blotting).

10- RTg-PCR

Les ARN totaux des cellules ont été extraits a@d'aile TRIzol (1 ml, Invitrogen) puis du
chloroforme (200ul). Les ARN ont été précipitésade I'isopropanol (1 ml) et resuspendus
dans de I'HO RNAase-free. La reverse-transcription a été effse sur les ARN totaux en
utilisant le kit M-MLV (Promega, Charbonnieres, ica). Brievement, les ARN sont mixés
avec des random primers et chauffés 5 minutes & f@ur I'hybridation. La reverse-
transcriptase et un cocktail de dNTP sont ajoutéshauffés 60 minutes a 37°C puis 10
minutes a 65°C. La RTQ-PCR a été realisée sur BbdlAainsi obtenus en utilisant le
« SYBR green master mix » (Promega). Les séquetiiaesorce humaines sens et antisens
ont été les suivantes oB-crystallin, 5=-CACCCAGCTGGTTTGACACT-3= et 5=-
TTCCTCTGGGGAGAAGTGCT-3=;0-SMA, 5=-TGGTCGGTATGGGTCAGAAAG-3= et
5= TCAGGGTCAGGATACCTCTCTTG-3=; E-cadherin, 5=-
ACAGCCCCGCCTTATGATT-3= et 5=-CTTCGGAACCGCTTCCTTCA=; PAI-1, 5=-
CGTGGTTTTCTCACCCTATGG-3= et 5=-CTGGGTTTCTCCTCCTGTTG-3=; et TGF-
Bl, 5=CTGCTGTGGCTACTGGTGC3= et 5=-CTTCACCAGCTCCATGGAT-3=. Les
séquences d'amorce murines sens et antisens onestéuivantes.oB-crystallin, 5=-
AGGGAAGTGGCTGTTGAGAAG-3= et 5=-GCCTCTTCGACCAGTTCTT&3=; TGF-
Bl, 5=-CGTGGCTTCTAGTGCTGACGC-3= et 5=-CCATGTCGATGGTGSGCAGGT-3=;
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PAI-1, 5=-GGCCGTGGAACAAGAATGAGAT-3= et 5=-
GCTTGAAGAAGTGGGGCATGAAG-3=; Snai2, 5=-AAACATTTCAACGCTCCA-3= et
5=-CGAGGTGAGGATCTCTGGTT-3=.

11- Immunofluorescence

Les cellules étaient implantées sur des lamellegeere dans des plaques 24 puits et traitées
au rTGFg1. Apres traitement, les cellules étaient lavépgdeament dans du PBS puis fixées
par du paraformaldéhyde (PFA) a 4% pendant 10 m$nattempérature ambiante. Aprés un
lavage au PBS, elles étaient perméabilisées pasalogon de PBS et de triton 0.1% pendant
3 minutes a température ambiante. Apres trois kevag PBS, les échantillons étaient saturés
20 minutes par une solution de PBS-BSA 5% a tenyé&rambiante. Les cellules étaient
ensuite incubées avec les anticorps primaires gifia@ds une solution de PBS-BSA 1% toute
la nuit & 4°C dans une chambre humide.

Anticorps utilisés: Smad4 (rabbit clone EP618Y, Abcamig-crystallin (mouse clone 1B6.1-
3G4, enzo life science).

Les lames étaient alors lavées 3 fois au PBS ebées 45 minutes a température ambiante
avec les anticorps secondaires (Alexa Fluor 488langueur d’onde d’excitation : 488 nm,
longueur d’'onde maximale : 519 nm, Molecular Prdb¥jtrogen, Cergy Pontoise, France et
Alexa Fluor 594 nm, longueur d’onde d’excitatiof®0 nm, longueur d’'onde maximale : 617
nm, Molecular Probe, InVitrogen, Cergy Pontoisearfee) dilué au 1/1060° dans une
solution de PBS contenant 1% de BSA. Apres 3 lavagePBS, les lamelles étaient déposées
sur des lames Froststur du milieu de montage contenant du DAPI (Prol®@pld antifade
reagent, Invitrogen, Cergy Pontoise, France). La®ek étaient ensuite observées par

microscopie a fluorescence (Carl Zeiss Microlmaging. Thornwood, New York).

12- Analyses statistiques
Les comparaisons entre les différents groupes thtréalisées en utilisant le test non
paramétrique de Mann-Whitney grace au logiciehstat. Les valeurs de p inférieures a 0,05

ont été considérées comme statistiquement sigtifesa Tous les résultats sont représentatifs

d'au moins 3 expériences différentes.
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lI- Résultats

1- aB-crystallin est surexprimée au cours du procesdesfibrose

pulmonaire

Afin de montrer l'implication potentielle dB-crystallin dans la fibrogenése pulmonaire,
nous avons cherché si elle était surexprimée edittom de fibrose chez 'lhomme et dans des
modéles animaux. L'examen histologique des pourdengatients atteints de FPI a montré
gu’aB-crystallin était relativement abondante danszimses de fibrose (Figure 38). En effet,
les cellules épithéliales hyperplastiques situégsuat des foyers fibroblastiques exprimaient
fortement aB-crystallin (Figure 38). Les myofibroblastes auinseméme des foyers
fibroblastiques étaient également positivement m@scpour cette sHSP. En revanchiB;
crystallin était a peine détectable dans le pangmehpulmonaire chez les patients non atteints
de FPI. Par la suite, afin de confirmer cette olen, difféerents modéles de fibrose

pulmonaire chez le rongeur ont été utilisés.
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Figure 38 :aB-crystallin est exprimée dans le tissu pulmonéibmtique chez les patients atteints de
FPI

Immunohistochimie diB-crystallin. | et II- Coupes de poumons de patierin atteins de FPI (n = 4), lll, IV, V,
et VI- coupes de poumons fibreux chez des patigitdsnts de IPF (n = 6). Les cellules épithéliabgolaires
(fleches 1 et 2) et les myofibroblastes (fleches@)t positives pour le marquagB-crystallin. Grossissement
200x (I, 1l et 1) et 400x (IV, V et VI). I, Il etlV, V, VI: photos de patients contrbles et atteide FPI

différents.
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Comme précédemment décrit, 'administration irdkdieale de bléomycine chez la souris est
un modéele animal classique de fibrose qui reprddsitésions pulmonaires aigués observées
chez les patients. En paralléle de la formatiofadiérose, la bléomycine induisait également
une augmentation significative de I'expressiarBacrystallin (Figure 39A).

Les rats ayant recu un adénovirus codant pour I&-JI5(AdTGF) par injection intra-
trachéale développent une fibrose au niveau dunphyee pulmonaire. Un marquage
immunohistochimique de coupes de poumons montraitlBjcrystallin était fortement
exprimée chez les animaux ayant été soumis a I'AdT{Gigure 39B). En revanche,
pratiguement aucune expressiomBFcrystallin n’était observée chez les animaux tés0
ayant recu un adénovirus vide (AdDL) et ne dévedmppas de fibrose.
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Figure 39 wB-crystallin est surexprimée dans des modeles anirda fibrose pulmonaire

A) Immunohistochimie diB-crystallin sur des coupes de poumons de sowevent soit du NaCl (1) soit de la
bléomycine (II) par injection intratrachéale. Unmeage représentative (400x, n = 6) obtenue a J28sdpr
traitement est présentée. 1) Contrdle négatifsatnt un anticorps non relevant (400x).

B) Immunohistochimie dB-crystallin sur des tissus pulmonaires de ratsiagecu soit un adénovirus contrble
(AdDL, | et IV) soit un adénovirus codant le TGE-(AdTGF, Il et V) par administration intratrachéalUne
image représentative obtenue a J21 aprés l'adnaitidst de 'adénovirus est présentée (panneauisup&O0x

et panneau inférieur 200x, n = 6). Il et VI) Caitér négatif utilisant un anticorps non relevantQ2et 400x).

2- Les souris déficientes pouB-crsytallin ont une structure pulmonaire

normale au cours du vieillissement

Dans une étude datant de 2001, Bratlpl ont décrit le phénotype des sourB-crystallin

KO. Comme nous l'avons déja évoqué, ces souriseptéent des troubles mineurs du
cristallin ainsi que des problemes au niveau deschas squelettiques au cours du
vieillissement (299). Cependant, mémeBicrystallin est fortement exprimée dans le coeur
(287), ces souris avaient une structure cardiagumale tout au long de leur vie. Dans notre
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étude, nous avons étudié I'architecture du pourhea kes souris KO pouB-crystallin @B-
KO). Nous avons d'abord confirmé que les souBsKO n’exprimaient pas la protéine ni
dans les tissus cardiaques ni au niveau des pouymongairement aux animaux de type
sauvage (WT, Figure 40A). L'examen histologique pesmons des sourigB-KO n'a pas
révélé de changements morphologiques au courseillisgement par rapport aux souris WT
(Figure 40B). En effet, aucun signe de fibrose 'ehgphyseme (élargissement des alvéoles
pulmonaires) n'a été observé chez les souris WKICeigées de 8, 16 et 48 semaines.

Coeur Poumon
A aB-cryst -/- aB-cryst +/+ aB-cryst -/- aB-cryst +/+
aB-crystallin B T e aB-crystallin -
HSC70 ——t— HSC 70! P “

16 semaines 48 semaines

e
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Figure 40 : Le manque @B-crystallin n’affecte pas la structure pulmonatecours du veillissement

A) L'expression daB-crystallin était analysée par Western blot siy eleraits protéiques cardiaques (gauche) et
sur des extraits totaux de poumons (droite) praveda souris SV129 WT et KO non traitées. HSC70atde
contréle de dép6t.

B) Coupes de poumons de souris SV129 KO pdicrystallin (panneau inférieur) ou WT (panneauésigur)
non traitées, adgées de 8, 16 et 48 semaines. @oloea trichrome de Masson (x25), des images septétives

sont présentées (n = 8/groupe).

Des mesures histomorphométriques et un dosage Ihgéwe grace au Sircol ne montrent
aucune différence dans I'accumulation de collagémiee les souris WT et KO au cours du
vieillissement. Suivant les deux méthodes, le tiial de collagéne augmentait avec I'age

dans les deux groupes de souris, comme nous paulgoprévoir (Figure 41). Suite a ces
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expériences, nous avons conclu que le mangi®-crystallin n’affectait pas spontanément la

structure pulmonaire chez les souris au cours €illissement.
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Figure 41 : Le manque @B-crystallin n'affecte pas le taux de collagene sld@s poumons en

conditions normales
Quantification du collagene en utilisant un dos&geol (a gauche) ou des mesures histomorphomésiga
droite) sur des poumons de souris WT et KO noméieaj agées de 8, 16 et 48 semaines. Moyenne + SEM,

6/groupe pour le Sircol, n = 5/groupe pour I'histophométrie.

3- L'absence dB-crystallin limite la fibrose pulmonaire induiteapla

bléomycinen vivo

La phase précoce du modéele de fibrose pulmonaiigtanpar la bléomycine est caractérisée
par une importante inflammation. En effet, septgoaprés I'administration intratrachéale de
bléomycine, le nombre total de cellules dans le LBAmentait significativement, comparé
aux LBA des souris contrdles recevant du NaCl, avepourcentage accru de lymphocytes et
de neutrophiles. Cependant, I'augmentation du nemtde cellules inflammatoires était
similaire entre les souris WT et KO (Figure 42A-B)es résultats suggerent que l'absence
d’aB-crystallin n'avait aucun impact sur l'inflammatianduite par la bléomycine dans ce

modeéle.
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Figure 42 : L’absence dB-crystallin n’affecte pas I'inflammation induitepla bléomycine

A) Les LBA ont été prélevés chez des souris KO &t Wéitées a la bléomycine ou au NaCl et les oedluint
été comptées sur des lames Kova. Moyenne + SEM<9,01, n = 7/groupe.

B) Les cytospines des LBA ont été marqués par wberation GIEMSA et une formule leucocytaire a été

réalisée a J7 (a gauche) et J21 (a droite). Moy&r8EM, ** p< 0,01, n = 6/groupe.

Comme nous l'avons évoqué dans lintroductiaB-crystallin a des capacités anti-
apoptotiques connues (305-307) et les processys@jmues peuvent avoir une importance
majeure dans l'initiation de la fibrose. Afin d’duar I'impact de I'absence dB-crsytallin
chez les KO sur I'apoptose induite par la bléomggciles marquages TUNEL (marquage de
la mort cellulaire) sur les coupes de poumon deisOT et KO ont été effectués. Dans notre
modele, la quantité de cellules apoptotiques rgreu dans les poumons a éte
significativement augmentée apreés injection derbi@ne mais sans aucune différence entre
les souris KO et WT (Figure 43).
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Figure 43 : L'absence dB-crystallin n’affecte pas I'apoptose induite pabléomycine
La quantité de cellules apoptotiques a été calahéez les poumons de souris apres traitement denlycine.
Marquage TUNEL (x100). Des photos représentatioes grésentées (n = 5). Le panneau de gauche egpeés

le nombre de cellules positives au marquage TUNEbyenne + SEM, * < 0,05, n = 5 par groupe.

Bien que I'absence dB-crystallin n’affecte pas l'inflammation ni I'aptgse induite par la
bléomycine, les sections de poumons des animaiigstiant montré que les souris déficientes
pouraB-crystallin étaient protégées de la fibrose inglpiar la bléomycine. En effet, 21 jours
apres l'injection de bléomycine, les souris WT déppaient comme attendu, une fibrose
pulmonaire sévére caractérisée par une forte adationude collagéne détruisant la structure
alvéolaire des poumons. Au contraire, les souris d&@eloppaient une fibrose plus limitée
avec une accumulation moindre de collagéne et wodeitecture des alvéoles en partie
conservée (Figure 44). Les souris WT et KO recevdntNaCl avaient une structure

pulmonaire normale tout au long de I'expérience.
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Figure 44 : Les souris déficientes pauB-crystallin sont protégées de la fibrose induite [a
bléomycine
Coupes de poumons de souris WT et KO a J21 apramiattation intratrachéale de bléomycine. Colanati

trichrome de Masson (x100, n=8).

Le dosage Sircol montrait que le traitement pabliBomycine augmentait la quantité de
collagéne d'un facteur 3 chez les souris WT, atprelle n'augmentait que de 1,3 fois chez
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les souris KO (Figure 45A) par rapport a leurs témaespectifs (NaCl). Ce résultat a été
confirmé par les mesures histomorphométriques @uiahtraient que la quantité de collagéne
augmentait de 5 fois chez les souris WT alors lgul@hugmentait que de 2 fois chez les
souris KO par rapport a leurs témoins respectifgufie 45A).

De maniére intéressante, a J7 apres l'injectiooniyéine, le taux de protéine HSP47 était
élevé chez les souris WT et KO probablement enétairon avec I'augmentation de la
production de collagéne. Cependant, a J21 le nigd#48P47 chez les souris WT restait élevé
alors que chez les souris déficientesoBAcrystallin HSP47 n’était plus surexprimé (Figure
45B). Ce résultat est en corrélation avec la qtéptus faible de collagéne observée chez les
souris KO a J21 (Figure 45A).
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Figure 45: L'accumulation de collagéne induite fammbléomycine est plus faible chez les souris
déficientes pouaB-crystallin

A) Quantification du collagéne par le Sircol (aitkpet des mesures histomorphométriques (a gawstheales
poumons de souris WT et KO a J21. Moyenne + SEM<6*01, n=6/groupe. Photographies en lumiére
polarisées de coupes de poumons marquées au rotige @anel bas). Des images représentatives sont
présentées (n=6).

B) Expression d’'HSP47 analysée par Western blairéir gl'extraits de poumons totaux de souris WK@ta J7

et J21. HSC70 servait de contrdle de charge.

120



En outre, un test ELISA montrait que le niveau @&FB1 dans les LBA de souris WT était
significativement augmenté 21 jours apres ling@ttide bléomycine. Cependant, cette
surexpression de TGFL était significativement plus faible (2 fois) chézs souris KO
(Figure 46). Nous pensons que ce déficit d’expoesdgiu TGFB1 induit par la bléomycine

était lié a la limitation de la fibrose observéd'ahsence deB-crystallin.
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Figure 46 : Le taux de TGPt est plus faible dans les LBA des souris défigsmournB-crystallin
Le taux de TGH1 total était mesuré par un test ELISA sur les L&A souris WT et KO a J21. Moyenne *
SEM, *p<0.05, n=6/groupe.

4- oB-crystallin est également impliquée dans la fiergaulmonaire

induite par une cytokine pro-inflammatoire, 1B-1

Nous avons ensuite cherché a confirmer |'effet-famibtique résultant de I'absenceoB-
crystallin chez les souris KO en utilisant un autredélein vivo de fibrose pulmonaire. Les
souris WT et les sourigB-KO recevaient un adénovirus codant la protéindfl(AdIL1) par
voie intratrachéale. Ce modele bien connu induig €ibrose pulmonaire impliqguant une
inflammation initiale et une augmentation ultéreede I'expression du TG (78).

La quantification du collagene grace a un dosagmet des mesures histomorphomeétriques
montraitque la surexpression transitoire d’'lk{ihduisait une fibrose nettement moins sévere

dans les poumons de souris KO par rapport auxs@Vifia J18 (Figure 47).
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Figure 47 : Les souris déficientes po-crystallin sont protégées de la fibrose induie [pAdIL1
Coupes de poumons de souris WT et KO a J18 apn@sniatration intratrachéale d’AdIL1. Coloration
trichrome de Masson (x100, panel haut, n=10). Qfieation du collagéne par le Sircol et des mesures
histomorphométriques sur des poumons de souris ¥\KOea J18 (panel bas). Moyenne + SEM<@05 et

**p <0.01, n=8/groupe.

En outre, la surexpression transitoire d’lf-1in vivo, induisait une augmentation de
I'expression du TGPB4 au niveau de 'ARN (figure 48A) et au niveau gique (Figure 48B-
C) dans les poumons de souris WT. Cette expresBiomMGFf1 induite par I'lL-13 était
significativement plus faible chez les souris Kay(ffe 48A-C).

Ces résultats suggerent que les souris KO pdéuerystallin présentent une voie de
signalisation du TGIBL1 déficiente qui pourrait les protéger de la filraaduite par un

phénomene inflammatoire précoce (induit par Adlioll la bleéomycine).
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Figure 48 : Les souris déficientes pol-crystallin sont protégées de la fibrose indude [pAdIL1
A) Les taux d’ARN du TGPB1 et duB-crystallin ont été analysés par rt-PCR dans desrons de souris WT et
KO recevant de I'AdIL1 ou de 'AdDL comme contrdl#s). Moyenne + SEM, *£0.05, n=8/groupe.
B) Le taux de TGH1 total était mesuré par un test ELISA sur les LdBAsouris WT et KO a J18. Moyenne *
SEM, **p<0.01, n=8/groupe.
C) Le taux de TGHB1 était analysé par Western blot sur les poumorsodeas WT et KO ayant reqe 'AdIL1

ou de 'AdDL a J18. L@-actine servait de contr6le de charge.

5- aB-crystallin régule I'expression du TGH- et de ses genes cibles

Vivo etin vitro.

Afin de comprendre pourquoi I'expression du T@&Fainsi que la fibrose en résultant étaient
limitées chez les sourigB-KO, nous avons étudié le rotd-crystallin sur la voie TGBL.

Pour mettre en évidence spécifiguement un rolenpieted’aB-crystallin sur la voie du TGF-
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B1 in vivo, notre modéle murin basé sur l'injection intratesade d'adénovirus codant pour le
géne TGH31 chez les souris KO et WT (AdTGF) a été utilisé.

Un test ELISA et une analyse par rt-PCR des ARMuwotde poumons ont montré que les
souris WT et KO sont capables d’exprimer 'AdTGF rdaniére similaire. En effet, le taux
d’expression du TGB41 humain exogene (venant des adénovirus) étaitigilen chez les
souris WT et KO au niveau protéique et ARN (Figd8A-B). Cependant, I'absenceats-
crystallin chez les souris KO perturbait I'expreasile 'ARN du TGH1 endogéenes ainsi que
celle de PAI-1, une protéine régulée par la voieFPE (345, 346), Figure 49B). Il est
intéressant de noter que l'expressionBdtrystallin était significativement augmentée en
présence de TGPB1 chez les souris WT (Figure 49B).

En outre,in vivo, la surexpression transitoire du TGE-nduisait une forte augmentation de
I'expression du procollagene chez les souris WTsnpais chez les souris KO pouB-

crystallin (Figure 49B).
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Figure 49 : Les sourisB-KO présentent une voie de signalisation du Pakiéficiente

A) Le TGF{31 total a été mesuré par un test ELISA qui détadgefois le TGH31 humain et celui de rongeurs.
Les mesures ont été effectuées sur les LBA de stMili et KO, 7 jours aprés administration intratesdh
d’AdTGF ou d’AdDL. Moyenne + SEM, ** i 0,01, n = 6/groupe.

B) Les niveaux d'ARN du TGB1 humain, TGF1 de souris, PAI-1, procollagen eB-crystallin ont été
analysés par PCR quantitative sur les tissus pudimes) de souris WT et KO, 7 jours aprés administnat
intratrachéale d’AdTGIB1 ou d’AdDL. Moyenne + SEM, * g 0,05 et ** p< 0,01, n = 6/groupe.
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Nous avons ensuite étudié le rolexBFcrystallin sur les genes cibles du TGE4n vitro.
Comme les cellules alvéolaires épithéliales hyasigles semblaient surexprimer fortement
aB-crystallin dans les poumons de patients attelatsPI (Figure 38), nos expériences ont été
conduites sur des cellules épithéliales pulmonaikeris avons d'abord démontré dans les
cellules A549, que le traitement au T@E- recombinant (rTGPB1) induisait une

augmentation de I'expressionuiB-crystallin & 12 heures d'exposition (Figure 50).

6h 12h 24h
rTGFB1 - + + + + + + - -
aB-crystallin - ——

HSC70 " ams s ans ams anme s s e

Figure 50 wB-crystallin est surexprimée par un traitementB8F$1
Des cellules épithéliales pulmonaires humaines A84Bété soit traitées avec du rTBE-(10 ng/ml) soit
laissées sans traitement. L'expressiaxBdtrystallin a été analysée par Western blot. HS€%6rvi de contrble

de charge.

Gréace a I'inhibition ddB-crystallin sur les cellules A549 par des SiRNAugs avons constaté
que l'inhibition de I'expression aB-crystallin diminuait considérablement I'expressides
genes PAI-1 (52 fois) et TGFL (7 fois, Figure 51A), ce qui suggere un effeedirduB-
crystallin sur la boucle d'auto-activation du T@GE-En outre, la capacité connue du TfElF-
a inhiber 'E-cadhérine dans les cellules épitthésig144) était contrée par I'inhibitionodB-
crystallin (figure 51A). De plus, la surexpressidiuB-crystallin dans les cellules A549
augmentait considérablement I'expression du PEFet de PAI-1 (Figure 51B). La
surexpression dB-crystallin augmentait eégalement I'expressiom-8MA (Figure 51B),
comme habituellement observé en présence de PIGHE44). Des résultats similaires ont

€galement été trouvés au niveau protéique (FigLe.5
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Figure 51 wB-crystallin régule I'expression des génes cibled GF{$1 dans les cellules A549

A) Les expressions des géneB-crystallin, TGFB1l, E-cadhérine et PAI-1 ont été analysées par PCR
quantitative apres traitement au rT@Edes cellules A549 transfectées avec soit un siRblAmble (contrble)
soit un siRNA spécifique powB-crystallin (24h, 10 ng/ml) . Moyenne + SEM, *p0,05 et ** p< 0,01, n =
3/groupe.

B) Les niveaux d'ARN des génes TBE;a-SMA et PAI-1 ont été analysés par PCR quantitativeles cellules
A549 transfectées par un vecteur vide ou un plasmatiant pousB-crystallin (24h). Moyenne + SEM, * g
0,05 et ** p< 0,01, n = 3/groupe.

C) Les expressions de I'E-cadhérine, PAI-1gRtcrystallin ont été analysées par western bloéspraitement
au rTGFB1 (24h ou 48h, 10ng/ml) dans les cellules A5494fieatées avec soit un siRNA scramble (contrdle)
soit un siRNA spécifique powB-crystallin. HSC70 a servi de contrble de chamnél haut).

Les expressions deSMA etaB-crystallin ont été analysées par western blosdas cellules A549 transfectées

avec soit un vecteur vide (contrdle) soit un vectdrcrystallin. HSC70 a servi de contrble de charge.

127



Pour confirmer ces résultats dans un modéle plusiplogique, des cellules primaires
épithéliales de type Il (AEC ll), isolées a pad#& souris WT et KO stimulées ou non avec du
ITGF$1, ont été utilisées. Comme attendu, le rTEHnduisait 'expression, chez les AECII
WT, du TGFg1, de la-SMA, de PAI-1 et du facteur de transcription imgpké dans I'EMT,
Snai2 (Slug, Figure 52). En revanche, les exprasside ces mémes geénes étaient
considérablement réduites en l'absena®€trystallin dans les AEC 1l KO (Figure 52).

..

TGF-p1

N
&

aB-cryst ++ aB-cryst-/- aB-cryst ++ aB-cryst -/
untreated untreated TGF-B1 TGF-p1

Expression ARN relative
au L32
Expression ARN relative au L32

aB-cryst +/+ aB-cryst-/-  oB- cryst ++ TGF- aB- cryst -I- TGF-
untreated untreated
PAI-1
** o B
= ~ 0 _ 3w Snai2 *%
E:: 3 1200 - ; os
c s 1000 - E 0,5
O m 800 2 o4
.(73 @ 600 g 03
22 o < .
s I M -
52 o ; : -‘;.’_ 0 : : :
aB-cryst +/+  aB-cryst -/- aB-cryst +/+  aB-cryst -/- w “Bf"yst e;”' UB}CWLZ/’ UE_‘E(C;'_XS' 1+f+ UB-CWS'{" TGF-
untrea untreat g
untreated untreated TGF-B1 TGF-B1 ? °
aB-crystallin
)
e}
= 140 *%
g —_—
o 120
2
g 10
[
o **
o 60
<
e 40
]
w20
]
§ 0
w aB-cryst +/+ aB-cryst -/- aB-cryst +/+  aB-cryst -/- TGF-
untreated untreated TGF-B1 B1

Figure 52 :aB-crystallin régule I'expression des genes ciblesTGF{1 dans les cellules épithéliales
primaires

Les expressions des géndés-crystallin, TGFB1, a-SMA, PAI-1 et Snai2 ont été analysées par PCRtitatine
sur des AECII non traitées ou traitées avec du FBGK6h, 10 ng/ml). Moyenne + SEM, *$0,05 et ** p<
0,01, n = 7/groupe.

De maniére intéressante, dans des fibroblastesapamissus de souris WT et KO cultivées

en présence ou en absence de rpBGHe manque dB-crystallin diminuait significativement

I'expression du TGB; de l'a-SMA, de PA1-1, mais aussi de procollagene 1 (Eid3).
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Nous concluons de ces résultats,offstrystallin pourrait favoriser la voie de signalisn du
TGF{1 expliquant ainsi son implication dans la fibrpsémonaire.
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Figure 53 :aB-crystallin régule I'expression des genes cibles Td5Ff1 dans les fibroblastes
primaires

Les expressions des genéB-crystallin, TGFB1, a-SMA, PAI-1 et procollagéne ont été analysées faRP
guantitative sur les fibroblastes primaires de isOWT et KO apreés traitement au rTBE-(24h). Moyenne +
SEM, * p< 0,05 et ** p< 0,01, n = 8/groupe.

6- aB-crystallin module la localisation cellulaire dm&d4

Apres avoir déemontré le réle aB-crystallin sur la voie du TGBi, son action plus
spécifique sur la principale voie de signalisatibnTGF$1, la voie des Smad, a été étudiée.
Dans un premier temps, l'inhibition aB-crystallin sur I'expression de protéines Smad2,
Smad3, Smad4 et Smad7, 12 heures apres traitemerfiGE{1 dans les cellules A549
n'avait aucun effet (Figure 54A).

Comme nous l'avons déja évoqué, la voie de sigatahis du TGH1 est médiée par une
cascade de phosphorylation rapide des protéinésaeds Smad2 et Smad3. Toutefois,
I'inhibition d’ aB-crystallin a I'aide d’un siRNA ne modifiait paa phosphorylation de Smad3
ni Smad2, 15 minutes apres traitement au rBGFigure 54B).
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Figure 54 : L'inhibition d&B-crystallin ne modifie pas I'expression des pnogdsi Smad

A) Les expressions dB-crystallin, Smad7, Smad4, Smad3 et Smad2 onaddysées par western blot aprés
traitement au rTGPBL (12h, 10 ng/ml) dans les cellules A549 transfestévec soit avec un siRNA scramble
soit un siRNA spécifique powB-crystallin. HSC70 a servi de contrble de charge.

B) Les expressions deB-crystallin, P-Smad3 et P-Smad?2 ont été analyséesvestern blot aprées traitement au
rTGF$1 (15 min, 10 ng/ml) dans les cellules A549 tracsfes avec soit avec un siRNA scramble soit un

siRNA spécifique pouaB-crystallin. HSC70 a servi de contréle de charge.

Nous avons donc ensuite évalué les interaction® ée$ protéines Smad eB-crystallin.
Smad4 (Figure 55A), mais pas Smad3 (Figure 55B)t éapable de co-immunoprécipiter
avecoB-crystallin. Cette interaction, déja observée meau basal, était plus prononcée apres
stimulation au rTGH1 (Figure 55A).
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Figure 55 wB-crystallin interagit avec Smad4 mais pas Smad3

A) Immunoprécipitation (IP) @B-crystallin dans les cellules A549 aprés traiten@nrTGFB1 suivie par une
immunodétection de Smad4. Contrble Ig : un antisorpn-relevant a été utilisé. Input : extraits diutes non
immunoprécipitées.

B) Immunoprécipitation (IP) de Smad3 dans les tdluA549 aprés traitement au rT@E-suivie par une
immunodétection @iB-crystallin. Contrdle Ig : un anticorps non-relava été utilisé. Input : extraits de cellules
non immunoprécipitées.
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La translocation nucléocytoplasmique dynamique miad! est essentielle dans la gestion du
transport nucléaire des autres Smad (347). Parégaesat, nous avons examiné ods-
crystallin affectait la localisation cellulaire @&nad4. Les protéines des fractions cytosoliques
et nucléaires des cellules A549 transfectées aviéais siRNA scramble (contréle) soit un
siRNA spécifique pounB-crystallin et traitées avec rTGH- ont été analysées séparément.
De maniére intéressante, 12 heures et 24 heures Eptraitement au rTGFE, I'inhibition
d’aB-crystallin conduisait a une diminution significet du « pool » de Smad4 nucléaire en
corrélation avec une augmentation du « pool » ojigpse de Smad4 (Figure 56A). D'autre
part, la surexpression aB-crystallin favorisait la localisation nucléaire dmad4 (Figure
56B).
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Figure 56 wB-crystallin module la localisation cellulaire den&d4

A) Les populations nucléaires et cytoplasmiqueSuhad4 étaient déterminées par fractionnement agbuties
cellules A549 transfectées avec un siRNA spécifiqud-crystallin ou un siRNA scramble (contrdle) et/ou
traitées avec du rTGFL (10ng/ml, 12h et 24h). La protéine PARP1 nuckadt la protéine HSP60
mitochondriale étaient utilisées comme contréles @ pureté des extraits.

B) Les populations nucléaires et cytoplasmiques Stead4 étaient déterminées par western blot aprés
fractionnement cellulaire des cellules A549 tracsfes par un vectewB-crystallin ou un vecteur vide

(contrdle).

L'impact daB-crystallin sur la localisation de Smad4 a ensu@& confirmé par

immunofluorescence (Figure 57).
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Figure 57 wB-crystallin module la localisation cellulaire d;m&d4 (immunofluorescence)

Smad4

DAPI

Merge

La présence nucléaire et cytoplasmique de Smadicétafirmée par immunofluorescence dans des edlul
A549 transfectées avec un siRNA spécifiqueBdtrystallin ou un siRNA scramble (contrdle) etitiéa avec
ITGFB1 ou, des cellules transfectées par un veai®icrystallin ou un vecteur vide (contréle). Des gaa

représentatives sont présentées (n = 4).

Comme dans les cellules aB-crystallin avait été inhibée Smad4 disparaisgaiinoyau et
s'accumulait dans le cytosol ; nous avons suppoge I'gbsence dB-crystallin pourrait
favoriser I'export nucléaire de Smad4.
Conformément a notre hypothése, I'analyse par we&iet ne révélait aucun changement
dans le niveau d’expression protéique de I'lmpert) la protéine responsable de l'import
nucléaire de Smad4 (348) apres inhibitiomBicrystallin (Figure 58).

rTGF-1 24h

Figure 58 : L'inhibition daB-crystallin n’affectait I'expression de I'lmporeng.
L’expression diB-crystallin et Importine 8 étaient analysée past@m blot aprés traitement au rTGE{24h,
10ng/ml) dans les cellules A549 transfectées avesiRNA spécifique diB-crystallin ou un siRNA scramble

(contrdle). HSC70 servait de contréle de charge.
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L’export nucléaire de Smad4 est régulé par 'expdfCRM1 (118, 349). L'inhibition de cet
export nucléaire de Smad4 dans nos cellules avispiamycine B (LMB), un inhibiteur de
CRM1, conduisait a une restauration de la populatiocléaire de Smad4 dans les cellules
déplétées emB-crystallin (Figure 59A). Des résultats similairest été observés dans les
fibroblastes primaires, ol Smad4 était trouvé desmsoyaux des fibroblastes WT mais était a
peine détectable dans le noyau des fibroblastas @& souris KO (Figure 59B). Le traitement
par la LMB restaurait la localisation nucléaire 8mad4 dans les fibroblastes dépourvus
d’aB-crystallin. Ces résultats suggerent fortementltuikeibition d’ aB-crystallin diminue les

niveaux nucléaires de Smad4 en favorisant son erpoféaire.
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Figure 59 wB-crystallin module I'export nucléaire de Smad4
A) Les populations nucléaires et cytoplasmiquesSded4 étaient déterminées par fractionnement aahul
dans les cellules A549 transfectées avec un siRdé&ique duB-crystallin ou un siRNA scramble (contrdle)

et traitée avec du rTGFL (10ng/ml, 12h). Lorsque cela est indiqué, la LNE® nM, 1h) était utilisée pour

inhiber I'export nucléaire.
B) La présence nucléaire et cytoplasmique de Snetdit confirmée par immunofluorescence dans des

fibroblastes primaires issus $Sleouris WT et KO traités avec du rTGE: Des images représentatives sont

présentées (n = 6).
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De plus, linhibition duaB-crystallin diminuait l'activité transcriptionellale Smad4 en
limitant sa fixation sur les promotteurs spécifigudes Smad (CAGA box). A linverse, la
surexpression dB-crystallin favorisait I'activation des promottasuspécifiques des Smad
(Figure 60). Ainsi, la favorisation de la localisat nucléaire de Smad4 par la surexpression

d’aB-crystallin était corrélée a une plus forte atévranscriptionelle des Smad.
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Figure 60 wB-crystallin module I'activité transcriptionelle si&mad.

Les cellules ont été transfectées avec un siRNAcifipge d'oB-crystallin ou un siRNA scramble, ou
transfectées par un vectewB-crystallin ou un vecteur vide. Les cellules oté &antées au rTGBL quand
indiqué. Les cellules ont ensuite été transfecédes un plasmide rapporteur contenant la séqueancaofirice

des Smad (CAGA box) en amont du géne de la GFRlubaescence des cellules a ensuite été analysée pa

cytométrie en flux.

7- aB-crystallin régule la mono-ubiquitination de Smaad TIF1y

La localisation cellulaire de Smad4 est réguléegaamono-ubiquitiniation. En effet, dans le
noyau, la E3-ubiquitine ligase TlHrPpermet la fixation d’'un résidu ubiquitine sur lefgine
Smad4 la séparant ainsi de Smad2 et Smad3 etgambson export nucléaire.

Une interaction entreB-crystallin et TIF} en présence de rT@R- (Figure 61) a été
démontrée par co-immunoprécipitation. Cette intevacétait spécifique a TIFlpuisque la
deubiquitinase de Smad4, FAM/USP9X, n’interagigsast aveaB-crystallin (Figure 61).
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Figure 61 wB-crystallin interagit avec la E3-ubiquitine ligaBB-1y
Immunoprécipitation (IP) de TIF1(panneau supérieur) ou FAM/USP9x (panneau inféridans les cellules
Ab49 traitées avec de rT@R: (12h) suivie par une immunodétectiomBFcrystallin. Contréle 1g: un anticorps

non-relevant a été utilisé. Input: extraits dewde8 non immunoprecipités.

De plus, Le traitement avec le rT@E-inhibait la mono-ubiquitination de Smad4, donc
inhibait son export nucléaire dans les cellules ABAprimantoB-crystallin. Au contraire, la
mono-ubiquitination de Smad4 était conservée, famat son export nucléaire aprés
stimulation au rTGHB1 dans les cellules déplétéesorcrystallin (Figure 62). Ce résultat
est en accord avec nos précédents résultats mongn I'inhibition daB-crystallin
augmentait l'export nucléaire de Smad. Par consgéqueus émettons I'hnypothése selon
laquelle aB-crystallin interagirait avec TIRlet bloquerait le transfert de l'ubiquitine sur

Smad4.

IP Ubiquitin Input
ITGF-p1 TGF-p1
oB- oB- %V'
i i &
crystallin crystallin N
Scramble SiRNA Sramble SIiRNA g
- ' - . - WB :
——— Smad4
WB :
Ubiquitin

| - ] ]WB : aB-
crystallin

Figure 62 : La mono-ubiquitination de Smad4 esseovée en cas d’inhibition @B-crystallin
IP des protéines ubiquitinées dans les celluleOABhsfectées avec un siRNA spécifiqueBdtrystallin ou un
siRNA scramble (contréle) suivie par une immunodié®@ de Smad4. Contrble Ig: un anticorps non-raé\a

été utilisé. Input: extraits de cellules non immpireipités
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En outre, la surexpression a@-crystallin dans les cellules A549 était associéaine
diminution de I'expression de TIkF&u niveau protéique mais pas au niveau de 'ARYU(E
63A). Par conséquent, l'interaction entre SmadBlety dans le noyau était réduite dans le

cadre d'une surexpressiomB-crystallin (Figure 63B).
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Figure 63 : La surexpressiaB-crystallin induit la diminution de la protéineHly

A) Les expressions dB-crystallin et TIF} étaient analysées par western blot et rt-PCR, asnsellules A549
transfectées avec un vected-crystallin ou un vecteur vide. HSC70 servait datodle de charge.

B) IP de Smad4 dans les cellules A549 traitées ameeecteur codantB-crystallin ou un vecteur vide suivie
par une immunodétection de Th=Lontrdle Ig: un anticorps non-relevant a étésdtilinput: extraits de cellules

non immunoprecipités.

Cependant, la diminution de TH-Induite par la surexpressionafB-crystallin n'était pas le
résultat de sa dégradation par le protéasome, yriiggniveau de TIRln’était pas restauré

en présence d'inhibiteurs du protéasome comme I&832@-igure 64).
' Plasmide
vide aB-cryst
5 + 4 + MG132

snail | -‘if -
aB-cryst .; 3"

HSC70 | s S

Figure 64 : La diminution de TIklinduite parB-crystallin n'implique pas le protéasome.
Les expressions dB-crystallin et TIFY étaient analysées par western blot et rt-PCR tensellules A549
transfectées avec soit un vecteBrcrystallin ou un vecteur vide et traitées ou pan le MG132, inhibiteur du

protéasome. HSC70 servait de contr6le de charge.
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Contrairement a l'effet observé aprés la surexymesboB-crystallin, son inhibition dans les
cellules A549 augmentait le taux de protéine TyRRigure 65A). En outrdn vivo l'absence
d’aB-crystallin chez les souris KO conduisait a uneespression de TIFyl dans des

conditions fibrotiques (Figure 65B).
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Figure 65 : L'inhibition duB-crystallin induit une surexpression de TyHd vitro etin vivo

A) Les expressions dB-crystallin et TIFY dans les cellules A549 transfectées avec un siBbékifique diB-
crystallin ou un siRNA scramble (controle) et #ait avec du rTGB1 pendant 24 heures étaient analysées par
western blot. HSC70 seravit de contrdle de charge.

B) L'expression de TIF1 était analysée par western blot sur des extrait®jgues de poumons de souris WT et

KO traitées par la bléomycine ou du NaCl (J21). AS&ervait de contrble de charge.

Nous avons ensuite recherché la localisation ded8nmar immunofluorescence sur des
coupes de poumons de souris WT et KO ayant red¢a diéomycine. Dans les poumons des
souris WT qui présentaient une fibrose pulmonaigges, Smad4 était principalement
présente dans les noyaux. Au contraire, dans lampons de souris KO ou la fibrose était
fortement réduite, Smad4 se trouvait surtout aeauvdu cytoplasme (Figure 66).

Ces résultats déemontrent qu’en I'absened®arystallin, TIF-1y est stabilisé, ce qui favorise

la mono-ubiquitination de Smad4 et permet son expaciéaire inhibant ainsi 'activité pro-

fibrotigue de Smad4.
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Smad4 DAPI Merge

Figure 66 : In vivo Smad4 est exclue du noyau deezsouris KO pounB-crystallin traitées a la

aB-cryst +/+
Bléomycine

aB-cryst -/-
Bléomycine

bléomycine

La localisation nucléaire et cytoplasmique de Smétddt confirmée par immunofluorescence sur depesule
poumons de souris WT et KO traitées par la bléong/¢J21). Des images représentatives sont prése(mée
5).

Nous proposons donc un modele d’actionBdtrystallin resumé dans ce schéma explicatif
(Figure 67) :

aB-crystallin -/ aB-crystallin +/+

FAM/USP9x SADY SMAD4

SMAD2

SMAD4 a-SMA, PAI-1,

TGF-p1,
SMAD2  SMAD3 B

@ @ j procollagéne1
TAMAMAAIY

SMAD4 a-SMA, PAI-1,

SMAD2  SMAD3 TGF-f1,

@ j procollagéne1

Figure 67 : Mécanisme d'action hypothétiguexBdtrystallin sur la voie du TGB1 Smad4-
dépendante.

Aprés stimulation au TGB4, l'interaction entreB-crystallin et TIF} entraine la baisse du taux de la protéine
TIF1y et ainsi inhibe la mono-ubiquitination de Smada.denséquence, Smad4 reste séquestrée dans le noyau
ol son activité pro-fibrotique est fonctionnellen Eevanche, en l'absence oB-crystallin, la mono-

ubiquitination de Smad4 par TH&t donc son export nucléaire sont favorisés.
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Dans cette premiére partie, nous montronsugicrystallin joue un role crucial dans la voie
du TGF$1 Smad-dépendante. En effeiB-crystallin est capable d’interferer avec le
complexe TIF¥/Smad4 afin d’empécher la monobiquitination de Senpdr TIFY et son
export nucléaire. Ainsi, dans le poumon fibreux, aB-crystallin est surexpreimée
probablement durant la phase d’inflammation préceda fibrose, Smad4 reste séquestrée
dans le noyau des cellules épithéliales et destflastes, permettant une activation constante
de la voie du TGHB1 dans ces cellules et favorisant la fibrogenésecdndition de fibrose,
'absence diB-crystallin protége les souris KO de la fibrosefavorisant I'export nucléaire
de Smad4 et inhibant ainsi la voie du T@&E- Ainsi le phénoméne d’EMT des cellules
épithéliales et leur transformation, ainsi que ecales fibroblastes, en myofibroblastes est
limitée chez les souris déficientes pal-crystallin qui présentent donc une accumulatien d
collagéne diminuée par rapport aux souris sauvagees induction de fibrose par la
bléomycine, TAdTGFB1 et I'AdIL-B. L'inhibition d’aB-crystallin apparait ainsi comme une

nouvelle stratégie thérapeutique potentielle potiet contre les maladies fibrosantes.
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Role de la petite protéine de stred3-crystallin

sur la fibrose pleurale

La deuxieme partie de cette thése n’a pas encérgémise pour publication.

Le but de ce travail était de montrer I'implicatiofuB-crystallin dans la fibrose pleuro-
pulmonaire. La FPI débute aux bases et a la péighdés poumons dans les régions sous-

pleurales.

Nous avons utilisé deux modeles de fibrose plewlaéz la souris par injection intra-pleurale
d’adénovirus codant pour le TGH- ou de bléomycine combinée a des particules dmpar
(11). Chez les souris WT, cette fibrose ne se éiinjas a la plévre et une accumulation de
collagéne a pu étre confirmée dans la région stetggle comme cela peut étre observé dans
la FPI. Les souris KO étaient protéegées de la $brpleurale induite par les adénovirus
codant pour le TGB1 ou la bléomycine combinée a des particules deoca: Dans ces
modélesin vivo, les cellules mésothéliales subissaient une EMTemtahissaient la

parenchyme pulmonaire chez les souris WT mais Ipex les souris KO.

Par notre travail nous démontrons aircrystallin, dans les cellules mésothéliales s
comme dans les cellules épithéliales et les filmstels, favorisait la localisation nucléaire de
Smad4, activant ainsi la voie du TGE-et 'TEMT des cellules de la plévre. Les souris
déficientes pounB-crystallin étaient protégées de la fibrose plegia vitro etin vivo. AB-
crystallin inhibait 'TEMT des cellules pleuralesslempéchant ainsi de migrer au sein du

parenchyme pulmonaire comme observé lors de lztidd 'homme.

L’inhibition d’aB-crystallin pourrait étre une stratégie thérappudi interessante pour lutter
contre la fibrose pleurale mais également conindiition et la progression de la FPI chez

’lhomme.
Ce travail est présenté dans les annexes a la 22®@)esous la forme que nous espérons

soumettre a European Respiratory Journalu I’American Journabf Respiratory Cell and

Molecular Biology
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|- Méthodes

Les méthodes utilisées pour cette partie de notogetpde thése sont majoritairement
identiques a la partie précédente. Dans ce parfagrapous détaillerons seulement les
méthodes d’injection et d’induction de fibrose different de la partie précédente.

1- Traitement des animaux

Les souris utilisées pour ce projet était des so8W129 WT et KO déja décrites dans la

partie précédente.

a- Injections d’AJTGF

L’administration intrapleurale d’AdTGF, AdDL et AadicZ (1.168 pfu/animal), dans un
volume de 100 pl de NaCl 0.9%, a été réalisée parinjection intrapleurale unique dans le
6°™e éspace intercostal latéral droit avec une aig@li€&. Les animaux étant anesthésiés et

couchés sur le flanc gauche (Figure 68).

Figure 68 : Injection intrapleurale
Aprés anesthésie a l'isofluorane, la souris egsingite sur le
flanc gauche. L'injection est réalisée au niveau6titf espace

intercostal droit.

A

b- Injection de bléomycine et de noir de carbone

Notre équipe a développé un modéle de fibrose aledrasée sur l'injection intrapleurale de
bléomycine et de nanoparticules de carbone. Lespaaticules de carbones sont présentes
dans la fumée de cigarette ainsi que dans la pmillytmais sont aussi largement utilisées
dans l'industrie. Une fois inhalées, ces particydeavent aller dans la lumiére alvéolaire et
migrer vers la surface pleurale (350). Chez le enngla fumée de cigarette aggrave la fibrose
induite de facon expérimentale (351). Dans notredétey nous avons pratiqué des
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administrations conjointes de nanoparticules déaa et de bléomycine. Notre équipe a
montré que l'injection intrapleurale de nanopatdsude carbone combinée a une injection
intrapleurale de bléomycine induisait une fibroéeese avec une accumulation de collagene
au niveau de la plévre mais aussi dans les réegauns-pleurales (196). Nous avons également
mis en évidence que les cellules mésothéliales gpents subir une EMTn vivo etin vitro
lorsqu’elles étaient exposées conjointement adarhlcine et aux nanoparticules de carbone.
Ce travail a permis de confirmer la susceptibities cellules mésothéliales a participer au
processus fibrosant probablement en raison dddeilité a subir une EMT (196).

Les injections intrapleurales de bléomycine (0.04nunal) et de nanoparticules de carbone
(32 mg/animal) étaient réalisées suivant le ménatopole que 'AJTGF au niveau d§"8
espace intercostal droit.

c- Sacrifices, liquides de lavages et préléverdestpoumons

Les souris étaient euthanasiées 12 ou 21 jourss dpingection, par section de l'aorte

abdominale. Apres une légeére incision du diaphragnmel de NaCl 0.9% était injecté dans la
cavité pleurale. Le liquide de lavage pleural (Phleural lavage fluide) était récupéré a l'aide
d’'une seringue de 1 ml. Le prélevement des LBAest poumons était réalisé a I'aide d'une

canule comme décrit dans la partie précédente.

2- Culture cellulaire

Des cellules mésothéliales pleurales (Met5A, AT©EGY) été cultivées en monocouche dans
5% de CO2 a 37°C dans du milieu Medium 199 (Lozjs, France), supplémenté avec
10% de sérum de veau feetal (FBS, Lonza). Les eslloht été ensemencées a 40% de
confluence un jour avant le début des traitemeptss stimulées avec du TGH-
recombinant humain (rTGB%, R & D Systems, Minneapolis, MN) dans un milieumplet a

10 ng/ml.

3- Test de migration

Des cellules mésothéliales pleurales (Met5A, AT©GY) été cultivées en monocouche dans
5% de CO2 a 37°C dans du milieu Medium 199 (Lorzmjs, France), supplémenté avec
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10% de sérum de veau feetal (FBS, Lonza) dans dgsigs 6 puits. Au temps TO un sillon a
été fait dans chaque puits a I'aide d’un cone.dadkiles étaient traitées par du TEEpour
48h. Les cellules sont ensuite photographiéesemps TO et T48h pour évaluer la fermeture

de la blessure.

llI- Résultats

1- oB-crystallin est surexprimée au niveau de la pléeate cours du

processus de fibrose

L'examen histologique des poumons de patientétde FP1 a montré quB-crystallin était
surexprimée au niveau de la plevre chez les patiatteints de FPI. En effet, les cellules
mésothéliales étaient toutes positives powBdtrystallin alors que I'expression oB-
crystallin n’était pas détectable dans la plevre gatients contréles non atteints de FPI
(figure 69A). Pour confirmer cette observationfé&iénts modeéles de fibrose pleurale chez la
souris ont été utilisés. L’administration intrapigle d’AdTGF créait une fibrose pleurale
majeure chez les souris SV129 WT. Cette fibrosé é@ompagnée d’'une surexpression

importante diB-crsytallin au niveau des cellules mésothélialesales (Figure 69B).
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Figure 69 wB-crystallin est exprimée au niveau pleural end=fibrose

A) Immunohistochimie diB-crystallin. |- Coupes de poumons de patientsatteints de FPI (n = 4), II- Coupes
de poumons fibreux chez des patients atteints d€r-P 6). Les cellules mésothéliales pleurales pmsitives
pour le marquageB-crystallin. Grossissement 200x.

B) Immunohistochimie diB-crystallin sur des tissus pulmonaires de souyiantrecu soit un adénovirus
contréle (AdDL) soit un adénovirus codant le TEGF{AdTGF) par administration intrapleurale. Des gaa

représentatives sont présentées.

2- L’absence diB-crystallin protége de la fibrose pleurale et sous
pleurale induite par I'administration conjointe lbléomycine et de particules de

carbone

Afin de rechercher si les souris déficienteso@acrystallin étaient protégées de la fibrose
pleurale de la méme maniere qu’elles étaient péategle la fiborose pulmonaire, un modele
de fibrose pleurale basée sur la co-administratibapleurale de bléomycine et de particules
de carbone a été utilisé. 21 jours aprés l'injexties souris WT développaient une fibrose
pleurale importante avec une forte accumulationcoléagene. Cependant, les souris KO
montraient seulement un léger épaississement pksama accumulation de collagéne (Figure
70).
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Figure 70: Les souris KO pourB-crystallin sont protégées de la fibrose pleuralduite par
I'administration conjointe de bléomycine et de jzaies de carbone.

Coupes de poumons de souris WT et KO a J21 apramiatration intrapleurale de bléomycine et de ipakes
de carbone (panel haut). Coloration trichrome desdda (x100, n=6). Photographies en lumiére polards

coupes de poumons marquées au rouge Sirius (paskeles images représentatives sont montrées. (n=6)

Ces observations ont été confirmées par une qigatiiihn du collagéne pas des mesures
histomorphométriques. En effet, au niveau pleuta@gccumulation de collagéne était
significativement plus importante chez les souri§ @ comparaison aux souris KO (Figure
71A). De maniére intéressante, la quantité de gelia était également significativement plus
augmentée chez les souris WT lorsque les mesuaiEnetéalisées au niveau sous pleurale
(Figure 71B). Ce résultat semble suggérer quebtage pleurale induite par la bléomycine et
les particules de carbone se propageait dans éagayme sous pleural chez les souris WT et
non chez les souris KO. Les mesures effectuéesvaaunndu parenchyme plus éloigné de la
plévre ne révélaient pas de différence entre leestVT et KO (Figure 71C).
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Histomorphometrie J21 (Région pleurale) Histomorphometrie J21 (Région sous pleurale)
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Figure 71 : L’accumulation de collagene au nive&ual et sous pleural est plus faible chez les
souris KO pouraB-crystallin apres administration conjointe de Ibhgcine et de particules de
carbone.

A) Quantification du collagéne de la région plearphr histomorphométrie sur des poumons de soufiseWW
KO a J21 ayant recus de la bléomycine et des pleticde carbone. Moyenne + SEM<t05, n=6/groupe.

B) Quantification du collagéne de la région sowsdple par histomorphométrie sur des poumons deéssali

et KO a J21 ayant recus de la bléomycine et ddikplas de carbone. Moyenne + SEM, ¥@m01, n=6/groupe.

C) Quantification du collagéne de la région du pahgme par histomorphométrie sur des poumons dessou

WT et KO a J21 ayant regu de la bléomycine et descples de carbone. Moyenne + SEM, n=6/groupe.
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3- Les souris KO pouuB-crystallin sont protégées de la fibrose pleurale

et sous pleurale induite par le TGE-

Nous avons ensuite utilisé un second modele dedibrpleurale basé sur l'injection
intrapleurale d’AdTGF. Ce modéle entrainait la fatimn d’'une fibrose tres importante chez

les souris WT dés J12. La fibrose observée chezsdesis KO était une nouvelle fois

significativement plus faible (Figure 72).

aB-cryst +/+ aB-cryst -/- aB-cryst +/+ aB-cryst -/-
AdDL AdDL AdTGF-B1 AdTGF-31

Figure 72 :L’absence diB-crystallin protége de la fibrose pleurale indyite le TGFB1
Coupes de poumons de souris WT et KO a J12 apmgsniattation intrapleurale d’AdTGF ou AdDL.

Coloration trichrome de Masson (x100, n=6).

Un test ELISA montrait que le TGFE humain exogene (provenant des adénovirus) était

exprimé de la méme maniere chez les souris WTsetdaris KO (Figure 73).
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Figure 73 :Les souris KO et WT sont capables d’exprimer leegéwdé par les adénovirus de la méme
maniére

Le taux de TGH1 total était mesuré par un test ELISA sur les BeFsouris WT et KO a J12. Moyenne +
SEM, *p<0.05, n=6/groupe.
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Cependant, le dosage du collagene par le Sircofhettomorphométrie montrait que
'accumulation de collagene induite par 'AdTGF igtsignificativement plus faible dans la
plévre des souris KO comparé aux souris WT (Figi#8). Le dosage sircol, réalisé sur
poumons entiers, montrait une augmentation glothaleaux de collagene dans les poumons
des souris WT qui n’était pas retrouvée chez learisoKO. Grace aux mesures
histomorphometriques, réalisées au niveau de largléniquement, nous montrons que
'augmentaion du collagéne chez les souris WT rslusivement localisée au niveau de la
plevre alors que, chez les souris KO, la plevresgméit des niveaux de collagene
significativement plus faible (Figure 74). Ce réatiBtait aussi confirmé par la surexpression
d’'HSP47 chez les souris WT qui n’était pas retreusiéez les souris KO (Figure 74B).
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aB-cryst +/+ aB-cryst -/-
AdTGF-B1 AdTGF-B1
Figure 74 :L’accumulation de collagene pleural est plus failiiez les souris KO aprés adminstration
d’AdTGF

A) Quantification du collagéne de la région pleerar Sircol (& gauche) et histomorphométrie (#ejrsur des
poumons de souris WT et KO a J12 ayant recus ddTI@F ou de 'AdDL. Moyenne + SEM, %0.05,

**n <0.01, n=6/groupe.

B) Immunohistochimie d’HSP47 sur des coupes de pmgnde souris WT et KO a J12 aprés administration
intrapleurale d’AdTGF (x100, n=6).
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4- L’absence diB-crystallin inhibe la voie du TGB1 au niveau de la
plevre et des cellules mésothéliales

Nous avons ensuite cherché a démontrer I'implicatieB-crystallin sur la voie du TGB1
sur la plévren vivo et sur les cellules mésothélialiesvitro. Comme dans le parenchyme,
'absence diB-crystallin chez les souris KO perturbait I'exmies de I'ARN du TGHB1
endogene ainsi que celle de PAI-1 (Figure 75). &eltat montrait que la modulation de la
voie du TGFB1 paraB-crsytallin était identique dans le cas d’'une dé® pleurale et d’'une

fibrose pulmonaire affectant le parenchyme.
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Figure 75 :aB-crystallin régule la voie du TGBL au niveau de la plévre
Les niveaux d'ARN du TGB1 humain, TGH31 de souris, PAI-1, aeiB-crystallin ont été analysés par PCR

guantitative sur les tissus pulmonaires de soufisefMKO 12 jours aprés administration intrapleudied TGF-
B1 ou d’AdDL. Moyenne + SEM, * g 0,05, n = 3/groupe.

De plus, grace a linhibition dB-crystallin sur les cellules Met5A par des SiRN#Qus
avons constaté que l'inhibition de l'expressionBelrystallin diminuait considérablement
'expression des génes PAI-1 et TBE-En outre, la capacité connue du T@EFa induire

I'a-SMA était contrée par I'inhibition dB-crystallin (figure 76). Ce résultat suggere que
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linhibition d’ aB-crystallin pourrait inhiber 'TEMT des cellules sathéliales qui a été montré

comme étant un facteur important dans la fibroserale et pleuro-pulmonaire.
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Figure 76 :aB-crystallin régule la voie du TGFL au niveau des cellules mésothéliales
L'expression des génasB-crystallin, TGFB1, a-SMA et PAI-1 a été analysée par PCR quantitatipees
traitement au rTGIBL des cellules Met5A transfectées avec soit un siRbramble (contrble) soit un siRNA

spécifiqgue pounB-crystallin (24h, 10 ng/ml) . Moyenne + SEM, *{0,05, n = 3/groupe.

L’effet d’aB-crystallin sur la localisation cellulaire de SMaal été étudié. L'inhibition dB-
crystallin conduisait a une diminution significaivdu « pool » de Smad4 nucléaire en
corrélation avec une augmentation du « pool » ojigpge de Smad4 (Figure 77) dans les
cellules meésothéliales pleurales, comme observés daa cellules épithéliales et le
fibroblastes pulmonaires.

L’absence diB-crystallin inhibait également le potentiel migriaé des cellules Met5A aprés
traitement au TGBL (Figure 78), une autre preuve de l'inhibition|d&MT de ces cellules
par le manque dB-crystallin. Aprés adminstration intrapleurale dPGF1, les cellules de
la plevre migraient dans le parenchyme pulmonaaegcterisant le phénomene d’EMT subit
par les cellules mésothéliales pleurales. Cependantenvahissement du parenchyme n’était
pas retrouvé chez les souris KO pouB-crystallin aprés adminstration intrapleurale
d’AdTGF-31 (Figure 78).
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Figure 77 :aB-crystallin régule la localisation de Smad4 dassdellules mésothéliales
La localisation de Smad4 a été observée pae imiuanecnce dans des cellules Met5A transfectéas snie

un siRNA scramble (contrdle) ou un siRNA spécifiguaeiraB-crystallin.
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Figure 78 :L’inhibition d’ aB-crystallin limite la migration des cellules méséliales pleurales vivo

etin vitro

La migration des cellules Met5A transfectées awtim siRNA scramble (contrdle) ou un siRNA spiggie
pour aB-crystallin a été évaluée a 48h. | et Il (x50),etl Il (x100, panel haut). Les cellules mésothésal
pleurales ont été marquées par injection intrarpleud’AdLacZ chez des souris WT et KO recevant de
'AdTGF-B1 pour induire une fibrose. Aprées coloration lefubes mésothéliales apparaissaient bleues (J&lpan
bas).

L’ensemble des résultats présentés dans cettee psotit des résultats préliminaires et
nécessiteront d’autres expériences pour confirnierplication d’'aB-crystallin dans la
transformation des cellules mésothéliales via lecgssus d’EMT et leur contribution a

I'établissement d’'une fibrose pleurale envahisgaparenchyme pulmonaire.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Discussion et perspectives

La fibrose pulmonaire est caractérisée par une ragladion excessive de matrice
extracellulaire dans le parenchyme pulmonaire. Ménaians certains cas précis les cliniciens
peuvent identifier les origines de ces troublesrefix, par exemple, par des agents
chimiothérapeutiques, les causes et les éléemeanksmb@eurs de la fibrose pulmonaire restent
encore le plus souvent inconnus aujourd’hui. lloegtendant incontestable que les recherches
actuelles ont pu mettre en évidence différentsuasténportant dans la fiborogenése. Les
Iésions et 'altération des cellules épithélialegnpnaires ont été largement démontrées dans
la littérature et semble étre un mécanisme impbrtam prolifération des myofibroblastes et
leur caractere agressif, caractérisé par la syateesessive de MEC dans les conditions
fibrotiques, font de ces cellules un autre acteimgrdial lors de la fibrogenése. Les origines
de ce type de cellules au phénotype myofibroblastigont encore tres discutées dans le
monde de la pneumologie. Trois hypotheses ont jadgus été avanceées, la différenciation
des fibroblastes résidents, la différenciation derotytes (précurseurs fibroblastiques
provenant de la moelle osseuse) ou la transformatie@ cellules épithéliales en
myofibroblastes par le processus d’'EMT. Cependarglle que soit la nature des précurseurs
myofibroblastiques, les scientifigues s’accordent ke fait que la mise en place d'un
environnement profibrotique aux sein des poumomgribme a la transformation des cellules
et a 'augmentation « du pool » de myofibroblastesponsables de la progression et la
persistance de la pathologie. Le T@GE- induit par les lésions épithéliales, les celule
inflammatoires recrutées sur les sites fibrotiques, myofibroblastes ainsi que par les
remodelages de la MEC, joue un réle central a @lusi niveaux en activant les cellules
pulmonaires (cellules épithéliales, fibroblastesidénts et fibrocytes) et favorisant leur
différenciation en myofibroblastes. Enfin, les alds mésothéliales pleurales, encore trés peu
etudiées, semblent avoir un role au-dela de laséide la plevre. En effet, elles peuvent subir
une transformation comparable a 'EMT et dévelopges caracteres myofibroblastiques
permettant leur migration au sein du parenchymenpobire ou elles joueront un réle actif
dans la production de TGFE et de MEC participant ainsi a 'augmentation dunbre de

cellules myofibroblastiques au sein du parenchyaoimpnaire.

Ce travail de thése nous a permis d’appréhendaplitation de certains de ces différents
acteurs dans la fibrose pulmonaire et pleuraleleetettre en évidence le rble de la petite
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protéine de stressB-crystallin dans les processus de fibrogenesdust gpécifiguement sur
la voie du TGH31 dépendante des protéines Smad. Nous discuteladmsrd de I'implication
d’aB-crystallin au niveau du parenchyme pulmonairesm@ son role au niveau des cellules

meésothéliales dans la fibrose pleuro-pulmonaire.

|- R6le d'uB-crystallin dans la fibrose pulmonaire

Une des caractéristiques du poumon atteint de dibrchez ’lhomme, est la présence de
régions particuliéres, les foyers fibroblastiguas @iveau desquels se concentrent les
myofibroblastes et 'excés de MEC qu’ils produise@es foyers regroupent donc tous les
acteurs de la fibrose et sont des régions d’infgoét I'étude de la maladie. Au cours de ce
travail, nous avons montré pour la premiere foispB-crystallin était fortement exprimée
dans les cellules épithéliales alvéolaires situa@asur des foyers fibroblastiques ainsi que
dans les cellules au sein de ces foyers (fibrobdastyofibroblastes). Les cellules épithéliales
et les fibroblastes présents au niveau de cesmnggatives du poumon fibreux sont des
cellules agressives qui acquierent des caractpresi myofibroblastiques et participent
activement au développement de la fibrose. L'exgioesdoB-crystallin dans ces cellules
suggere un réle de cette protéine dans leur tremst@on et leur participation a la production
de TGFB1 et a la synthese de ME@B-crystallin était également surexprimée dans nos
modeles animaux (bléomycine, AdTGBE-et AdIL-13) de maniere plus diffuse, puisque les
foyers fibroblastiques sont peu présents chez laisatteinte de fibrose. Ces marquages
suggerent donc un réle globah@&-crystallin a la fois au niveau de cellules éfitiés et des
fibroblastes. De plus, la fibrose était largemejtiuite chez les souris déficientes pabr

crystallin dans nos modeles animaux.

Le TGFf1 est considéré comme I'élément pro-fibrosant magw cours de la fibrose

pulmonaire par son action sur I'activation desdilastes et la transformation des cellules
épithéliales par 'TEMT. Dans notre travail, nousntrons que, dans un contexte pro-fibrosant,
'absence diB-crystallin bloque la voie du TGP-dépendante des protéines Smad en
inhibant la localisation nucléaire de Smad4 et demtactivité. Cependant, les voies du TGF-
B sont multiples et impliquent de nombreuses aytregéines. Plusieurs études démontrent
gue les voies des MAPK, PI3K et JNK peuvent égatgnétre impliquées dans la fibrose

pulmonaire (352-354). De plus, une étude parueCdr3,2montre un réle dB-crystallin sur
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'EMT a l'origine de la progression et du caractagressif de carcinomes hépatiques (324).
En effet, dans cet article, les auteurs montrestagtion de la surexpressioruB-crystallin
sur I'activation de la voie de phosphorylation ER# induit un EMT des cellules d’hépato-
carcinome favorisant la formation de meétastasessiAuB-crystallin est un marqueur de
mauvais pronostique pour ce type de cancer. Nouossagtudié dans notre travail le role
d’aB-crystallin sur la phosphorylation de ERK. Dans noodéles d’études, I'inhibition @B-
crystallin n’entrainait aucune modification de laier ERK sur les cellules épithéliales
pulmonaires confirmant ainsi un réle spécifiqueBicrystallin sur la voie des Smad (Figure
79).
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Figure 79 : L'inhibition daB-crystallin n’affecte pas la voie ERK
L'expression de P-ERK etB-crystallin a été évaluée par Western blot sur adliles A549 aprés inhibition
d’aB-crystallin par un SIRNA spécifique (Scramble coengontrdle) et traitées ou non au rT@Fpour 15

minutes.

Méme si I'implication des cellules épithéliales dda fibrogenése est largement acceptée, le
concept dEMT a récemment été sujet a controveass ¢ monde de la pneumologie (146,
148). En 2006, Kimet al démontraientin vivo que les cellules épithéliales alvéolaires
subissaient une EMT et étaient une source impatdatmyofibroblastes dans un modéle de
fibrose induite par TAdTGH1 (146). Cependant en 2011, une autre équipe niimnavo,
dans un modéle de fibrose induite par la bléomyajoe les cellules épithéliales pulmonaires
étaient capables d’'une grande plasticité mais tamat en cause I'existence du phénomene
d’EMT (148). Nos résultats vitro mettent en évidence un role des cellules épitleélidans
des conditions pro-fibrosantes. En effet, aprésetreent au rTGHB1, une surexpression des
marqueurs myofibroblastiques tels qu&MA et le TGFB1 lui-méme, était retrouvée chez
les cellules épithéliales alvéolaires de type 2 GAEprimaires. De plus, la surexpression du
facteur de transcription induisant 'EMT, Snai2r pas cellules constitue une preuve de leur
transformation via ce processus apres stimulatiorT&F$1. Nous avons montré dans notre
travail que la surexpressioncdSMA, du TGF1 et de Snai2 induite par le TGH- était
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inhibée dans les AECII déficientes paiB-crystallin suggérant que I'absence de cette etit
protéine de stress limite le processus d’'EMT.

De maniere intéressante, I'absenceBdtrystallin est également capable de bloquer ia vo
du TGF$1 dans les fibroblastes mettant en avant un ra8-drystallin a la fois chez les
AECII et les fibroblastes. Le blocage de la voie TWaF$1 chez les souris KO pouB-
crystallin dans ces deux types cellulaires, poué@e a I'origine d’une réduction du nombre
de myofibroblastes ayant pour origine les AECIlest fibroblastes dans le tissu pulmonaire
atteint de fibrose. Ceci peut étre mis en corrétatvec la réduction de I'expression du
procollagene produit par les myofibroblastes, dasspoumons des souris KO recevant de
'AdTGF-B1, confirmant la réduction du nombre de myofibretda dans les poumons des
souris KO apres induction de fibrose. Malgré lelsatig actuels sur le processus d’'EMT, nous
montrons dans nos travaux que les cellules épatb8liprimaires sont capables de subir une
EMT apres stimulation au rTGFE et que ce mécanisme est inhibé en abseneB- d’
crystallin chez les animaux KO. De plus, la baideeroduction de collagene et I'inhibition
de la voie du TGHBL des fibroblastes primaires en I'absenceBdtrystallin, que nous
montrons ici, renforce I'hypothése selon laquelenbmbre de myofibroblastes serait réduit
chez les souris déficientes paB-crystallinin vivo en conditions fibrotiques, expliquant la
protection de ces animaux contre la fibrose indyige la bléomycine, 'AdTGBL et
'AdIL1.

Dans les deux types cellulaires que nous avonséstudinsi que dans nos modeiesvivo,
aB-crystallin modulait la voie du TGB1 en jouant sur la localisation de la protéine Sfnad
Le transport nucléo-cytoplasmique de Smad4 esheskpour la régulation de la voie du TF-
1 Smad-dépendante. En effet, Smad4 voyage constainenge le compartiment nucléaire
et le cytoplasme suivant l'activation des diffésesignaux commandant son import ou son
export nucléaire (118, 349). Il a été montré pandmbreux travaux, que l'inhibition de la
translocation nucléaire de Smad4 entrainait I'ivation de la voie du TGB1 accompagnée
par la baisse d'expression des genes cibles du PUGEt du TGH1 lui-méme (355).
L’export nucléaire de Smad4 est finement régulégaamono-ubiquitination par la protéine
TIF1ly (356). La mono-ubiquitination nucléaire de Smadd PIFly permet la dissociation du
complexe Smad2/3-Smad4 et favorise leur exportéaird inhibant ainsi leur activité. La
protéine TIF} est donc un régulateur négatif de la voie du P&FEmad-dépendante (357).
De plus, le réle de TIRlsur Smad4 a récemment été mis en évidence conyuéateur

négatif de 'TEMT induite par le TGB1 dans des cellules épithéliales mammaires (35&)sN
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démontrons dans ce travail un rolexB‘crystallin sur la stabilité de TIF1lqui pourrait
interférer avec le complexe Tl/Bmad4 et ainsi moduler la localisation de Smadd. E
condition de fibrose, la surexpressiomBFcrystallin entraine une dégradation de TiFét
donc une réduction de l'interaction entre Smad4TI&tly inhibant I'export nucléaire de
Smad4 et favorisant son activité pro-fiborosanteudNo’avons cependant pas pu identifier le
mécanisme impligué dans la dégradation de Y Ipdr aB-crystallin. Il a déja été rapporté
gu’'oB-crystallin était impliquée dans le systeme derdégtion du protéasome (316, 359,
360) mais nos expériences d’inhibition de la dégtiad protéasomale n’ont pas pu mettre en
evidence ce mécanisme dans notre contexte. Urtaépoéliminaire semblerait indiquer que
l'inhibition de caspases par le Zvad pourrait centa dégradation de TIklinduit par la
surexpression dB-crystallin (Figure 80). Cependant, cette hypothésiggere quB-
crystallin aurait un role positif sur I'activatiates caspases ce qui est en contradiction avec de

nombreuses études réalisées sur I'apoptose (3@, 30

vide aB-crystallin
zvad - - 50 mM 100 mM
TIFly [ 8 - -

AETeJ——

Figure 80 : L’inhibition des caspases restaure pfession de TIFL aprés surexpression ofB-

crystallin.

L'expression de TIFLetaB-crystallin a été évaluée par Western blot suraidisiles A549 dans lesquelleB-
crystallin a été surexprimée a I'aide d’un plasnfjolesmide vide comme contrdle) apres inhibitios daspases

par le Zvad.

Outre son réle sur la dégradation de HHIous montrons aussi la capacit@Rtcrystallin a
interagir avec Smad4. La double interaction Smesl4tystallin — TIFY/aB-crystallin laisse
entrevoir un autre réle @B-crysallin sur le complexe Smad4/Ti-En effet, nous émettons
I’hypothese qu’en interagissant avec SmarBkcrystallin « masque » le site de fixation de
'ubiquitine de Smad4 empéchant ainsi sa mono-utiigion et son export nucléaire. Selon
cette hypothésepB-crystallin bloquerait l'interaction Smad4/Tl-1et donc la mono-
ubiquitination de Smad4 par encombrement stériQuette seconde hypothése semble plus

vraisemblable et est en corrélation avec le r@ssitjue des protéines chaperonnes consistant
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a inhiber les interactions et agrégations entréépres. Des investigations plus poussées sur
la nature exacte des interactions SmalB4zrystallin/TIFly sont actuellement en cours dans
notre laboratoire pour définir si ces derniered slinectes et pour élucider plus précisément le
réle d'aB-crystallin dans ce complexe protéique. Dans umexde de fibrose, le complexe
TIFly/Smad4 est donc inactif a cause de I'abondanad-diystallin ; Smad4 est donc
séquestrée dans le noyau et son activité de fadéetranscription sur les genes profibrotiques
de la voie du TGPl est augmentée. A l'inverse, chez les souris K@hsknce diB-
crystallin favorise I'action de TIRlsur Smad4 en permettant la formation du complexe
Smad4/TIFE et induit I'export nucléaire de Smad4 donc sonctiwation. De maniere
interéssante, la cinétique nucléo-cytoplasmiquepdet®ines effectrices Smad2 et Smad3 est
corrélée a celle de Smad4 (Figure 81). En effethibition d'aB-crystallin permet également
l'export de Smad2 et Smad3. Nous pensons que diaafaB-crystallin sur Smad4 se
répercute sur Smad2 et 3 inhibant ainsi l'actid& facteur de transcrition du complexe
Smad2/3/4 et bloguant la voie de signalisation GérP1.

Nuclear Fraction Cytosolic Fraction

Nuclear Fraction Cytosolic Fraction
rTGF-1 ITGEB1 TGF-31 TGF-B1
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Figure 81 : L'inhibition d&B-crystallin entraine I'export nucléaire de SmatSmad3

Les populations nucléaires et cytoplasmiques ded3nm& smad3 étaient déterminées par fractionnement
cellulaire des cellules A549 transfectées avec iRINA spécifique daB-crystallin ou un siRNA scramble
(contrble) et/ou traitées avec du rTBE-(10ng/ml, 12h et 24h). La protéine PARP1 nuckair la protéine

HSP60 mitochondriale étaient utilisées comme cdedrpour la pureté des extraits.

Le réle de I'inflammation dans la fibrose pulmoraieste aujourd’hui sujet a controverse (8,
9). Les thérapies anti-inflammatoires utiliséesualdément pour tenter de lutter contre la
fibrose pulmonaire n’ont pas montré d’effets bémédis importants sur le développement de
la maladie, méme si I'inflammation semble avoirrale dans sa pathogenése (78, 361, 362).
Nous avons montré que l'absenceuBFcrystallin n’affectait pas l'inflammation précoce
(entre JO et J10) induite par la bléomycine alars a production et le dépbt de collagéne
était fortement atténués chez les souris KO a @esps plus longs (J21). Il a été
précédemment montré que la surexpression @ ladtivait la voie des Smad et conduisait a

une surproduction persistante de T@EF-(363). Dans ce modele, une voie des Smad
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fonctionnelle est nécessaire a I'établissementalfilorose et I'IlLPB est vraisemblablement
impliquée dans la formation des myofibroblastesegbrocessus d’EMT via I'activation du
TGF$1 (364, 365). Nous confirmons dans notre étudelguddrose induite par I'ILB est
associée a une surproduction de T@aFehez les souris WT, mais pas chez les souris KO
pour lesquelles I'expression du T@E-est déficiente. Nous pensons que dans nos madeles
vivo et in vitro, aB-crystallin est surexprimée par I'inflammationaie cette surexpression
active la voie des Smad en favorisant I'activitéStead4. De maniere intéressante, la protéine
chaperonne du collagene HSP47 est connue pouinéuée par l'inflammation. Dans nos
modeles, HSP47 est surexprimée chez les souristO gar la phase d’inflammation a J7,
mais cette surexpression n’est conservée que elsezouris WT a J21 (366). L'expression
d’'HSP47 est maintenue chez les souris WT par la rars place d’'un environnement pro-
fibrosant par le TGBL, notamment en corrélation avec 'augmentation’@eression du
collagéne. Chez les souris KO, I'expression d’HSPditiite par la phase inflammatoire n’est
pas maintenue puisque I'expression du Tg3Fest limitée par I'absenceodB-crystallin. La
biosynthése et la maturation du collagéne a J21 dmmc moins fortes chez les souris KO

limitant le dép6t de collagéne et la progressiofadérose.

Comme nous l'avons déja décrit, I'apoptose est lémeént déclancheur important des
processus fibrotiques. Le réle cyto-protectifi-crystallin a été largement décrit dans la
littérature, notamment via son réle inhibiteur dactivation de la caspase-3 limitant
'apoptose. Cependant, dans nos modeles, nous nsagbservé aucune modification de la
mort cellulaire des cellules épithéliales ou dediitastes pulmonaires entre souris WT et KO
apres injection de bléomycine. L'absencexBicrystallin ne semble donc ni jouer sur
'apoptose ni sur linflammation induite par la btéycine, mais principalement sur

I'expression du TG et de ces génes cibles.

Actuellement, seulement quelques nouveaux médicanaerx effets limités sont disponibles
pour aider les patients atteints de fibrose pulnrendiopathique.

Certaines de ces molécules sont en cours d'edsacgies, notamment la N-acétylcystéine
anti-oxydant (NAC), qui augmente la résistance ckdBiles aux lésions oxydatives et peut
donc avoir un effet bénéfique sur la fibrose pulaim En effet, le stress oxydatif est
impliqué dans la pathogenése de la fibrose pulmenai est délétére pour les cellules
épithéliales alvéolaires. Il a été montré dansédiits modéles que l'expressiorui¥

crystallin est en corrélation avec les niveauxpess réactives de I'oxygene comme I'oxyde
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nitrique et la peroxydation lipidique (367, 368)ol¢ pensons que le stress oxydatif dans les
poumons de patients atteints de FPI pourrait &retumulus induisant I'expression odB-
crystallin, qui & son tour contribue a l'activatides voies pro-fibrotiques du TGFet des
Smad.

La Pirfenidone est une autre molécule testée dassedsais cliniques pouvant inhiber la
progression de la fibrose dans des modeéles animiacixez les patients atteints de FPI. Bien
gue le mécanisme exact par lequel la pirfenidonerpii interférer avec la fibrose dans les
poumons reste incertaine, elle a été rapportée gair une action anti-inflammatoire et anti-
oxydante combinée. Ce petit composé est égalenagalbte d'inhiber I'expression du TGF-
Bl et d'HSP47 (329, 369). De maniére intéressanhta, recemment été montré dans les
cellules épithéliales rétiniennes que la pirfenelamhibe la fibrose induite par le TGH-en
bloquant la translocation nucléaire de Smad4 (33ihplication d’aB-crystallin dans I'effet
anti-fibrotique de pirfenidone n'a pas encore étemininée. Il serait cependant intéressant de
savoir quel est l'effet de ces molécules sur I'esgion diB-crystallin sur les cellules
pulmonaires et chez les patients traités. L'iniobitd’aB-crsytallin par ces composés pourrait
en partie expliquer leurs effets notamment la matituh de la localisation de Smad4 par la
pirfenidone. Ce travail démontre @B-crystallin peut étre une cible clé pour le

développement de médicaments spécifiques dargitlenient des maladies fibrotiques.

II- Rb6le d'aB-crystallin dans la fibrose pleurale

Outre le réle diB-crystallin dans la fibrose du parenchyme pulmamaious avons identifié
une fonction similaire de cette sHSP au niveaurplelen effet, nous avons remarqué une
surexpression importanteodB-crystallin au niveau de la plévre des patientsimts de FPI.
De plus, I'induction de fibrose pleurale par 'AdF@B1 ou la bléomycine combinée a des
particules de carbone était fortement limitée cleszsouris déficientes powB-crystallin.
Cette limitation de la fibrose pleurale était acpagnée par une diminution de I'expression
du collagéene du TGB1. Grace a I'étude des cellules mésothéliales, avoss identifié le
méme mécanisme retrouvé dans les AECII et les bibstes ;aB-crystallin modulait la
localisation de Smad4 régulant ainsi la voie du PP&F

Notre équipe a déja montré le role des cellulesothétales dans la fibrose pleurale et
également la fibrose pleuro-pulmoanire. En effeficg a I'étude d’HSP27, nous avons

montré que les cellules mésothéliales pleuralessaient, sous l'influence du TGH-, une
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transformation semblable a 'EMT. Au cours de cétiasformation, les cellules de la plévre
ayant acquit un phénotype myofibroblastique migrag sein du parenchyme pour initier la
fibrose pulmonaire. L'inhibition d’'HSP27 était cdypa de limiter ce phénomeéne en inhibant
FEMT. Ici, nous montronsin vitro que linhibition daB-crystallin limite également la
migration de cellules mésothéliales. De plasyivo, la migration des cellules de la plévre en
réponse a l'administration d’AdTG[FL était inhibée chez les souris KO alors que ckez |
souris WT un «envahissement » du parenchyme puw@imeorsous-jacent par les cellules
meésothéliale était observé. Cependant les mécasigoeenous avons mis en évidence lors de
ces deux études sont distincts. Alors qu'HSP27cexen role de chaperon pour le facteur de
transcription Snail favorisant I'EMTaB-crystallin favorise la localisation cellulaire de
Smad4 augmentant également le phénomene d’EMTIgesemésothéliales. Nous pensons
gue linhibition des deux sHSP simultanément, paitirapporter un effet bénéfique
synergique sur la fibrogenese. L'utilisation daffiibiteur de I'expression d’'HSP27 chez les

souris KO pounB-crystallin constitue donc la prochaine étape ale necherches.

[1l- Conclusion générale

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidemee nouvelle cible thérapeutique pour
lutter contre les désordres fibrotiques. Le rdlebgl daB-crystallin sur les cellules
importantes dans le développement des fibroseggisuet pulmonaires en fait un acteur
potentiellement majeur dans ces pathologies. Naugisa montré que l'inhibition dB-
crystallin bloquait la voie de signalisation du T-BE, voie essentielle de la fibrogenese.
Nous pensons que I'ensemble de ces travaux appoatiférents niveaux, des outils pour
ameliorer notre compréhension de la fibrose pulmmeng@our pouvoir cibler de nouvelles
molécules pour de futures thérapies ou encore mmsayer de prévenir les fibroses

pulmonaires ou pleuro-pulmonaires dont les éti@sgiont déja connues.
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Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a devastating disease characterized by the proliferation of
myofibroblasts and extracellular-matrix (ECM) accumulation in lungs. TGF-B1 is the major pro-fibrotic
cytokine involved in IPF and is responsible for myofibroblast proliferation and differentiation and
ECM synthesis. aB-crystallin is constitutively expressed in the lungs and is inducible by stress, acts as
a chaperon and is known to have a role in cell cytoskeleton architecture homeostasis. The role of aB-
crystallin in fibrogenesis remains unknown. The principal signalling pathway involved in this process
is the Smad-dependant pathway. We demonstrate here that aB-crystallin is strongly expressed in
fibrotic lung tissue from IPF patients and in vivo rodent models of pulmonary fibrosis. We also show
that aB-crystallin deficient mice are protected from bleomycin-induced fibrosis. Similar protection
from fibrosis was observed in aB-crystallin KO mice after transient IL-1B or TGF-B1 adenoviral
mediated overexpression. We show in vitro in primary epithelial cells and fibroblasts that aB-
crystallin increases Smad4’s nuclear localisation, therefore enhancing the TGF-B1/Smad pathway and
the consequent activation of TGF-B1 downstream genes. aB-crystallin overexpression disrupts Smad4
mono-ubiquitination by interacting with its E3-ubiquitin ligase, TIF1y, thus limiting its nuclear export.
Conversely, in the absence of aB-crystallin, TIF-1y can freely interact with Smad4. Consequently,
Smad4 mono-ubiquitination and nuclear export are favoured and thus the TGF-B1/Smad4 pro-
fibrotic activity is inhibited.

In conclusion our work demonstrates that aB-crystallin may be a key target for the development of

specific drugs in the treatment of IPF or other fibrotic diseases.

Key words: Fibrogenesis, Inflammation, TGF-B1, Heat shock proteins
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Introduction

Diseases involving chronic fibrotic changes in the lung structure such as idiopathic pulmonary fibrosis
(IPF) are challenging clinical problems. IPF is a rare pathology with unknown origins characterized by
a rapid evolution leading to respiratory failure and death with a median survival expectancy of three
years with no efficient therapy to prevent or reverse it (1). The development of IPF is classically
viewed as an abnormal alveolar repair and interactions between fibroblasts and alveolar cells are key
components in this process. Myofibroblast are assembled in specific regions called myofibroblastic
foci and are the main components responsible for the tissue remodeling occuring during this repair,
causing strong extracellular matrix (ECM) accumulation. The anti-cancerous drug bleomycin is known
to induce lung fibrosis in humans as a side effect and is widely used for experimental pulmonary

fibrosis induction in animals (2, 3).

TGF-B1 is a key cytokine involved in the process of fibrogenesis, and plays a pivotal role during
fibrosis in many different organ systems. TGF-B1 causes myofibroblast proliferation and
differentiation, increasing ECM components synthesis (4). It has been shown that adenoviral vector-
mediated gene transfer of active TGF-B1 (AdTGF-f1223/225) in rodent lungs leads to progressive and
severe fibrosis (5). Moreover, TGF-B1 induces the transformation of alveolar epithelial cells into cells
with a myofibroblastic phenotype, a controversial process called Epithelial to Mesenchymal

Transition (EMT, (6, 7)).

Among Heat Shock Proteins (HSP), aB-crystallin (HSPB5) belongs to the small Heat Shock Proteins
family (sHSP) that have been demonstrated to be involved in kidney, vascular and pleuro-pulmonary
fibrosis (8-10). aB-crystallin is highly inducible by several stresses and its expression is enhanced by
TGF-B1 (11, 12). This sHSP is constitutively expressed in tissues with high rates of oxidative
metabolism, including skeletal muscle fibers, kidney, heart and lung (13). aB-crystallin binds to and

stabilizes microtubules and has a major role in cytoskeletal homeostasis. The interactions with
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desmin and actin suggest that aB-crystallin may be of great importance in the cytoskeletal
architecture of fibroblast and myofibroblasts during the process of fibrogenesis (14).

These reasons led us to investigate the role of aB-crystallin on pulmonary fibrosis. We demonstrate
for the first time that aB-crystallin is overexpressed in fibrotic lung tissue and provide evidence that
the lack of aB-crystallin has a protective effect on pulmonary fibrogenesis in vivo. In vitro, we
highlight a mechanism by which aB-crystallin favors the TGF-fl pathway via its role on the

modulation of Smad4’s cellular localisation.
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Materiel and methods

Human tissue samples

Lung tissue samples were obtained by open lung biopsy (INSERM U700, Paris). IPF were diagnosed
according to the American Thoracic Society/European Respiratory Society consensus criteria (1),
including clinical, radiographic, and characteristic histopathologic features (n = 6). Control non IPF
lung tissue samples were obtained from smokers who underwent thoracic surgery for localized
primary lung carcinoma (n = 4). The local ethics committee (comité de protection des personnes, lle
de France 1) approved the study, and patients gave their informed consent before lung surgery.
Paraformaldehyde-fixed, paraffin-embedded sections of human lung tissue were pretreated in citrate
buffer pH6 for 40 minutes for antigen retrieval. Sections were then incubated with 1B6.1-3G4 anti-
aB-crystallin monoclonal antibody (Enzo Life Sciences) and positive cells were revealed using the

Vectastain ABC-alkaline phosphatase kit system (Vector Laboratories).

Animal procedures

SV129 Wild-Type (WT) mice (Charles River, Saint Germainsur-I'Arbresle, France) and SV129 Knock-
Out (KO) mice for the aB-crystallin gene were housed in pathogen-free conditions. Mouse food and
water were provided ad libitum. The animals were treated according to the guidelines of the
Ministere de la Recherche et de la Technologie (Paris, France). All experiments were approved by the
Comité d’Ethique de I'Université de Bourgogne (Bourgogne, France). Intratracheal instillation of
bleomycin (blenoxane; Bristol-Myers-Squibb, Montreal, QC, Canada) was performed as previously
described (15). AdTGF-B1 (5.10%8 PFU/mouse) and AdIL1-B (5.10® PFU/mouse) were instilated
following the same protocole. Bleomycin, AdTGF-B1 and AdIL1-B were diluted in 50mL of 0.9% NaCl.
Mice were euthanized by abdominal aortic bleeding at day 7 or 21 after administration.

Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was gathered as previously described (16).

Collagen quantification
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Histomorphometric assay - The amount of collagen in paraffin-embedded tissue sections was
quantified by staining with Picrosirius Red as previously described (4, 17).
Sircol assay - The sircol assay was performed on whole lung extract of the left lobe using a “Sircol kit”

(Biocolor LTD., Northern Ireland, UK) following the manufacturer’s recommendations.

TGF-61 quantification (ELISA)
Total human and mouse TGF-B1 from BALFs was determined using ELISA (R&D Systems, Lille, France),

performed according to the recommendations of the manufacturer.

Primary cell culture

Mouse alveolar type Il cells were isolated as described previously (18) and cultured on Matrigel (BD
Biosciences) in BEGM (Lonza, France) supplemented with 50 units of penicillin per milliliter, 50 pg of
streptomycin per milliliter, and 5% fetal bovine serum.

Mouse fibroblasts were isolated as described previously (19, 20) and cultures in DMEM + 10% serum,

1% L-gluatmine and 1% penicillin/streptomycin.

RNA interference and transfection

aB-crystallin RNA interference - aB-crystallin siRNA was purchased from applied biosystem
(Courtaboeuf, France). The sense and antisense sequences were respectively: 5
AGUCUUGUGACUAGUGCUG-tt-3" and 5'CAGCACUAGUCAVAAGACU-tt-3’. SiRNAs (50 nM) were
transfected using INTERFERin (polyplus, lllkirch, France) following the manufacturer’s
recommendations.

aB-crystallin transfection - to overexpress aB-crystallin, a pcDNA6 plasmid encoding human aB-
crystallin was used. Transfections were performed using Nanojuice transfection reagent (Novagen,

Merck KGaA, Darmstadt, Germany) following the manufacturer’s recommendations.

192



Cell fractionation
NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction kit (Pierce - thermo scientific, Rockford, IL) was used for
cell fractionation following the manufacturer’s recommendations. Leptomycin B (Invivogen, San

Diego, USA) was used to inhibit nuclear export at a concentration of 20 ng/ml for 1hour.

Co-immunoprecipitation

Co-immunoprecipitation experiments were performed using the Exactacruz™ kit (Santa-Cruz
Biotechnology, Tebu-Bio, Le Perray en Yvelyne, France) following the manufacturer’s
recommendations.

Antibodies: aB-crystallin (mouse clone 1B6.1-3G4, enzo life science), TIFly (Mouse clone 16G9,
abcam), Ubiquitin ( mouse clone P4D1, santa cruz biotechnology), Smad4 (rabbit clone H-552, santa

cruz biotechnology).

g-PCR analysis
Total RNA from cells was extracted using TRIzol (Invitrogen). Reverse transcription was performed on
the total RNA using the M-MLV kit (Promega, Charbonnieres, France). Quantitative RT-PCR was

performed on the cDNA using SYBR green master mix (Promega).

Immunofluorescence

Cells were fixed with paraformaldehyde (4% PFA for 10 min) and permeated with a PBS-Triton (0.1%,
5 min) solution. After saturation of nonspecific sites with BSA (5%, 20 min), cells were incubated with
primary antibodies overnight in a humidified chamber at 4°C. Cells were stained for Smad4 (rabbit
clone EP618Y, Abcam). Goat anti-rabbit conjugated with Alexa Fluor 594 (Molecular Probe,

InVitrogen, Cergy Pontoise, France) were used as secondary antibodies at a dilution of 1 : 2000.

Immunohistochemistry
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After deparaffination (Xylene) and endogenous peroxidases inhibition (PBS- H.O, 1% 20 min),
sections were saturated (BSA 5%) and incubated overnight at 4°C with specific antibodies at a
dilution of 1 : 250 for the detection of aB-crystallin (Enzo life science). HRP-conjugated goat anti-
rabbit, (Jackson immunoreasearch laboratories, Suffolk, UK) was used as the secondary antibody

(1:250, 45 min).

Statistical analysis
Comparison between different groups was performed using the non parametric Mann-Whitney test
implemented in the statview software. P values below 0.05 were considered as statistically

significant.
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Results

aB-crystallin is upregulated during lung fibrosis in vivo

Histological examination of IPF lungs from patients showed that aB-crystallin is abundant in fibrotic
areas (Figure 1A). Hyperplastic epithelial cells located around the fibroblastic foci strongly expressed
aB-crystallin (Figure 1A). We also found that myofibroblasts within the foci expressed this sHSP. In
contrast, aB-crystallin was barely detected in lung parenchyma from non-IPF patients. To confirm
this observation we used different rodent lung fibrosis models.

Intra-tracheal administration of bleomycin in mice is a classical animal model of fibrosis that
reproduces the acute lung injury found in patients. We observed that in parallel of fibrosis formation,
bleomycin intra-tracheal administration in mice induced a significant increase in aB-crystallin
expression (Figure 1B). Rats that received an adenovirus encoding for TGF-B1 (AdTGF-B1) by
intrapleural or intratracheal injection developed, as previously published, parenchymal fibrosis (5,
19). Immunohistochemistry of pulmonary tissue (Figure 1C) showed that aB-crystallin was strongly
expressed in animals that have been subjected to AATGF-B1. In contrast, hardly any expression of aB-
crystallin was observed in the control animals that received an empty adenovirus (AdDL) and that did

not develop fibrosis.

The lack of aB-crystallin does not alter lung morphology in aging mice

Brady et al. described that aB-crystallin KO mice presented minor eye lens troubles and major
skeletal muscle issues during aging (21). However, even though aB-crystallin is highly expressed in
the heart (13), these mice had a normal heart structure throughout their life. In this study, we have
investigated the lung architecture in aging aB-crystallin KO mice. We first confirmed that mice KO for
aB-crystallin did not express the protein neither in heart nor lung tissues whereas wild type animals
did (Figure 2A). Histological examination of the lungs from aging aB-crystallin KO mice did not reveal
evidence of morphological changes, including lung fibrosis or emphysema, compared to WT mice at

8, 16 and 48 weeks of age (Supplemental Figure S1A). Using a Sircol assay we did not find any
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significant differences in collagen quantification performed on lung tissue lysates between aging WT
and KO mice. In both cases the total amount of collagen increased similarly with age, as expected
(Supplemental Figure S1B). We found similar results with a histomorphometric measurement of
collagen based on picrosirius red staining (Supplemental Figure S1B). From those experiments we

concluded that the lack of aB-crystallin did not spontaneously affect lung structure in aging mice.

The lack of aB-crystallin hampers bleomycin-induced lung fibrosis

Lung sections from aB-crystallin KO and WT mice showed that the lack of aB-crystallin protected
mice from bleomycin-induced fibrosis (Figure 2B). 21 days after bleomycin injection, WT mice
developed, as expected, a severe fibrosis characterised by an important accumulation of collagen
throughout the lung whereas fibrosis in aB-crystallin KO mice was much more limited. Using a Sircol
assay we found that after bleomycin treatment, the amount of collagen increased by 3 fold in WT
mice whereas it increased only by 1.3 fold in KO mice (Figure 2C). This result was confirmed by a
second method of collagen quantification (histomorphometric measurement of picrosirius red
staining on lung sections) which allowed us to demonstrate that the amount of collagen increased by
5 fold in WT mice whereas an increase of only 2 fold was observed in KO mice, compared to their
respective controls (Figure 2C). HSP47 is a well-characterized chaperone of collagen, known to be
highly expressed during pulmonary fibrotic processes (22, 23). Interestingly, the increase in HSP47
induced by bleomycin was much lower in KO compared to WT mice at day 21 (Figure 2D).
Furthermore, we observed using an ELISA assay that the level of TGF-B1 in the BALF from WT mice
was significantly increased 21 days after bleomycin administration, in accordance with previous
studies (24, 25). Interestingly, this TGF-B1 upregulation was significantly lower (2 fold) in KO mice
(Figure 2E). We hypothesize that this deficit in bleomycin-induced TGF-B1 expression was linked to

the reduced fibrosis observed in the absence of aB-crystallin.

aB-crystallin is also involved in pulmonary fibrosis induced by the pro-inflammatory cytokine IL-18
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We next aimed to confirm the anti-fibrotic effect resulting from the lack of aB-crystallin in KO mice
by using another in vivo model of pulmonary fibrosis. We examined the lungs from aB-crystallin KO
and WT mice in which an adenovirus encoding IL-1B was injected intratracheally. This well-known
model induces a pulmonary fibrosis involving an initial inflammation and subsequent increase in TGF-
B1 expression (26). By collagen quantification using a Sircol assay and histomorphometric
measurements we showed that the transient IL-1p overexpression induced a significantly less severe
fibrosis in the lungs from KO compared to WT mice by day 18 (Figure 3A). Furthermore, we
demonstrated in vivo that the transient IL-1B overexpression induced an increase in TGF-B1
expression at the RNA (Figure 3B) and protein level (Figure 3C-D) in the lungs from WT mice. This IL-
1B-induced TGF-B1 expression was significantly lower in aB-crystallin KO mice (WT: 15 fold increase;
KO: 5 fold increase; Figure 3C).

These results suggest that aB-crystallin KO mice had a deficient TGF-B1 pathway that could protect

them against inflammation-induced fibrosis (through AdIL1B and bleomycin).

aB-crystallin modulates TGF-81 signalling pathway in vivo and in vitro.

In order to understand why TGF-B1-induced fibrosis was impaired in the absence of aB-crystallin, we
investigated the role of aB-crystallin on the TGF-B1 pathway. /In vivo, we used our murine model
based on intratracheal injection of adenoviruses encoding the TGF-B1 gene into WT and KO mice. An
ELISA assay and a rt-PCR analysis of total RNAs from lungs validated our model by showing that both
WT and KO mice were able to similarly express the adenovirus encoding human TGF-B1 (Figure 4A).
We then investigated the expression of several TGF-B1 downstream genes such as PAI-1, procollagen
and endogenous TGF- B1 itself. The lack of aB-crystallin in KO mice disrupted the expression of PAI-1
by 3 fold, procollagen by 20 fold and endogenous TGF-B1 RNA by 7 fold (Figure 4B), suggesting a
direct effect of aB-crystallin in the autoactivation loop of TGF-B1. Interestingly, in WT mice, the

expression of aB-crystallin was significantly increased in the presence of TGF-B1 (Figure 4B).
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Next, we confirmed the role of aB-crystallin on TGF-B1 downstream genes in vitro. As hyperplastic
epithelial alveolar cells and fibroblasts appeared to highly overexpress aB-crystallin in the lung from
IPF patients (Figure 1A), we drove our experiments on primary type Il epithelial cells (AEC Il. Figure
5A) and primary fibroblast (Supplemental Figure S2) isolated from WT and KO mice. We also used
A549 lung epithelial cells (Figure 5B). In all these cells we found that, as in our in vivo experiments,
recombinant TGF-B1 (rTGF-B1) induced an up-regulation of aB-crystallin and of all TGF-f1
downstream genes analysed: PAI-1, TGF-B1, procollagen, Snai2 and a-SMA. However, in aB-
crystallin-deleted cells (KO cells or after using RNA interference against aB-crystallin), we found a
strong decrease in the expression of all these rTGF-Bl-induced genes (Figure 5 and Supplemental
Figure S2). Moreover, the known ability of TGF-B1 to down-regulate E-cadherin in epithelial cells (27)
was also countered by aB-crystallin inhibition (Figure 5B). In accord with these results, an opposite
effect was observed when aB-crystallin was overexpressed i.e. PAI-1, TGF-f1 and a-SMA expression
were significantly enhanced as demonstrated at the RNA (Supplemental Figure S3A) and protein level
(Supplemental Figure S3B-C).

We conclude from these results that aB-crystallin, in the different cells involved in pulmonary fibrosis

(epithelial cells and fibroblasts) is able to favour the TGF-B1 signalling pathway.

aB-crystallin modulates Smad4’s cellular localisation

Since aB-crystallin has a role on the TGF-B1 pathway, we decided to investigate its role on the main
TGF-B1 signalling pathway, the Smad pathway. The downregulation of aB-crystallin using a specific
siRNA had no effect on Smad2, Smad3, Smad4 or Smad7 protein expression 12 hours after rTGF-f1
treatment in A549 cells (Supplemental Figure S4A). The TGF-B1 pathway is mediated by a rapid
phosphorylation of effective Smads proteins (Smad2 and Smad3). However the downregulation of
aB-crystallin using a siRNA did not induce any differences in Smad2 or Smad3 phosphorylation 15
minutes after rTGF-B1 treatment (Supplemental Figure S4B). Interactions between Smad proteins

and aB-crystallin were assessed. Smad4 (Figure 6A) but not Smad3 (Supplemental Figure S4C) was
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able to co-immunoprecipitate with aB-crystallin. This interaction, already observed at the basal level,
was slightly enhanced after rTGF-B1 stimulation (Figure 6A).

Dynamic nucleocytoplasmic translocation of Smad4 is essential in managing the nuclear shuttling of
other Smads (28). Therefore, we investigated whether aB-crystallin affected the cellular localisation
of Smad4. Proteins from the cytosolic and nuclear fractions of A549 cells transfected with either
scrambled siRNA or siRNA specific for aB-crystallin and treated with rTGF-1 were analyzed
separately. Interestingly, 12 hours and 24 hours after rTGF-B1 treatment, aB-crystallin knockdown
led to a significant decrease in nuclear Smad4 that correlated with an increase in cytosolic Smad4
(Figure 6B). On the other hand, transfection-induced overexpression of aB-crystallin favoured the
nuclear localisation of Smad4 (Figure 6C) and thereby its transcriptional activity as demonstrated
using a reporter gene assay (Supplemental Figure S5). The impact of aB-crystallin on Smad4
localisation was confirmed using immunofluorescence (Figure 6D).

As in aB-crystallin-depleted cells Smad4 disappeared from the nucleus to accumulate into the
cytosol, we hypothesized that the absence of aB-crystallin could promote Smad4 nuclear export.

In accordance with our hypothesis, western blotting analysis revealed no changes in the level of
Importin 8, the protein responsible for nuclear import of Smad4 (29), after aB-crystallin
downregulation using a siRNA (Supplemental Figure S6). In contrast, when the exportinl/CRM1-
mediated Smad4 export (30, 31) was inhibited with leptomycin B (LMB), Smad4 nuclear content was
restored in aB-crystallin depleted-cells (Fig 6D-E). Interestingly, similar results were observed in
primary fibroblasts where Smad4 was found in the nuclei of WT fibroblasts but was only barely
detectable in the nuclei of aB-crystallin KO fibroblasts (Supplemental figure S7); LMB treatment
restored the nuclear localisation of Smad4 in fibroblasts lacking aB-crystallin. These results strongly
suggest that aB-crystallin downregulation decreases the nuclear levels of Smad4 by enhancing its

nuclear export.

aB-crystallin regulates Smad4 mono-ubiquitination via TIF1y.
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The cytosolic translocation of Smad4 is driven by its mono-ubiquitiniation. In the nucleus, the E3
ubiquitin ligase, TIF1y, interacts with and mono-ubiquitinates Smad4, separating it from Smad2 and
Smad3 and promoting Smad4 nuclear export.

By co-immunoprecipitation we demonstrated that aB-crystallin interacts with TIF1ly in the presence
of rTGF-B1 (Figure 7A). In contrast, no interaction was found between aB-crystallin and the Smad4
deubiquitinase, FAM/USP9x (Figure 7A).

Treatment with rTGF-B1 inhibited Smad4 mono-ubiquitination in control A549 cells but not in aB-
crystallin depleted A549 cells (Figure 7B); in line with our previous results showing that aB-crystallin
knockdown increased the nuclear export of Smad4. Moreover, the interaction between Smad4 and
TIF1ly in the nucleus was reduced in the context of an aB-crystallin overexpression (Figure 7C). We
therefore hypothesize that aB-crystallin interacts with TIF1ly and blocks Smad4-TIF1ly association and
the subsequent transfer of ubiquitin to Smad4.

We next performed immunofluorescent Smad4 staining on lung sections from WT and KO mice that
received bleomycin to assess Smad4 cellular localisation in vivo in the presence or absence of aB-
crystallin. In the lung of WT mice that exhibited severe pulmonary fibrosis, Smad4 was mainly
present in the nuclei. On the contrary, in the lungs of aB-crystallin KO mice, where fibrosis was

strongly reduced, Smad4 location was mostly limited to the cytoplasm (Figure 7D).

Altogether, we conclude that aB-crystallin binds to Smad4 and TIF-1 and physically interferes with

the transfer of ubiquitin. In the absence of aB-crystallin, TIF-1y is able to ubiquitinate Smad4, thereby

allowing its nuclear export and thus inhibiting the pro-fibrotic activity of Smad4.
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Discussion

TGF-B1 is considered as the most potent pro-fibrotic growth factor. In this study we identified the
small heat shock protein aB-crystallin as a new player in pulmonary fibrosis through its role on the
TGF-B/Smad pathway and, more specifically, on the cellular localisation of Smad4 (Figure 8). The lack
of aB-crystallin impaired TGF-B1 pathway by decreasing the nuclear localisation of Smad4 and
therefore Smad4 activity. In addition, fibrosis development was strongly reduced in aB-crystallin KO
mice in our different models of fibrosis induction. We demonstrate for the first time that aB-
crystallin is overexpressed in hyperplastic alveolar epithelial cells and also within fibroblastic foci in
lungs from IPF patients. We also show that aB-crystallin is upregulated during fibrogenesis using
three well known in vivo animal models of PF (bleomycin, AdTGF-B1 and AdIL-1pB).

The fact that TGF-B1l-induced expression of a-SMA, Snai2 (the transcription factor enhancing EMT)
and TGF-B1 were strongly reduced in AECII from aB-crystallin KO mice suggest that aB-crystallin
depletion limits the process of EMT thereby decreasing the pool of myofibroblast in fibrotic lungs.
Smad4 is rapidly and constantly shuttling between the nuclear and cytoplasmic compartments,
depending on the activation of nuclear import and export signals (30, 31). The inhibition of nuclear
translocation of Smad4 results in an inactivation of the TGF-B1 pathway and disruption of expression
of TGF-B1 responsive genes including TGF-B1 itself (32). Nuclear export of Smad4 is regulated by its
mono-ubiquitination by the ubiquitine-ligase TIFly (33). In the cytoplasm, Smad4 is in a
deubiquitinated form, and can bind to Smad2-3 and translocate into the nucleus. In the nucleus,
Smad4 is modified by mono-ubiquitination, it thereby dissociates from Smad2-3 and returns to the
cytosol (Figure 8). TIFly has recently been shown to be a negative regulator of Smad4 activity during
the EMT process induced by TGF-B1 (34) in mammary epithelial cells. We demonstrate here that aB-
crystallin overexpression disturbs the interaction between TIFly and Smad4. We hypothesize that
during the process of fibrogenesis TIFly-Smad4 interaction is decreased by the abundance of aB-
crystallin thus inhibiting Smad4 monoubiquitination and the subsequent nuclear export. The lack of

aB-crystallin enhances TIF1ly and Smad4 interaction and the subsequent Smad4 mono-ubiquitination
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and nuclear export thereby decreasing the deleterious pro-fibrotic effects of TGF-B1 (Figure 8). We
therefore propose that the chaperone aB-crystallin through its association to both Smad4 and TIFly
physically blocks Smad4/TIF1y interaction and thus the transfer of ubiquitin.

aB-crystallin is also known for its anti-apoptotic properties and apoptosis may be involved in
fibrogenesis as it is known that bleomycin induces apoptosis in mice lungs. However, we did not find
any difference in the amount of apoptosis found in the lungs of aB-crystallin KO and WT treated mice
(Supplemental Figure S8).

The role of inflammation in the progression of pulmonary fibrosis remains a controversial issue (35,
36). Anti-inflammatory therapies have no impact in IPF progression despite the fact that
inflammatory events are present during the disease’s development (26, 37, 38). IL-18 has been
shown to be involved in myofibroblast formation through activation of TGF-f1 (39, 40). In the
present study we confirm that IL-1B-induced fibrosis is associated with TGF-B1 upregulation in
control mice, but not in aB-crystallin KO mice. We show in our in vitro and in vivo models that aB-
crystallin is upregulated in inflammatory conditions and that this aB-crystallin overexpression
increases Smad4 activity.

Today, there are very few relatively efficient drugs in the treatment of IPF. On-going clinical trials
include the anti-oxydant N-acetylcysteine (NAC), which increases cell resistance to oxidative injuries
and therefore may have a beneficial effect in fibrotic lung disease. Indeed, oxidative stress is involved
in the pathogenesis of pulmonary fibrosis and is deleterious for alveolar epithelial cells. Interestingly,
it has been shown in different models that aB-crystallin expression correlates with the levels of
reactive oxygen species, nitric oxide and lipid peroxidation (41, 42). We believe that the oxidative
stress in IPF lungs could be a stimulus of aB-crystallin expression that in turn contributes to the
activation of the profibrotic TGF-3 and Smad pathways.

Pirfenidone is another molecule tested in clinical trials reported to inhibit the progression of fibrosis
in animal models and in IPF patients. Although the exact mechanism(s) by which pirfenidone might

interfere with fibrosis in the lungs remains unclear, it has been reported to have a combined anti-
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inflammatory and anti-oxydative action. This small compound is also able to inhibit TGF-31 and
HSP47 expression (43, 44). Interestingly, it has recently been shown in retinal epithelial cells that
pirfenidone inhibits TGF-31 induced fibrogenesis by blocking the nuclear translocation of Smads (45).
Whether aB-crystallin might be involved in the anti-fibrotic effect of pirfenidone has yet to be
determined.

In conclusion, the present work demonstrates that aB-crystallin may be a key target for the

development of specific drugs in the treatment of IPF or other fibrotic diseases.
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Figure legends

x400

x200

Figure 1: aB-crystallin is expressed in fibrotic lung tissue.

A) aB-crystallin immunohistochemistry. | and ll- Representative non IPF patient (n=4), lll, IV, V and VI-
Area of established fibrosis from IPF patients (n=6). Hyperplastic alveolar epithelial cells (arrows 1
and 2) and myofibroblasts (arrow 3) are aB-crystallin positive. Magnification, 200x (I, Il and Ill) and
400x (IV, Vand VI). |, I, and IV, V, VI are respectively from separate control and IPF patients.

B) aB-crystallin immunohistochemistry on lung sections from mice receiving either NaCl (I) or
bleomycin (ll) by intra-tracheal injection. A representative image (400x, n=6) obtained at day 21 after
bleomycin treatment is shown. Ill) Negative control using IgG1 Ab (400x).

C) aB-crystallin immunohistochemistry on lung tissues from rats that received either a control

adenovirus (AdDL, | and IV) or the TGF-B1 encoding adenovirus (AdTGF-B1, Il and V) intratracheally. A
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representative image obtained at day 21 (upper panel 400x and lower panel 200x, n=6) after

adenovirus administration is shown. lll and VI) Negative controls using IgG1 Ab (200x and 400x).
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Figure 2 aB-crystallin KO mice are protected from bleomycin-induced fibrosis.
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A) aB-crystallin expression analysed by western blot on heart (left) and whole lungs (right) from
untreated SV129 KO and WT mice. HSC 70 served as a loading control.

B) Representative histology of WT and aB-crystallin KO mice lungs 21 days after i.t. administration of
NaCl or Bleomycin. Masson Trichrome staining 100x. (n=8).

C) Collagen quantification using a Sircol assay (right) or a histomorphometric method (left) in lungs
from WT and KO mice at D21. Mean = SEM, **p<0.01, n=6/group. Polarised light photography of
lung sections stained with Picrosirius Red (lower panel) from WT and KO mice at D21. Representative
images are shown (n=6).

D) HSP47 expression analysed by western blot on protein extracts from whole lung tissue of WT and
KO mice at D21. HSC70 served as a loading control.

E) Total mouse TGF-B1 was measured by ELISA on BALF from WT and KO mice 21 days after

intratracheal administration of bleomycin or NaCl. Mean + SEM, *p<0.05, n=6/group.
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Figure 3 aB-crystallin is involved in pulmonary fibrosis induced by a pro-inflammatory cytokine, IL-18.

A) Representative histology of WT and aB-crystallin KO mice lungs 18 days after i.t. administration of
AdDL (control) or AdIL1-B. Masson Trichrome staining 100x (upper panel). A representative image is
shown (n=10). Lung collagen quantification using a Sircol and a histomorphometric assay in WT and
aB-crystallin KO mice that received AdIL1-B or AdDL (control) (D18, lower panel). Mean + SEM,

*p<0.05 and **p<0.01, n=8/group.
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B) aB-crystallin and TGF-B1 RNA levels were analyzed by quantitative PCR in lungs from WT and KO
mice treated with AdIL1- B or AdDL (D6). Mean + SEM, *p<0.05, n=8/group.

C) TGF-B1 was measured by ELISA on lungs from WT and KO mice treated with AdIL1- B or AdDL
(D18). Mean * SEM, **p<0.01, n=8/group.

D) Western blot analysis of protein extracts from whole lungs of WT and KO mice at D18 after being

treated with AdIL1- B or AdDL. B-actin served as a loading control.
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Figure 4 aB-crystallin KO mice have a deficient TGF-81 pathway.
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A) Total TGF-B1 was measured by an ELISA assay that detects both human and rodent TGF-B1 on
BALF from WT and KO mice 7 days after intratracheal administration of AdTGF-f1 or AdDL (left). RNA
level of human TGF-B1 was analyzed by quantitative PCR on lung tissues from WT and KO mice, 7
days after intratracheal administration of AdTGF-B1 or AdDL. Mean + SEM, *p<0.05 and **p<0.01,
n=6/group.

B) RNA levels of mouse TGF-B1, PAI-1, Procollagen and aB-crystallin, were analyzed by quantitative
PCR on lung tissues from WT and KO mice, 7 days after intratracheal administration of AdTGF-1 or

AdDL. Mean * SEM, *p<0.05 and **p<0.01, n=6/group.
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Figure 5 aB-crystallin modulates the expression of genes downstream of the TGF-81 pathway.
A) RNA levels of aB-crystallin, TGF-B1, a-SMA, PAI-1 and Snai2 were analyzed by quantitative PCR on

primary type Il lung epithelial cells (AEC 1l) left untreated or treated with rTGF-B1 (6h, 10 ng/ml).

Mean = SEM, *p<0.05 and **p<0.01, n=7/group.
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B) RNA levels of aB-crystallin, TGF-B1, E-cadherin and PAI-1 were analyzed by quantitative PCR after

rTGF-B1 treatment in A549 cells transfected with either scrambled siRNA or aB-crystallin specific

SiRNA (24h, 10 ng/ml). Mean * SEM, *p<0.05 and **p<0.01, n=3/group.
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Figure 6 aB-crystallin modulates cellular localisation of Smad4.
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A) Immunoprecipitation (IP) of aB-crystallin in A549 cells after rTGF-B1 treatment was followed by
immunodetection of Smad4. Control Ig: non-relevant antibody. Input: non immunoprecipitated cell
extracts.

B) The nuclear and cytoplasmic populations of Smad4 were determined by cell fractionation of A549
cells transfected with an aB-crystallin specific siRNA or scrambled siRNA (control) and/or treated
with rTGF-B1 (10ng/ml, 12h and 24h). The nuclear protein PARP and the mitochondrial protein
HSP60 were used as controls for extract purity.

C) The nuclear and cytoplasmic populations of Smad4 were determined by western blot after cell
fractionation of A549 cells transfected with an aB-crystallin encoding vector or an empty vector
(control).

D) Smad4 nuclear and cytoplasmic presence was confirmed by immunofluorescence in A549 cells
transfected with a specific aB-crystallin siRNA (or scrambled siRNA) and treated with rTGF-B1 or cells
transfected with an aB-crystallin vector (or an empty vector as a control). Representative images are
shown (n=4).

E) The nuclear and cytoplasmic populations of Smad4 were determined by cell fractionation in A549
cells transfected with an aB-crystallin specific siRNA or a scrambled siRNA and treated with rTGF-B1
(10ng/ml, 12h). When indicated, LMB (20nM, 1h) was used to inhibit nuclear export. Lanes 1 and 2

were run on the same gel but were noncontiguous.
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Figure 7 Role of aB-crystallin in Smad4 monoubiquitination.

A) Immunoprecipitation (IP) of TIF1ly (upper panel) or FAM/USP9x (lower panel) in A549 cells treated
with rTGF-B1 (12h) was followed by immunodetection of aB-crystallin. Control Ig: non-relevant
antibody. Input: nonimmunoprecipitated cell extracts.

B) IP of ubiquitinated proteins in A549 cells transfected with an aB-crystallin siRNA or scrambled
siRNA (left untreated or treated with rTGF-f1) was followed by immunodetection of Smad4. Control

Ig: non-relevant antibody. Input: nonimmunoprecipitated cell extracts.
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C) IP of Smad4 in A549 cells treated with an aB-crystallin encoding vector or an empty vector was
followed by immunodetection of TIFly in nuclear and cytosolic fraction. Control Ig: non-relevant
antibody. Input: nonimmunoprecipitated cell extracts.

D) Smad4 nuclear and cytoplasmic location was confirmed by immunofluorescence on lung sections

from WT and KO mice receiving bleomycin (D21). Representative images are shown (n=5).
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Figure 8 Hypothetical mechanism of action of aB-crystallin on the Smad4-dependant TGF-61
pathway.

After TGF-B1 stimulation, the interaction between Smad4 and TIFly is decreased by aB-crystallin
thereby disturbing Smad4 monoubiquitination. As a consequence, Smad4 remains sequestered in the
nucleus where its pro-fibrotic activity is functional. In contrast, in the absence of aB-crystallin Smad4

monoubiquitination by TIF1ly is favoured and thereby its nuclear export.
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The lack of the small heat shock protein aB-crystallin hampers

pleural fibrosis by blocking TGF-B1 signalling

Bellaye P-S, Burgy O, Colas J, Wettstein G, Camus P, Garrido C, Bonniaud P.

Introduction

The pleura can be, as the lung parenchyma, the seat of fibrotic diseases. This often results from other
pleural disorders inducing fibrotic reaction in the mesothelium. Exposure to asbestos (46), pleural
reactions induced by drugs such as ergots (47) or cyclophosphamide (48, 49), hemothorax or
pneumothorax and tuberculosis are among the most common causes of pleural fibrosis. Depending
on the severity of the disease, pleural fibrosis can be associated with respiratory failure, quality of life
reduction and even mortality. There is no effective current therapies to reverse establish pleural
fibrosis. Pleural and pulmonary fibrosis have several properties in common and both are closely
related. They are characterized by an excessive extracellular matrix deposition and remodelling
observed in idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) typically start in subpleural lung regions (1, 50). Our
team demonstrated that TGF-B1 overexpression and bleomycin combined with carbon particles in
the pleural space led to severe pleural fibrosis invading the lung parenchyma (15, 17). We showed
that pleural mesothelial cells undergo a transformation similar to epithelial-to-mesenchymal
transition (EMT) and acquire the ability to migrate into the lung parenchyma playing a potential role
in IPF (17). Even though the EMT process is strongly debated in IPF (6, 7), we recently showed that
the inhibition of the small heat shock protein HSP27 favours the degradation of the transcription
factor Snail thus limiting the EMT process in mesothelial cells (51). This inhibition was associated with
beneficial effects on pleural and subpleural fibrosis (51).

aB-crystallin is another small heat shock protein often related to HSP27 which expression is known to

be enhanced by TGF-B1 (11, 12). aB-crystallin has a major role in cytoskeletal homeostasis
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suggesting a function of aB-crystallin in cytoskeletal architecture of fibroblast and myofibroblats
during the process of fibrogenesis. Recently, we demonstrated that aB-crystallin was able to favour
Smad4 nuclear localisation and activity in pulmonary epithelial cells and fibroblasts by disrupting the
complex between TIFly and Smad4. Indeed, by inhibiting TIFly/Smad4 complex formation aB-
crystallin abrogated Smad4 monoubiquitination by TIF1ly thus sequestrating Smad4 in the nucleus
enhancing the TGF-B1 pathway and subsequent fibrosis (my ref). As a consequence, 0aB-crystallin
deficient mice were protected from pulmonary fibrosis induced by bleomycin, TGF-B1 and IL-1p (my
ref).

These reasons led us to investigate the role of aB-crystallin on pleural fibrosis and pleural mesothelial
cells. We demonstrate here that aB-crystallin is strongly overexpressed in the pleura of IPF patient
and provide evidence that the lack of aB-crystallin has a protective effect on pleural fibrosis in vivo.
In vitro, we highlight a mechanism by which aB-crystallin favors the TGF-B1 pathway via subsequent
modulation of Smad4’s cellular localisation on mesothelial cells as we already observed in pulmonary
epithelial cells and fibroblasts. In our model, aB-crystallin downregulation limited mesothelial cells
EMT and hampered there migration thus abrogating their subsequent parenchymal invasion.

The present article highlights a potential role of the small heat shock protein aB-crystallin in the
transformation of pleural mesothelial cells through EMT participating to the subpleural initiation and

parenchymal invasion of mesothelial cells in the process of IPF.
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Materiel and methods

Human tissue samples for histology

Lung tissue samples were obtained by open lung biopsy (INSERM U700, Paris). IPF were diagnosed
according to the American Thoracic Society/European Respiratory Society consensus criteria (1),
including clinical, radiographic, and characteristic histopathologic features (n = 6). Control non IPF
lung tissue samples were obtained from smokers who underwent thoracic surgery for localized
primary lung carcinoma (n = 4). The local ethics committee (comité de protection des personnes, lle
de France 1) approved the study, and patients gave their informed consent before lung surgery.
Paraformaldehyde-fixed, paraffin-embedded sections of human lung tissue were pretreated in citrate
buffer pH6 for 40 minutes for antigen retrieval. Sections were then incubated with 1B6.1-3G4 anti-
aB-crystallin monoclonal antibody (Enzo Life Sciences) and positive cells were revealed using the
Vectastain ABC-alkaline phosphatase kit system (Vector Laboratories). Mouse 1gG1 was used to test

the specificity of immunostaining.

Recombinant adenovirus

The construction of adenoviral vectors has been described previously (52, 53) Briefly, TGF-1 cDNA
was cloned into a shuttle vector downstream a human CMV promoter and cotransfected with a
shuttle plasmid in 293 cells. The TGF-1 cDNA has cysteine to serine mutations at position 223 and
225, rendering the expressed TGF-31 biologically active. The control vector (AdDL) with no insert in

the E1 region was produced in the same way (52)

Animal procedures

SV129 Wild-Type (WT) mice (Charles River, Saint Germainsur-I'Arbresle, France) and SV129 Knock-
Out (KO) mice for the aB-crystallin gene were housed in pathogen-free conditions. The adjacent gene
HSPB2, which is located in the 5’ flanking region of the aB-crystallin gene in a head-to-head manner

with an intergenic sequence of less than 1 kb, was also knocked-out in those mice (21). Mouse food
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and water were provided ad libitum. The animals were treated according to the guidelines of the
Ministére de la Recherche et de la Technologie (Paris, France). All experiments were approved by the
Comité d’Ethique de I'Université de Bourgogne (Bourgogne, France). Procedures were performed
under anaesthesia by isoflurane inhalation (TEM, Lormont, France). For pleural/subpleural fibrosis,
adenovector and bleomycin/carbon particules administrations were performed by intrapleural
injection of 100 pl of sterile NaCl 0.9% containing a total of 5.10% plaque forming units (PFU) of
AdTGF-B1, AdDL, or AdLacZ as described by Decologne et al. (15, 17). Bleomycin (Sigma, St. Louis,
MO, USA, 20 mg/Kg) and carbon particles (carbon black 101, 90 nm

diameter; Degussa, Frankfurt, Germany, 0.1 mg/mouse) were administered following the same
protocol. Adenovectors were administered, without any surgery, by intrapleural injection on the
right side (6th intercostal space) with a 20-gauge needle, with animals in a left lateral decubitus
position. Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and pleural lavage fluid (PLF) was gathered as

previously described (16) and stored at -20°C after cell count was performed.

Collagen quantification (sircol and histomorphometry)

Histomorphometric assay - The amount of collagen in paraffin-embedded tissue sections was
quantified by staining with Picrosirius Red. The percentage of emission (reflecting the percentage of
collagen) of the pleural, subpleural and parenchymal areas were quantified (morphometry software
from Histolab/Microvision Instruments) as previously described (7). Briefly, collagen intensity in the
pleura was measured within a rectangle (constant length of

100 mm, width depending on pleura thickness). Collagen content was expressed as percentage of
emission multiplied by the surface of each rectangle. Collagen within the subpleural zone was
measured using circles (diameter 65 mm) randomly placed at a constant distance from the

pleural surface. Collagen content within circles was expressed as percentage of emission. Collagen
amounts were measured using 20 circles per sections placed randomly throughout the parenchyma.

Circles had a constant diameter. Large vessels and airways were excluded. The collagen content
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within the circles was expressed as the percentage of emission (5 measurements per picture, 8
pictures per animal).

Sircol assay - The sircol assay was performed on whole lung extract of the left lobe. Left lobes were
crushed in 1 ml of lysis buffer (Tris-HCl 10 mM, NaCl 2M, EDTA 1mM Tween 0.01%, pH 7.4) using an
Ultra-turax T25. Lysates were incubated over night at 4°C under agitation. Proteins were collected by
a 10 min centrifugation at 16000g. Collagen quantification was performed using a “Sircol kit”

(Biocolor LTD., Northern Ireland, UK) following the manufacturer’s recommendations.

TGF-61 quantification (ELISA)
Total human and mouse TGF-B1 from PLFs was determined using ELISA (R&D Systems, Lille, France),
performed according to the recommendations of the manufacturer. The sensitivity of this assay was

7 pg.ml™,

Cell culture

Met5A lung mesothelial cells (ATCC) were grown as monolayers in 5% CO2 at 37°C in Med199 (Lonza,
Paris, France), supplemented with 10% of Fetal Bovine Serum (FBS, Lonza). Cells were seeded at 40%
confluence one day prior to starting the treatment and then stimulated with recombinant human

TGF-B1 (rTGF-B1, R&D Systems, Minneapolis, MN) in complete medium at 10 ng/ml.

RNA interference and transfection

aB-crystallin RNA interference - aB-crystallin siRNA was purchased from applied biosystem
(Courtaboeuf, France). The sense and antisense sequences were respectively: 5
AGUCUUGUGACUAGUGCUG-tt-3" and 5'CAGCACUAGUCAVAAGACU-tt-3’. SiRNAs (50 nM) were
transfected using INTERFERin (polyplus, lllkirch, France) following the manufacturer’s
recommendations. Six hours after transfection, the medium was removed and cells were treated

with rTGF-B1 after 24h.
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g-PCR analysis

Total RNA from A549 cells was extracted using TRIzol (Invitrogen). Reverse transcription was
performed on the total RNA using the M-MLV kit (Promega, Charbonnieres, France). Quantitative RT-
PCR was performed on the cDNA using SYBR green master mix (Promega). The human forward and
reverse primer sequences were the following: aB-crystallin, 5=-CACCCAGCTGGTTTGACACT-3= and
5=-TTCCTCTGGGGAGAAGTGCT-3=; a-SMA, 5=-TGGTCGGTATGGGTCAGAAAG-3= and 5=
TCAGGGTCAGGATACCTCTCTTG-3=; PAI-1, 5=-CGTGGTTTTCTCACCCTATGG-3= and 5=-
CTGGGTTTCTCCTCCTGTTGTC-3=; and  TGF-Bl1, 5=CTGCTGTGGCTACTGGTGC3= and  5=-
CTTCACCAGCTCCATGTCGAT-3=. The mouse forward and reverse primer sequences were: aB-
crystallin, 5=-AGGGAAGTGGCTGTTGAGAAG-3= and 5=-GCCTCTTCGACCAGTTCTTCG-3=; TGF-B1, 5=-
CGTGGCTTCTAGTGCTGACGC-3= and 5=-CCATGTCGATGGTCTTGCAGGT-3=; PAI-1, 5=-

GGCCGTGGAACAAGAATGAGAT-3= and 5=-GCTTGAAGAAGTGGGGCATGAAG-3=.

Immunofluorescence

Cells were fixed with paraformaldehyde (4% PFA for 10 min) and permeated with a PBS-Triton (0.1%,
5 min) solution. After saturation of nonspecific sites with BSA (5%, 20 min), cells were incubated with
primary antibodies overnight in a humidified chamber at 4°C. Cells were stained for Smad4 (rabbit
clone EP618Y, Abcam), aB-crystallin (mouse clone 1B6.1-3G4, enzo life science). Goat anti-rabbit and
goat anti-mouse conjugated with Alexa Fluor 594 and Alexa Fluor 488 respectively (Molecular Probe,

InVitrogen, Cergy Pontoise, France) were used as secondary antibodies at a dilution of 1 : 2000.

Immunohistochemistry
After deparaffination (Xylene) and endogenous peroxidases inhibition (PBS- H.O, 1% 20 min),
sections were saturated (BSA 5%) and incubated overnight at 4°C with specific antibodies at a

dilution of 1 : 250 for the detection of aB-crystallin (Enzo life science), HSP47 (mouse clone
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M16.10A1, enzo life science) and a-SMA (mouse clone CGA7, santa cruz biotechnology). HRP-
conjugated goat anti-rabbit, (Jackson immunoreasearch laboratories, Suffolk, UK) was used as the

secondary antibody (1:250, 45 min).

Wound closure assay

When Met-5A cells were confluent, a wound was performed with a tip in the middle of the culture.
Cells were then transfected with aB-crystallin siRNA or a Scramble SiRNA and treated rTGF-B1 for
48h or left untreated. Pictures were taken immediately after the scratch and 48h after rTGF-B1

treatment (Zeiss,Oberkochen, Germany).

Statistical analysis
Comparison between different groups was performed using the non parametric Mann-Whitney test
implemented in the statview software. P values below 0.05 were considered as statistically

significant. All results are representative from at least 3 different experiments.
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Results

aB-crystallin is expressed in the pleura of fibrotic lungs.

Histological examination of lung section from patients affected by IFP showed that aB-crystallin was
up-regulated in the pleura of fibrotic lungs. Indeed, pleural mesothelial cells strongly expressed aB-
crystallin (Figure 1A). On the contrary, aB-crystallin was barely detected in pleura from non-IPF
patients. This result was confirmed using a rodent model of pleural fibrosis based on the
administration of adenoviruses encoding TGF-B1 in the pleural space of mice. We observed that
pleural fibrosis formation was correlated with a significant increase in aB-crystallin expression (Figure
1B). aB-crystallin was strongly expressed in animals that received AdTGF-f1 whereas no expression
of aB-crystallin was observed in the control animals receiving an empty adenovirus (AdDL) and that

did not develop pleural fibrosis (Figure 1B).

aB-crystallin KO mice are protected from bleomycin/carbon particule-induced pleural fibrosis.

Intrapleural injection of bleomycin combined with carbon particles (CB+BLM) is an established model
of pleural fibrosis in mice (15). Lung sections from WT and KO mice receiving both CB+BLM showed
that aB-crystallin deficient mice developed a less severe pleural fibrosis compared to WT mice at D21
(Figure 2A). This observation was confirmed by collagen quantification using histomorphometric
measurements. Collagen deposition in the pleura of WT mice appeared to be greater than collagen
content in KO mice (1.5 fold increase, Figure 2B). Further, the subpleural area of WT mice also
contained more collagen than subpleural area of KO mice after CB+BLM administration (2.5 fold
increase, Figure 2B). In contrast, collagen accumulation seemed identical in parenchyma of WT and
KO mice after they received CB+BLM (Figure 2B). CB+BLM-induced pleural fibrosis invaded the
subpleural area of WT mice to a larger extent than KO mice but did not lead to parenchymal collagen

accumulation at D21.

aB-crystallin KO mice are protected from AAdTGF-61-induced pleural fibrosis
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In order to confirm our results we used another pleural fibrosis model based on intrapleural injection
of AdTGF-B1 in the pleural space of mice. To our knowledge, this model has already been described
in rats (17) but this is the first time that it is used in mice. We observed that WT mice developed a
severe pleural fibrosis after AATGF-B1 administration compared to mice receiving control AdDL
(Figure 3A). However, whereas aB-crystallin null mice receiving AdDL appeared normal, the pleural
fibrosis induced by AdTGF-B1 in aB-crystallin null mice was strongly limited compared to WT mice
(Figure 3A). An ELISA assay from lungs of all groups validated our model by showing that both WT
and KO mice were able to similarly express the adenovirus encoding human TGF-B1 (Figure 3B). We,
then, investigated the collagen deposition in WT and KO mice using two methods of collagen
quantification, histomorphometry and Sircol assay. Both methods confirmed an increase of collagen
accumulation in WT mice receiving AdTGF-f1 compared to control AdDL WT mice
(histomorphomerty and Sircol: 1.5 fold increase, Figure 3C). However, this increase of collagen
accumulation was not found in mice lacking aB-crystallin (histomorphomerty and Sircol: 1.05 fold
increase compared to control AdDL KO mice, Figure 3C).

In line with our results, we demonstrated that HSP47, the chaperon for collagen, was also increased
in the pleura of WT mice compared to KO mice after intrapleural AdTGF-B1 administration (Figure
3D). Further, the increase in a-SMA, a myofibroblastic marker, induced by AdTGF-B1 was much lower

in KO compared to WT mice at day 10 (Figure 3E).

The lack of aB-crystallin KO impairs the TGF-81 pathway in vivo and in vitro.

The role of aB-crystallin in the TGF-B1 pathway as already been demonstrated in lung fibrosis on
epithelial cells and fibroblasts (My ref). Here we show that the lack of aB-crystallin inhibited the
expression of several TGF-B1 downstream genes such as PAI-1 and endogenous TGF- B1 itself in vivo
during pleural fibrosis (Figure 4A). aB-crystallin deficient mice has a less important up-regulation of

PAI-1 (5.5 fold decrease), endogenous TGF-B1 RNA (2.7 fold decrease, Figure 4A) after AATGF-f1
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intrapleural administration, suggesting a direct effect of aB-crystallin in the autoactivation loop of
TGF-B1.

We confirmed these results in vitro on Met5A pleural mesothelial cells. In aB-crystallin-deleted cells
(using RNA interference against aB-crystallin), we found a strong decrease in the expression of rTGF-
B1-induced genes, such as PAI-1, TGF-B1 and a-SMA (Figure 4B). Indeed, the known ability of TGF-f1
to up-regulate a-SMA in mesothelial cells (51) was countered by aB-crystallin inhibition (Figure 4B).
Accordingly with our results we hypothesized that aB-crystallin inhibition, was able to inhibit the

TGF-B1 signalling pathway in mesothelial cells.

The lack of aB-crystallin KO impairs Smad4 nuclear localisation and pleural cell migration.
aB-crystallin has already been demonstrated to inhibits Smad4 nuclear export by inhibiting Smad4
monoubiquitination by TIFly thus favoring TGF-B1 signalling pathway in lung epithelial cells and
fibroblasts (my ref). Here we show that aB-crystallin inhibition in pleural mesothelial cell hampers
Smad4 nuclear localisation induced by rTGF-B1 (Figure 5A). Therefore we hypothesized that aB-
crystallin function was similar in pleural cells than in lung epithelial cells and fibroblasts. Mesothelial
cells are known to be able to invade in the lung parenchyma during pleural fibrosis induced by TGF-
B1. In line with our hypothesis, we show that the down-regulation of aB-crystallin limited the
migration of mesothelial cells in vitro (Figure 5B) without affecting cell proliferation.

Mesothelial cells are known to be able to invade in the lung parenchyma during pleural fibrosis
induced by TGF-B1. In vivo, we stained mesothelial cells with B-galactosidase (blue staining) using
intrapleural injection of AdLacZ in association with AdTGF-B1 to induce pleural fibrosis. Therefore we
were able to determine mesothelial cell fate. We demonstrated that pleural cell invasion was largely
impaired in aB-crystallin deficient mice in comparison to WT mice after pleural fibrosis induction

(Figure 6).
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Discussion

Mesothelial cells are capable of plasticity and have the ability to change their phenotype in a similar
way to the epithelial cells. Indeed, in culture mesothelial cells lose their "epithelial" markers such as
cytokeratin and adopt a phenotype close to fibroblasts (51, 54). This mechanism appears similar to
epithelial cells EMT (17). This mechanism is characterized by an increase in a-SMA and vimentin and
a decrease in expression of E-cadherin and cytokeratin (55, 56). In animal models, the induction of
mesothelial cell EMT was also correlated with an increase in collagen expression by mesothelial cells
showing their potential involvement in the fibrotic process (57).

At the pleura, our team has shown that overexpression of TGF-B1 by adenovirus administration
within the pleural cavity induced a major pleural fibrosis with EMT induction of pleural mesothelial
cells (17, 51, 58).

The role of the pleura in pulmonary fibrosis is suggested by the initiation and progression of IPF from
the subpleural areas. This hypothesis is reinforced by models of pleural fibrosis induced by co-
administration of bleomycin/carbon nanoparticles or AdTGF-B1 developed in our team (15). A study
recently showed that in lung biopsies of patients suffering from IPF, positive cells for calretinin, a
marker of mesothelial cells, could be found in fibrotic areas into the lung (59). The number of
mesothelial cells found in lung parenchyma was correlated with the severity of the disease. This
same team then stained pleural mice mesothelial cells with GFP, while TGF-1 or NaCl (control mice)
was administered intranasally to the same animals to create lung fibrosis. GFP labeled cells were
found in the BAL of mice that received TGF-B1 but not in mice that received NaCl. These results seem
to confirm that the mesothelial cells have the ability to migrate from the pleural space to the lung
parenchyma. Using the same model, they showed that some of the mesothelial cells found in the
parenchyma expressed a-SMA, suggesting that these cells have underwent EMT.

In our study, we demonstrate that the lack of aB-crystallin protects mice from pleural fibrosis and
reduce collagen deposition in the pleura. Further, EMT of aB-crystallin depleted mesothelial cells is

inhibited as they no longer express a-SMA after rTGF-B1 expression. As it was demonstrated in lung
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fibrosis (my ref), aB-crystallin KO mice and aB-crystallin depleted mesothelial cells had a deficient
TGF-B1 pathway. Indeed, the TGF-B1 pathway was inhibited in pleural cells by the enhancement of
Smad4 nuclear export in cells lacking aB-crsytallin. The disturbance in TGF-B1 pathway inhibited the
transformation of mesothelial cells through the EMT process and abrogated there migration in vitro
and in vivo suggesting an important role of aB-crystallin in the invasion of parenchyma by
mesothelial cells after pleural fibrosis.

The present study highlight a role of the small heat shock protein aB-crystallin in pleuro-pulmonary
fibrosis. aB-crystallin could be an important biomarker for pleural fibrosis as it is strongly
overexpressed in pleura of fibrotic lungs. Further, we think that it might be a potential therapeutic
target to limit parenchymal invasion of mesothelial cells which might be at the origin of IPF. Our
team already demonstrated the role of HSP27 inhibition on protection against pleuro-pulmonary
fibrosis (51). However, mechanisms involved are different as HSP27 inhibition favors Snail
degradation thus inhibiting subsequent EMT of mesothelial cells whereas aB-crystallin inhibition
interfere with TGF-B1 pathway through Smad4 nuclear export enhancement. Targeting both HSP27
and aB-crystallin might be of great interest to prevent lung fibrotic disorders initiation and

progression.
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Figure legends

Figure 1: aB-crystallin is expressed in the pleura of fibrotic lungs.

A) aB-crystallin immunohistochemistry. |- Representative non IPF patient (n=4), ll- Pleura from IPF
patients (n=6). Pleural cells are aB-crystallin positive. Magnification, 200x.

B) aB-crystallin immunohistochemistry on lung tissues from mice that received either a control
adenovirus (AdDL, I) or the TGF-B1 encoding adenovirus (AdTGF-B1, Il and Ill) intrapleurally. A

representative image obtained at day 8 after adenovirus administration is shown (200x).

Figure 2 aB-crystallin KO mice are protected from bleomycin/CB-induced pleural fibrosis.

A) Representative histology of WT and aB-crystallin KO mice lungs 21 days after intrapleural
administration of NaCl or Bleomycin/CB. Masson Trichrome staining 200x. (n=10). Polarised light
photography of lung sections stained with Picrosirius Red (lower panel) from WT and KO mice at D21.
Representative images are shown (n=8).

B) Collagen quantification using a histomorphometric method in lungs from WT and KO mice at D21.
Mean + SEM, *p<0.05, **p<0.01, n=5/group. Measures were performed on the pleural, sub-pleural

and parenchyma areas.

Figure 3 aB-crystallin KO mice are protected from AJTGF-81-induced pleural fibrosis.

A) Representative histology of WT and aB-crystallin KO mice lungs 10 days after intrapleural
administration of AdTGF-B1 or AdDL (control). Masson Trichrome staining 200x. (n=8).
Representative images are shown.

B) Total mouse TGF-B1 was measured by ELISA on PLF from WT and KO mice 10 days after
intrapleural administration of AdTGF-B1 or AdDL . Mean * SEM, *p<0.05, n=6/group.

B) Collagen quantification using a Sircol assay and a histomorphometric method in lungs from WT
and KO mice at D10. Mean * SEM, *p<0.05, **p<0.01, n=6/group. Measures were performed on the

pleura.
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D) HSP47 staining on lung sections from WT and KO mice 10 days after intrapleural administration of
AdTGF-B1 or AdDL.
E) a-SMA staining on lung sections from WT and KO mice 10 days after intrapleural administration of

AdTGF-B1 or AdDL.

Figure 4 The lack of aB-crystallin KO impairs the TGF-81 pathway in vivo and in vitro.

A) RNA levels of Human and mouse TGF-B1, PAI-1, and aB-crystallin, were analyzed by quantitative
PCR on lung tissues from WT and KO mice, 10 days after intrapleural administration of AdTGF-f1 or
AdDL. Mean * SEM, *p<0.05 and **p<0.01, n=3/group.

B) RNA levels of aB-crystallin, TGF-f1, a-SMA and PAI-1 were analyzed by quantitative PCR after
rTGF-B1 treatment in Met5A cells transfected with either scrambled siRNA (control) or aB-crystallin

specific siRNA. Mean + SEM, *p<0.05, n=3/group.

Figure 5 The lack of aB-crystallin KO impairs Smad4 nuclear localisation and pleural cell migration.

A) Smad4’s cellular localisation was determined by immunofluorescence on Met5A cells transfected
with an aB-crystallin specific siRNA or scrambled siRNA (control) and/or treated with rTGF-B1.
Representative images are shown (n=4).

B) Scatch test performed on Met5A cells transfected with an aB-crystallin specific siRNA or scrambled
siRNA (control) and treated with rTGF-B1. Representative images at TO and T48h are shown (n=4).
Magnification x50 (I and II) and x100 (lll and IV). Brdu test (lower panel) shoawing no effect of aB-
crystallin inhibition on cell proliferation at TO and T48.

Figure 6 The lack of aB-crystallin KO impairs pleural cell migration in vivo.

Pleural cells were stained with B-galactosidase using intrapleural injection of AdLacZ combined to
intrapleural injection of AdTGF-B1 to induce pleural fibrosis. I- WT mice receiving AdLacZ + AdTGF-B1.

[I- aB-crystallin KO mice receiving AdLacZ + AdTGF-B1.
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Figure 4
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Figure 5
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Heat shock proteins and fibrosis: good or evil?

Bellaye Pierre-Simon, Burgy Olivier, Causse Sébastien, Garrido Carmen, Bonniaud Philippe

Introduction

Fibrosis is an essential process of tissue healing promoting wound repair, re-epithelialization and
restoration of the normal function of affected organs in cases of chronic injury. This protective
mechanism can be highly deleterious when it is out of control, leading to organ failure and diseases
such as, for example liver, cardiac, renal or pulmonary fibrosis. Whereas the process of fibrogenesis
can be slightly different depending on the affected organ, the major steps remain identical (60, 61).
Epithelial cell injury and apoptosis appeared to be one of the triggering events of the process.
Epithelial cell death results in inflammatory cell recruitment and important pro-fibrotic cytokine
secretion such as Transforming Growth Factor-B1 (TGF-B1). This pro-fibrotic environment leads to
neighbouring cells activation and contributes to fibrosis progression. One of the major events during
fibrosis is an abnormal and massive increase in extracellular matrix (ECM) deposition with notably
collagen accumulation. Myofibroblasts are considered to be the key cells of the fibrotic process since
they are the main responsible for ECM synthesis and are associated with disease progression (62).
Several hypotheses have been proposed to explain the origin of these aggressive cells. Resident
fibroblasts and circulating mesenchymal cells derived from bone marrow (fibrocytes) are thought to
contribute to the pool of myofibrosblast and ECM deposition (60, 63) under TGF-B1 stimulation.
Epithelial cells are also a major player in fibrogenesis since they can trans-differentiate to acquire a
myofibroblastic phenotype and thus contribute to the accumulation of ECM in the lung tissue. This
transformation, called Epithelial-to-Mesenchymal Transition (EMT), is initiated by the Transforming
Growth Factor-B1l (TGF-B1), a growth factor essential for fibrotic processes. The fibrotic process is
thus supported by both the apoptosis of epithelial cells leading to pro-fibrotic cytokines production,

mainly TGF-B1, but also by the myofibroblasts apoptosis inhibition producing excess ECM causing the
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disease. This "paradox" has been widely discussed in the literature and the action of TGF-B1 has been
demonstrated (64, 65). Cells acquiring myofibroblastic properties are characterized by the up-
regulation of myofibroblastics marker such as a-Smooth Muscle Actin (a-SMA) and the loss of their
epithelial markers such as E-cadherin (27).

Although TGF-B inhibits cellular proliferation of several cell types, it stimulates most mesenchymal
cells, induces the secretion of ECM, inhibits myofibroblasts apoptosis and is therefore strongly pro-
fibrotic (66). On the contrary, the ability of TGF-f to induce epithelial cell apoptosis may be another
mechanism whereby fibrosis is promoted, since impaired epithelial repair is increasingly recognized
as an important mechanism in fibrogenesis (67). Further, TGF-B1 is found to be increased in fibrotic
lung tissue from patient affected with pulmonary fibrosis (68) and the induction of severe prolonged
pulmonary fibrosis in rodents by the overexpression of active TGF-B in the lung is a confirmation of
its central role in fibrogenesis (53).

TGF-B is a 25 kDa protein consisting of two identical 12.5 kDa subunit chains joined covalently by
disulphide bonds. There is at least three mammalian isoforms of TGF-B, designed B1, B2 and B3
which all signal through the same surface receptors. The isoform TGF-B1 is the most common
secreted isoform, and is consistently found to be upregulated in fibrotic diseases (69). TGF-B
signalling occurs essentially through two main receptors: TGF- receptors type | and Il, TBRI and TBRII
respectively. These receptors are serine/threonine kinases. TRRIl is constitutively active and after
binding of its ligand, it activates TPRI via phosporylation (70). In turn, TBRI activates a large number
of intracellular signalling pathways through kinase activation, including the Smad pathway essential
for fibrogenesis, to initiate gene expression (71, 72). Smad proteins are direct effectors of the
activated TGF-B receptor complex and mediate signalling from cell surface receptors to the nucleus
(73, 74). They can be grouped in three classes: Receptor-activated Smad (R-Smad: Smad1, 2,3, 5 and
8); common-mediator Smad (Co-Smad: Smad4) and inhibitory Smad (I-Smad: Smad6 and 7).
Transphosphorylation of TBRI activates its kinase domain and phosphorylates R-Smads. Once

activated, R-Smads bind to Smad4 and translocate to the nucleus to regulate transcription of a large
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number of genes. The control of R-Smads activation is mediated in the cytoplasm by I-Smads that
prevent binding/phosphorylation of R-Smad by the activated TGF-B receptor. Post-transcriptional
levels of R-Smads are controlled, in part, by ubiquitine- proteasome-mediated degradation. Smurf
proteins (Smurf 1 and 2) are E3-ubiquitin ligase able to ubiquitinate R-Smad and drive them to the
proteasome system (75). Smad3 appears to be a crucial element in the signal transduction pathways
involved in wound healing and fibrosis (76-78). Indeed, Smad3 deficient mice are protected against
radiation-induced skin fibrosis (79) and against bleomycin-induced (80) and TGF-Bl-induced

pulmonary fibrosis (19).

Cells are constantly exposed to several aggressions caused by many environmental factors (heat
shock, oxidative stress, UV), pharmacologic agents exposition (heavy metal, alcohol, chemotherapy)
or certain pathological conditions. Protective mechanisms should establish in cells in order to
maintain their proper functions. The “heat shock response” was first highlighted in 1964 in
drosophila by Ritossa (81, 82) and is characterized by the expression of a particular protein family,
the Heat Shock Proteins (HSPs). HSPs are cellular proteins highly conserved in many species such as
yeast, bacteria, plants, animals and humans.

In normal conditions HSP are able to interact with mature and immature proteins, to help folding of
proteins synthesised de novo, to stabilize them, helping them to reach organelles such as the
mitochondria or the endoplasmic reticulum, and participate to the protein turn-over (83). During
stress the proper folding of proteins can be affected leading to a loss of protein function. The
accumulation of misfolded proteins enhances the formation of aggregates which disrupt the cellular
machinery and can lead to cell death. HSPs are able to support misfolded proteins in order to give
them their proper folding. When refolding is impaired, misfolded proteins can also be driven by HSPs
through the proteasome system where defective proteins will be destroyed (84, 85). While HSPs
represent already 2-3% of total cellular protein at baseline, their expression is strongly induced after

stress. This induction occurs through specific transcription factors, heat shock factors (HSF), which
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have the ability to bind DNA at specific sites called Heat Shock Elements (HSE) found in promoter of
HSPs genes (86). In normal conditions HSF-1 is sequestrated in the cytoplasm by HSP70, HSP90 and
several co-chaperones (87, 88). In stress conditions, the HSPs release HSF-1 to bind misfolded
proteins causing the phosphorylation, the activation and the trimerisation of HSF-1 which migrates
into the nucleus, interacts with HSE and finally induces the transcriptional activation of HSPs.

In mammals, heat shock proteins are classified into six major families according to their molecular
weight: HSP47, HSP60, HSP70, HSP90, HSP100 and the small Heat Shock Protein family (sHSP) (89).
Although HSPs share many common properties, each family has specific particularities in their
cellular localization, their dependence of ATP to operate, their substrate specificity and the type of
disease in which they may be involved.

According to their chaperon activity, HSPs are involved in many essential cellular mechanisms. For
instance, several studies have shown that HSPs could inhibit apoptosis by interacting with proteins
involved in this process such as cytochrome c, caspases or Apaf-1 (Apoptotic protease-activating
factor 1) (90-93). HSPs can also be involved in cytokines induction (94), inflammation (95) and
cytoskeleton related diseases (96). Recruitment of inflammatory cells, abundant secretion of
profibrotic cytokines, mainly TGF-B1, increases in oxidative stress, apoptosis and degradation via the
proteasom system are events occurring during fibrogenesis and that are prone to involve HSPs.

HSPs have been largely described to be involved in the pathogenesis of cancer (97). HSPs take part in
several molecular mechanisms of cancerous cells, including proliferation (98), invasiveness (99) and
angiogenesis (100, 101). In several reports, HSPs appeared beneficial for cancerous cells and thereby
deleterious for patients affected by a wide range of cancer types (102). HSPs inhibition then appears
to be of great interest to improve chemotherapy efficiency and cancer outcome (103-105).
Fibrogenesis and cancer share several properties as both pathogenesis are characterized by genetic
alterations, uncontrolled cell proliferation, altered cell interactions and communication and tissue

invasion (106). The current review will discuss the involvement of HSPs in the process of fibrogenesis
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and in established organ fibrosis and will show that although HSPs share several essential properties;

their role in fibrotic diseases can sometimes be conflicting.
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HSP90

HSP90 is the most abundant protein in eucaryotic cells as it represents 1% of the total pool of cellular
proteins (107). The HSP90 family is composed of 4 main members: HSP90a, HSP90B, GP96 and
TRAP1. All members belonging to the HSP90 family require ATP for their activity and are induced by
several stresses.

GP96 (Glycosylated Protein 96) is a molecular chaperon localised in the endoplasmic reticulum (ER)
which is responsible for protein maturation and proper folding of newly synthesised proteins.
Recently GP96 has been shown to act on the immune system activation. Therefore, some studies
report that GP96 could participate to antigen presentation especially by antitumoral antigen
chaperoning (108). GP96 has also been demonstrated to have a role in reticulum endoplasmic stress
(ER-stress(109)). Recent articles showed an implication of ER-stress in epithelial injury at the origin of
fibrosis (110, 111). However, the involvement of GP96 in ER-stress and fibrosis has not been
investigated yet.

The role of TRAP1, Tumor necrosis factor Receptor-Associated Protein 1, is not well understood. It is
known to be localised into the mitochondria. Nonetheless, despite its similarity to HSP90 it does not
interact with usual client proteins of the HSP90 family.

HSP90a (HSP86) and HSP90B (HSP84) are the two main member of the HSP90 family. Both isoforms
result from a duplication of the original gene and share 86% of homology. Three domains are
composing HSP90: the N-terminal domain serve to bind ATP and the central domain is required for
ATPase activity and client proteins whereas the C-terminal domain is necessary to allow HSP90
dimerisation. HSP90 acts mainly as homodimers (a-a or B-B), even if it can also form heterodimers
(a-B) or monomers. Briefly, as a flexible dimer HSP90 is able to bind a client protein, then the
hydrolysis of an ATP molecule by HSP90 results in a conformational change stabilising the client

protein (112).
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HSP90 is also involved in cytoskeleton stabilisation by binding actin and tubulin. This interactions
preserve the cellular integrity after stresses and the intra-cytoplasmic localisation of proteins (113)
suggesting a role of HSP90 in cytoskeletal changes often observed during fibrogenesis.

The recent finding of specific inhibitors gave new clinical interest about HSP90. 17-AAG (17-
(Allylamino)-17-demethoxygeldanamycin), derivated from the geldanamycin, is a chemical
compound able to specifically bind the ATP-binding site of HSP90 thereby inhibiting its activity. 17-
AAG is now on clinical trial phase Ill for its anti-tumoral properties. This compound has a high
therapeutic potential as by inhibiting HSP90 it could sensitize cells to cytotoxic agents used for
chemotherapy. Furthermore, in cancer cell, the affinity of HSP90 for ATP is increased by 100 fold. As
17-AAG mimics ATP, its affinity in tumoral cells is enhanced giving an anti-tumoral specificity to this

inhibitor (114).

Although the number of studies linking HSP90 and fibrogenesis is limited, some recent articles relate
a beneficial effect of HSP90 inhibitors on tissue fibrosis. Noh et al. nicely demonstrated that 17-AAG
was able to prevent fibrotic events, such as a-smooth muscle actin (a-SMA, myofibroblast marker),
ECM components (fibronectin and collagen ) upregulation and E-cadherin (epithelial marker)
downregulation, in vitro using kidney cells lines stimulated with rTGF-B1 and a murine model of renal
fibrosis in obstructed kidney (115). Similar results were found in liver fibrosis where the HSP90
inhibitor hampered the activation and reduce survival of hepatic stellate cells (HSCs), the major
participants in hepatic fibrosis. Indeed, 17-AAG downregulated collagen | and a-SMA expression
levels and induced apoptosis of HSCs in vitro (116). Further, HSP9O0 inhibitor totally abrogated EMT in
lung epithelial cells (A549 and H658) by inhibiting TGF-B1 induced E-cadherin downregulation and
blocked N-cadherin, a-SMA and vimentin up-regulation. These results were correlated with inhibition
of TGF-B1-induced changes in cell morphology and stress fiber formation in lung epithelial A549 cells

which might be of importance in context of fibrosis (117).

251



Several mechanisms have been proposed to explain the role of HSP90 in fibrotic processes. Recent
articles based on kidney and lung cell lines showed that 17-AAG was able to block the entire TGF-B1
signalling pathways abrogating Smad2/3, Akt, GSK-3B, and ERK phosphorylation (115, 117-119).
Indeed, HSP90 inhibition prevented the transcription of TGF-B1 target genes thus inhibiting the EMT
process (117, 118). Authors demonstrated that HSP90 inhibition by 17-AAG countered the protective
role of HSP90 on TGF-B1l receptors (mainly TGF-B type Il receptor, TBRIl) by decreasing the
interaction between HSP90 and TBRII and leading to TBRII degradation by the ubiquitin-proteasome
system. They also identified that Smurf2 was responsible for TBRII degradation in absence of HSP90
(115, 118, 119).

As activated hepatic stellate cells (HSCs) have been demonstrated to be the major participants in
hepatic fibrosis, inactivation and apoptosis induction of those cells has become an important
antifibrotic therapeutic strategy. Regarding the anti-apoptotic functions of HSPs, HSP90 inhibitors
(17-AAG, VER-49009 and VER-49009M) have been demonstrated to inhibit proliferation (120) and
favour apoptosis (116) of activated hepatic stellate cells (HSCs). Activated HSCs are the most
important ECM producer during hepatic fibrosis and NFkB is an essential mediator for HSCs activation
and survival (121). During HSCs activation, HSP90 chaperons the Glucocorticoid receptor (GR) which
is a binding partner of both HSP90 and NFkB. This sequestration of GR by HSP90 liberates NFkB and
favours its nuclear translocation resulting in HSCs activation. In this context, the inhibition of HSP90
by 17-AAG enhances GR/NFkB complex formation and preventes NFkB signalling activation (116). In
addition, 17-AAG inhibited the activation of the HSP90 client protein Akt which also participates to
NFkB activation (116, 120). Therefore, HSP90 inhibition was able to induce HSCs apoptosis by
disrupting NFkB signalling through two distinct ways, inducing GR/NFkB complex formation and
inactivating Akt. Furthermore, 17-AAG also suppressed HSCs activation prior to apoptosis induction

as it reduced a--SMA expression and TGF-B-induced collagen synthesis (116).
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The chaperon activity of HSP90 on both TGF-B and the Glucocorticoid receptor participates to fibrotic

signalling activation (TGF-B and NFkB pathways). The inhibition of this HSP thus may prevents fibrotic

events and might be of interest in new drug development to limit fibrotic disorders.
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Left: HSP90 forms a complex with TBRII inhibiting its ubiquitination and degradation by the proteasom. In

parallel, HSP90 binds the Glucocorticoid Receptor (GR) enabling NFkB nuclear translocation and activity. Right:

17 AAG binds the ATP-binding domain of HSP90 and therefore inhibits its activity. The disruption of the

HSP90/TBRII complex allows the binding of Smurf2 on TBRII thus inducing its ubiquitination and degradation.

17AAG also disturbs GR/HSP90 complex enabling the interaction between GR and NFkB. This induces the

sequestration of NFkB in the cytoplasm and inhibits its activity.
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HSP70

There are eight members composing the HSP70 family which have high homologies and are well
conserved in several organisms from bacteria to human. HSP70 family proteins are certainly the most
studied HSP concerning immunity, cancer and fibrosis. Among HSP70 family, HSC70 (Heat Shock
Cognate 70), HSP70.2, GRP75 (Glucose-Regulated Protein 75), GRP78 and HSP70 are constitutively
expressed and participate to cellular homeostasis whereas HSP70 (HSP72) and HSP70-6 are inducible
in stress conditions (122).

HSP70 (HSP72) is the major member of the family and its function is ATP-dependant. It participates
to protein aggregation prevention by redirecting unfolded or misfolded proteins to the proteasomal
degradation system. This HSP also has a role on apoptosis and participates, under stress conditions,
to ribosome translocation and assembly (123).

HSP70 operates in cooperation with a co-chaperon, HSP40, which helps client proteins to bind the
peptide binding domain of HSP70. The hydrolysis of ATP at the ATP-binding domain of HSP70 induces
a conformational change which allows HSP70 to capture client proteins. The fixation of another ATP
molecule to HSP70 releases the client protein properly folded (124). If the client protein is not
functional it can bind again to HSP70 or other HSP, or it can be driven to the proteasome system for
degradation.

The main studied function of HSP70 concerns its anti-apoptotic role as it is able to bind several
molecules that are involved in multiple apoptotic pathways. Thus, HSP70 has been shown to inhibit
both caspase-dependant and independant apoptotic pathways by inactivating Apaf-1 and AIF
(apoptosis-inducing factor), two key factors of caspase-dependent and caspase-independent
apoptosis respectively (125).

HSP70 is highly overexpressed in cancerous cells protecting them from apoptosis. For instance, it has
also been linked to mitochondrial apoptosis by its ability to block Bax translocation to the
mitochondria and mitochondrial protein release (126) and by increasing the stability of Bcl-2 (127).

For these reasons HSP70 inhibition has become of major interest to improve anti-tumoral therapy.
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Unlike HSP90, HSP70 inhibitors are recent and their number is limited. Peptidic aptamers inhibiting
HSP70 have been recently developed (105) and a pharmacologic molecule, gefitinib, an EGFR
inhibitor utilized in cancer therapy, has been demonstrated to inhibit HSP70 expression (128).
However, most recent studies demonstrate a protective role of HSP70 against fibrogenesis. Thus,
several methods have been developed to induce HSP70 using, for instance, HSP70 transgenic mice,
hyperthermia or pharmacologic agents such as geranylgeranylacetone (GGA).

The protective role of HSP70 on fibrotic processes has been recently well documented. In 2007,
Wakisaka et al. demonstrated in vitro on primary cardiac fibroblast and in vivo that heat shock
prevented Angiotensin-ll-induced cardiac fibrotic response in the atrium via HSP70 up-regulation.
Cardiac atrial fibrosis is known to be driven by an increased activity of ERK activating kinases MEK1/2
leading to ERK1/ERK2 phosphorylation exacerbation (129). Angiotensin-II activates MEK-ERK cascade
through binding to AT1-receptor causing fibroblast proliferation and activation favouring atrial
fibrosis (130). HSP70 up-regulation induced by heat shock could lead to attenuation of Angiotensin-II-
induced signals resulting in a negative regulation of ERK1/ERK2 phosphorylation and finally inhibits
fibroblasts differentiation into myofibroblasts by preventing a-SMA expression, TGF-B1 secretion and
ECM synthesis (131).

GGA is an anti-ulcer drug that has been reported to induce HSP70 in vitro and in vivo resulting in
fibrosis outcome improvement concerning several organs such as lung and kidney (132-134). GGA
has been demonstrated to prevent most important events occurring during fibrotic processes. It
reduces significantly organ damages after lung and kidney fibrosis induction and leads to the
limitation of ECM deposition. In vivo, GGA-mediated HSP70 up-regulation also prevented
myofibroblasts differentiation and EMT followed by a decreased number of a-SMA positive cells
(132, 133). In line with its cytoprotective role, HSP70 up-regulation prevented epithelial apoptosis in
lung and kidney, one of the major triggering events of fibrogenesis. In a study performed in 2009
based on HSP70 induction by GGA in a bleomycin-induced pulmonary fibrosis model, authors

demonstrated a decrease in the number of recruited inflammatory cells. Indeed, the expression level
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of MIP-2, the most specific chemokine for neutrophils recruitment, was dramatically decreased by
GGA treatment after lung fibrosis induction. HSP70 up-regulation in mice also protects lung epithelial
cells from apoptosis and inflammation induced by bleomycin thus preventing fibrosis (133).

In vivo evaluation of GGA effects on obstructed kidney models showed limited damages and
reduction in ECM deposition. TGF-B1 induced myofibroblasts differentiation via EMT also appeared
limited by HSP70 up-regulation in vitro and in vivo correlated with E-cadherin expression
preservation and a-SMA production prevention. Apoptosis is a part of triggering events in
fibrogenesis. Interestingly, Mao et al. also reported that HSP70 up-regulation via GGA in a kidney
fibrosis model reduced renal tubular TGF-B1-induced apoptosis, in accordance with its well known
cytoprotective effect (135).

In 2010, Tanaka et al. demonstrated that transgenic mice overexpressing HSP70 (tgHSP70) were
protected from lung inflammation and fibrotic lesions caused by bleomycin. Authors showed that
TGF-B1 production and pro-inflammatory cytokines expression after bleomycin administration was
lower in tgHSP70 mice compared to WT mice explaining the limited fibrosis observed in mice that
overexpress HSP70. In vitro, HSP70 inhibiton was able to favour the EMT process induced by TGF-B1
but could not activate fibroblasts (132). The same team showed in 2011 that administration of an
HSP70 inhibitor, gefitinib, in mice lungs exacerbates pulmonary fibrosis induced by bleomycin (128).
In a model of kidney fibrosis, Zhou et al. proposed a mechanism of action of HSP70 on TGF-B
pathway explaining the protective effect of this HSP on fibrogenesis. They showed that HSP70
induction via GGA in vivo and in vitro inhibited phosphorylation and nuclear translocation of Smad3
abrogating EMT and fibrosis (134). Apparently the peptide binding domain (PDB) of HSP70 was
necessary for the protective function of HSP70 since the overexpression of a HSP70 mutant lacking
the PBD was not able to prevent neither EMT nor fibrosis in their model. This suggests that HSP70 act
as a chaperon on Smad3 via the PBD and sequestered it in the cytoplasm hampering the TGF-B1
pathway necessary for fibrogenesis (134). Interestingly, another study revealed a similar effect of

HSP70 on phosphorylation and nuclear translocation of Smad2 on a kidney cell line (136).
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Another in vitro study showed an inhibitory effect of HSP70 induction on TGF-B1 pathway in which
authors proposed a different mechanism involving a direct role of HSP70 on TGF-B receptors | and Il
(TBRI and TBRII). Indeed, they showed that HSP70 upregulation by Geldanamycin decreased the
endogenous expression level of TBRI and TBRIl in a time and dose-dependent manner (137).
Geldanamycin induced the formation of a complex between HSP70 and TGF- receptors causing TBRI
and TBRIl ubiquitination and proteasomal degradation. The precise mechanism involved is not clearly
defined yet but authors suggest the role of the protein CHIP, a chaperon-dependent E3 ubiquitin
ligase. Indeed, CHIP is known to regulate TRRI stability and to interact with HSP70 (138).

Further, Kahloon et al. recently highlighted a role of an autoimmune response in idiopathic
pulmonary fibrosis (IPF) severity in humans. Indeed, they demonstrated an increase in HSP70 auto-
antibodies in patient affected by IPF which was correlated with more severe Forced Vital Capacity
(FVC) decline and a significantly higher mortality at one year (139). Authors found that anti-HSP70
autoantibodies of IPF patients interfere with the normal immune response and cause pro-
inflammatory reaction in lungs. Indeed, anti-HSP70 autoantibodies were able to activate monocytes
and lymphocytes leading to an increase in IL-8 and IL-4 production, two cytokines involved in
pulmonary fibrosis progression (139). For the first time, autoimmune response against HSp70 has
been linked to fibrosis outcome in human individuals. These findings suggest that the study of
autoimmune response against HSP70 autoantibodies could give useful clinical information in IPF
patients, and could help for the understanding of IPF progression (139, 140). Further, Cai et al.
demonstrated that extracellular HSP70 had a role on cardiac fibrosis in a pressure overload model.
Indeed, inhibition of extracellular HSP70 by an anti-HSP70 antibody reduced cardiac hypertrophy and
fibrosis. Therefore, extracellular and intracellular HSP70 appear to have contradictory functions as
extracellular HSP70 aggravated cardiac fibrosis whereas intracellular HSP70 had a protective effect
on fibrogenesis (141). Extracellular HSP70 inhibition limited the binding of HSP70 to TLR4 thus
reducing macrophage infiltration, inflammation and TGF-B1 production in the heart. Authors

presented extracellular HSP70 as a new therapeutic target against cardiac fibrosis (141).
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The number of study revealing a role of HSP70 up-regulation on the TGF-B pathway might explain the
interest of researchers for this HSP in the context of fibrogenesis. The inhibition of this major
pathway of fibrogenesis is, indeed, a key for regulating myofibroblasts differentiation and
subsequent ECM deposition causing fibrotic diseases. HSP70 seemed to be involved at several step of
TGF-B pathway including Smad2 and Smad3 phosphorylation and TGF-B receptors stability. From this,
chemical agents inducing HSP70 expression could represent interesting molecules for further
therapeutic therapy triggering fibrotic disorders.
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Figure 2: HSP70 induction disturbs the TGF-61 pathway

Left: In case of low HSP70 level the TGF-81 pathway is not affected. Right: HSP70 is able to bind Smad2 and
Smad3 limiting their phosphorylation and nuclear translocation hampering the TGF-81 signalisation. HSP70 is
also able to bind TBRI and TBRIl to induce their ubiquitination and proteasomal degradation. Even if the

mechanism is not fully understood, authors suggest the role of the E3-ubiquitin ligase CHIP in this process.
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HSP110

High-weight HSPs constitute a heterogeneous group of stress protein belonging to the HSP70
superfamily (142). Divers HSPs of 110kDa are encoded in mammary: HSPA4, HSPA4L, HSP105 and
HSP110 are cytosolic proteins while GRP175 is related to the endoplasmic reticulum. HSP110 are
inducible chaperons contrary to HSP4A. These stress proteins are largely conserved from yeast to
human (143).

Their structure is close to HSP70 and is essentially composed of a peptide binding domain (PBD) and
a nucleotide binding domain able to bind ATP. HSP110 chaperones seem to share different functions.
In vitro HSP110 can prevent protein aggregation (144) and some studies showed that HSP110 plays a
role in protein refolding in mammalian cells (145).

HSP105, a member of HSP110 family, has been shown to interact with HSP70 in a murine cell model.
In this complex, HSP105 is shown to be an important factor in the HSP70 refolding machinery by
acting as nucleotide exchange factor (146, 147).

Proteins belonging to the HSP110 family seem to be involved in many human diseases; however their
role in fibrosis remains poorly described. Using a cardiac pressure overload murine model, Mohamed
et al. highlighted the role of HSPA4 in cardiac hypertrophy and fibrosis. The expression of HSPA4 has
been found to be upregulated in pressure overloaded hearts. Cardiac fibrosis induced by pressure
overload was aggravated in HSPA4”" mice and correlated with an increase in interstitial fibrosis and
an enhanced expression of collagen Il and TGF-B1 (148). The lack of HSPA4 was associated with the
activation of several signaling pathways involved in cardiac hypertrophy development such as
gp130/STAT3, CaMKIl and calcineurin-NFAT (149). The authors also showed an increase of misfolded
proteins in HSPA4”7 cardiac cells causing an accumulation of polyubiquitinated proteins as a

consequence of the alteration of chaperone activity normally driven by HSPA4 (148).

HSP47
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HSP47 represents the most largely studied heat shock protein in the context of fibrogenesis in
regards of its role on collagen biosynthesis. To date, this ATP-independent ER-glycoprotein is the only
substrate-specific HSP. The C-terminus ER-retention signal RDEL-sequence drives HSP47 cellular
localisation in the ER (150, 151). Even though HSP47 interact with other proteins (PDI, GRP78 and
GRP94 (glucose-regulated HSPs) in the ER, its major role mainly concerns collagen maturation,
biosynthesis and secretion. Its expression is always found in parallel to collagen biosynthesis and is
totally excluded from non-collagen secreting cells (22, 152). The literature reveals that HSP47 could
act at several steps during collagen maturation, preventing newly-formed procollagen chains
aggregation and degradation in the ER (152), promoting stability of the triple-helical region of
procollagen and aiding collagen secretion (22, 153, 154). An increase in HSP47 expression has been
shown to be correlated with collagen deposition in fibrotic disorders affecting either liver (155),
kidneys (156) and lungs (157). HSP47 as also become both a biomarker and a therapeutic target of

great interest in fibrogenesis.

Figure 3: HSP47 staining in fibrotic lung correlated with collagen up-regulation

HSP47 is up-regulated in association with collagen during pulmonary fibrosis. |- Lung section from mice
receiving NaCl intratrachealy at D21. II- Lung section from mice receiving bleomycin intratrachealy to induce
pulmonary fibrosis at D21. Hsp47 immuno-staining (upper panel) and picrosirius red staining for collagen (lower
panel).

As collagen accumulation is the hallmark of fibrotic diseases, HSP47 has largely been used as a

marker of fibrotic lesions and fibrosis progression. In rats, HSP47 has been shown to be link with

collagen expression in fibrosis models affecting several organs. HSP47 mRNA has been demonstrated
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to be upregulated in parallel with collagen | and 1l mRNAs during liver fibrosis (155). Likewise,
elevated levels of HSP47 were found during kidney and peritoneal fibrosis also correlated with
collagen deposition and disease progression (158-160). Concerning lung fibrosis, a study driven on a
mouse model showed an increase in HSP47 level in cells expressing a-SMA and vimentin
(myofibroblastic markers) (23). Another study has shown that HSP47 mRNA was also upregulated in
myofibroblasts expressing a-SMA, in type Il pneumocytes and in macrophages present in fibrotic
areas (161). These results suggest that myofibroblasts may synthesize procollagen during the fibrotic
process induced in lung through an upregulation of HSP47 mRNA which give an important role for
this HSP in fibrogenesis. This association between HSP47 and collagen accumulation was confirmed
in patient affected by Oral Submucous Fibrosis by Kaur et al. in 2001 (162). The co-expression of
HSP47 and procollagens has also been shown in myofibroblasts and type Il pneumocytes of

individuals affected by pulmonary fibrosis (163).

More recently, researchers tried to better understand mechanisms involving HSP47 and tried to
overcome HSP47 upregulation to develop new therapeutic strategies. The inhibition of HSP47 has
thus become of great interest to limit or prevent fibrotic events in vivo. In 2007, Xia et al. designed a
delivery system for HSP47 siRNA using cationized gelatin microspheres in an Unilateral Ureteral
Obstruction (UUO) model for kidney fibrosis. This delivery method prolonged the inhibitory effect of
HSP47 expression compared to classical siRNA administration (14 days instead of 7 days). Localisation
of the siRNA was found in tubular epithelial cells and in tubulointerstitial cells at days 7 and 14 in
fibrotic mice. They demonstrated that the inhibition of HSP47 expression reduced type IV, Il and |
collagen expression and accumulation in mice affected by UUO and considerably ameliorated renal
interstitial fibrosis (164). A similar method was used more recently showing impressive results on
peritoneal fibrosis. Indeed, the delivery of HSP47 siRNA suppressed collagen and TGF-B1 expression

and macrophage infiltration therefore inhibiting the development of peritoneal fibrosis (165).
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Similar results were found in intestinal fibrosis using IL-10 KO mice, which spontaneously develop
colitis during aging. IL-10 KO mice develop characteristic fibrotic features with important collagen
deposition associated with TGF-B1 and HSP47 expression upregulation. Positive cells for HSP47
staining were found to be localized with collagen accumulation mainly in the lamina propria,
muscularis mucosa, and submucosal area in the colonic tissues. Noting the correlation between
HSP47 and collagen, the authors targeted HSP47 expression with HSP47 siRNA in IL-10 KO mice. As in
renal fibrosis the local inhibition of HSP47 expression reduced drastically collagen deposition and
ameliorated intestinal fibrosis (166).

Chen et al. also studied the role of HSP47 in keloid disease a fibroproliferative disorder affecting
cutanous cells. Their first study in 2006 was focused on keloid fibroblast cells transfected with an
HSP47 siRNA. They demonstrated that following HSP47 inhibition intracellular and extracellular
collagen was reduced (167). In 2010, the same authors studied HSP47 dowregulation in vivo using a
keloid animal model based on subcutaneously implantation of human keloid dermal tissues (168).
After HSP47 downregulation in vivo, the volume of implants was reduced compared to control mice.
This reduction was correlated with the reduction of collagen expression. From both studies they
proposed that HSP47 overexpression in keloid fibroblasts and in keloid animal models could explain
the excess of collagen deposition, therefore HSP47 inhibition could represent a new therapeutic
approach in vivo.

In 2007 three other studies by Hagiwara et al. reported protective effect of HSP47 inhibition in vivo in
several lung fibrosis models (169-171). Regardless the pulmonary fibrosis models used (paraquat-
induced, bleomycin-induced, LPS-induced), HSP47 downregulation reduced lung injury and collagen
deposition and improved lung morphology and function of rats. Even though in those study HSP47
siRNA were administrated after the induction of fibrosis, authors proposed that HSP47 inhibition

might be of great interest to stop or even reverse the progress of fibrogenesis and resulting diseases.
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Surprisingly, among the many publications highlighting the role of HSP47 in the process of fibrosis,
few studies suggest a mechanism of action. A study performed in 2007 has shown a role of
neutrophiles in the HSP47 upregulation. The authors suggest that the a-defensines secreted by
neutrophiles during their recruitment to the site of tissue injury are capable of activating the MAPK
pathway in neighboring epithelial cells thus inducing the increase of HSP47 expression (172).
Furthermore, in a renal fibrosis model using human proximal tubular epithelial cells stimulated with
TGF-B1, Xiao et al. demonstrated that ERK1/2, JNK and MAPK inhibitors were able to block HSP47
expression induced by TGF-B1. In their model, the inhibition of those pathways suppressed the
overexpression of ECM proteins and PAI-1 thus limgtfibrogenesis. Authors suggest that during
renal fibrosis TGH1 would enhance HSP47 expression thro&BK1/2 and JNK MAPK signalling
pathways enhancing collagen synthesis (173). TGF-B1 is not the only cytokine able to induce HSP47.
IL1B, an inflammatory cytokine, has been shown to upregulate, alone or in combination with TGF-1,
HSP47 at the protein and mRNA level (174). TGF-f1 and IL1B were able to favor HSF1 nuclear
localisation and enhance HSF1 trimerisation leading to an increase in HSF1 binding on specific gene
response element such as HSP47 (Figure 4). The authors speculate that HSP47 could be a good target
to prevent fibrogenesis as well as TGF-B1 and IL1B action, two important molecules during

fibrogenesis development, able to induce HSP47 expression via HSF1 trimerisation (174).
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Figure 4: HSP47 favours fibrotic response through its role on collagen biosynthesis

Signal induced by TGF-61 and/or IL-18 signalling triggers HSF1 nuclear translocation and trimerissation. HSF1
active trimers bind to response element on HSP47 promoter region and enhance HSP47 expression. HSP47 helps
to procollagen stabilisation and procollagen triple helix formation. Therefore, HSP47 favours collagen secretion

by activated cells promoting fibrosis.
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HSP27

HSP27 belong to a heat shock proteins family of low molecular weight, the small heat shock proteins
(sHSP). It is the most studied and the most expressed at specific stages of development and cellular
differentiation. Its basal expression is relatively low but largely increased during heat shock and
various cellular stresses. HSP27 is constitutively expressed in the cytoplasm (175) but in case of heat
shock it immediately translocates into the nucleus (176). The N-terminal domain contains a WDPF
motif required for the formation of oligomers whereas the C-terminal domain is involved in the
stabilisation of those oligomers. In the cell there is equilibrium between the dimeric forms of HSP27
and its oligomeric state. Oligomerisation is a dynamic process driven by the phosphorylation status of
HSP27 (177). Phosphorylated HSP27 forms dimers and the dephosphorylated status of HSP27 drives
its oligomerisation (178, 179). HSP27 can be phosphorylated on three serines located at the position
15, 78 and 82. This phosphorylation is regulated by MK2 (MAPKAP Kinase 2) and p38MAPK (180).
HSP27 is known to be involved in cytoskeleton dynamics. Indeed, the dephosphorylated form of
HSP27 is able to bind to the terminal end of actin filaments inhibiting their polymerisation, whereas
its phosphorylated form separates from actin allowing polymerisation (181).

Besides its role on actin, HSP27 has been shown to promote cell survival and to have anti-apoptotic
properties. It can, for instance, favour protein ubiquitination and proteasomal degradation in stress
conditions (182). HSP27 is able to drive the ubiquitination and degradation of the NF-kB inhibitor, I-
kBa, thus allowing nuclear translocation of NF-kB and activation of target genes promoting cell
survival such as Bcl-2, BcL-X, and IAP (inhibitor of Apoptosis Protein) (182).

HSP27 has also been demonstrated to be overexpressed in cancerous cells protecting them from
apoptosis and favouring their proliferation (183). In addition, HSP27 seemed to promote metastases
formation through its role on cytoskeleton components and to favour resistance to
chemotherapeutic agents (184-186). Choi et al. showed that HSP27 expression was directly
responsible of colorectal cancer cell resistance to the chemotherapeutic agent irinotecan. By

inhibiting HSP27 authors could decrease the resistance of those cells to the treatment (187).
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Moreover, Zhuang et al. demonstrated that HSP27 inhibition sensitized lung cancerous cells, A549, to
apoptosis induced by TRAIL (Tumor necrosis factor-alpha-Related Apoptosis-Inducing Ligand) (188).

The number of study investigating the role of HSP27 in fibrogenesis is limited. However, the up-
regulation of HSP27 in lungs from patients affected by pulmonary fibrosis has been reported in cells
located nearby fibroblastic foci, particular regions where ECM-producing cells are found during the
disease (189). Another study showed that HSP27 was up-regulated in epithelial cells located around
fibroblastic foci. They suggested that epithelial cell proliferation and migration could play a role in
morphologic changes occurring in lung during pulmonary fibrosis (190). Two other articles showed
that HSP27 was involved in the process of EMT. Vargha et al. showed in 2008 that HSP27 was
upregulated in vitro during EMT observed in mesothelial cells from peritoneum whereas it was
diminished in vivo during chronic EMT in dialysis induced peritoneal fibrosis. Authors suggested that
the discordant HSP27 expression between in vivo and in vitro EMT might be correlated to
morphological changes that are more important during in vitro TGF-B1-induced EMT. Indeed, in their
model, during in vivo EMT induced by peritoneal dialysis fluids cells underwent EMT but only some
cells presented morphological changes into fibroblast like cells. In vitro, TGF-B1 was associated with
large morphological changes and a-SMA up-regulation. The correlation between a-SMA and HSP27
up-regulation might reflect the alteration of cytoskeleton induced by TGF-B1 during the
myofibroblast transformation of mesothelial cells. In vitro, HSP27 up-regulation protected cells from
apoptosis induced by peritoneal dialysis fluids (191). Vidyasagar et al. suspected the involvement of
HSP27 in renal fibrosis via its role on EMT. They showed that HSP27 was overexpressed during kidney
fibrosis and that it was co-localised with TGF-B1, a-SMA and E-cadherin. In vitro, they overexpressed
HSP27 in renal epithelial cells and found that it induced E-cadherin expression and repressed the
expression of Snail, the major transcription factor promoting EMT. Authors concluded that HSP27
had a protective role against fibrosis and that its up-regulation could slow down fibrosis and EMT
processes (9). The same authors demonstrated in 2013 that in vivo HSP27 upregulation in tubular

epithelial cells, using transgenic mice, lead to decreased fibrogenesis associated with declines in
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phosphorylated p38MAPK, collagen Ill, and a-SMA following renal fibrosis induction. In their model,
E-cadherin remained unchanged in tubular cells after fibrosis induction (192).

A recent study has investigated the role of HSP27 in pulmonary fibrosis. Authors highlighted the
overexpression of HSP27 during EMT of epithelial and mesothelial cells during pulmonary and pleural
fibrosis. Moreover, HSP27 was upregulated within fibroblastic foci in vivo in patient affected by
pulmonary fibrosis. HSP27 induced phenotypic changes in cells which acquired a myofibroblast-like
shape correlated with a-SMA upregulation and E-cadherin downregulation. Further, the inhibition of
HSP27 in vivo, with OGX-427 an antisens oligonucleotides already in clinical trial in cancer therapy
(193), protected rats from pleural fibrosis induced by TGF-B1 overexpression. In addition to the
inhibition of fibrosis, repression of HSP27 also inhibited the migration of pleural mesothelial cells
transformed into myofibroblasts within the lung parenchyma as it is usually the case in the in vivo
model of TGF-B1 induced pleural fibrosis. The use of OGX-427 against pleuro-pulmonary fibrosis led
to the establishment of a patent for further use in human therapy.

HSP27 has a protective role of the transcription factor essential for the induction of EMT, Snail.
Indeed, HSP27 protected Snail from degradation by the proteasome leading to its nuclear
accumulation and activation of these target genes inducing EMT (Figure 5). Thus, inhibition of HSP27
in vivo induced degradation of Snail and inhibited EMT making HSP27 a new therapeutic target for
pulmonary fibrosis (51).

The role of HSP27 in fibrogenesis remains however uncertain and might be dependant of the organ
affected as it seemed to have a protective function on renal fibrosis whereas its expression was

deleterious in pleuro-pulmonary fibrosis.
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Figure 5: HSP27 stabilises the transcription factor Snail and favours EMT

Left: HSP27 is able to bind Snail and protects it against proteasomal degradation. After TGF-8 signalling
pathway activation, Snail translocates to the nucleus and induces EMT genes transcription. Right: In case of
HSP27 inhibition, Snail degradation by proteasome is enhanced inhibiting the EMT process and favouring

fibrosis prevention.
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aB-crystallin

aB-crystallin is a sHSP highly inducible under stress conditions in many organs such as brain, heart,
smooth muscles and lungs (13). HSP27 and aB-crystallin are two closely related proteins and it has
been shown that they co-localized in many organs in normal and pathological conditions. Some
publications even report a synergistic role of these two sHSP that are able to interact with each other
(194). In 2001 a study showed that HSP27 prevented structural changes and aggregation of aB-
crystallin induced by heat shock and thus may have a role in its stabilization (195). Like HSP27, aB-
crystallin has a chaperone activity and is able to bind the hydrophobic parts at the surface of
misfolded proteins preventing their aggregation and protecting cellular integrity (196). aB-crystallin
function is modulated by its oligomerisation and its phosphorylation at three serine residues, the
serine 19, 45 and 59. aB-crystallin hss a role in many physiological and pathological processes
independent of heat shock such as cell growth and cell differentiation, apoptosis, tumorigenesis,
signal transduction and the modulation of cytoskeleton proteins including intermediate filaments
(96).

Interaction with intermediate filaments is one of the most important functions of aB-crystallin (197-
199). Indeed, aB-crystallin is known to interact with intermediate filaments allowing the
maintenance of their homeostasis. The importance of these interactions was demonstrated by the
damages caused by mutations of aB-crystallin on cell cytoskeleton architecture which sometimes
lead to severe disease in humans (96).

The role of aB-crystallin in skeletal and cardiac muscle was also demonstrated in mice by Brady et al.
in 2001 through the study of deficient mice for the gene encoding aB-crystallin (21). Surprisingly, the
lens structure of aB-crystallin deficient mice was normal suggesting that the development and
maintenance of lens transparency do not strictly require the presence of this chaperon. Although the
lens does not seem affected by the absence of aB-crystallin, this mutation causes a severe
phenotype in aged mice characterized by a hunched posture, a significant loss of body after 40

weeks, and muscle cell degeneration. aB-crystallin is also expressed at high levels during early
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embryonic development of the heart and also in the fully formed heart. However, the heart structure
of aB-crystallin deficient mice appeared normal even during aging (21).

aB-crystallin is involved in many cellular processes, including apoptosis. Several studies have
demonstrated that aB-crystallin overexpression had a protective effect against a wide range of
apoptotic stimuli, whereas its inhibition significantly sensitizes cells to programmed cell death (200-
202). The anti-apoptotic effect of aB-crystallin has been demonstrated to involve the inhibition of the
caspase-3, a key apoptosis effector protein (200, 202-204). It has been demonstrated that aB-
crystallin interacted with procapase-3 thereby inhibiting its cleavage and activation. This effect of aB-
crystallin is critical to explain its anti-apoptotic function. Morrison et al. demonstrated on
cardiomyocyte that phosphorylation of aB-crystallin on serine 59 appeared necessary and sufficient
to ensure maximum protection against apoptosis (204). aB-crystallin was also able to bind to pro-
apoptotic proteins such as Bax, Bcl-Xs (205) and p53 (206) to prevent their translocation into the
mitochondria thus inhibiting apoptosis.

Another recently identified function of aB-crystallin is its ability to facilitate the degradation of
specific proteins by the ubiquitin/proteasome system (207). Protein ubiquitination and degradation
is mediated by the 26S subunit of the protaasome; a multicatalytic protease composed of a 20S
catalytic subunit and two regulatory 19S subunits (208) which is essential for the proper
assembly/disassembly of protein complexes to prevent adverse interactions and aggregation.
Phosphorylated form of aB-crystallin on serine 19 and 45 is able to interact with FBX4, a component
of the SCF ubiquitin-ligase (SKP1/CUL1/F-box) which ubiquitinates client proteins to address them to
the proteasome (209). The aB-crystallin/FBX4 complex regulates specific ubiquitination of various
substrates inducing their degradation.

aB-crystallin has been shown to be upregulated in several human diseases (210-214) but its role on
fibrogenesis remains elusive. In a model of liver fibrosis, it has been shown in vitro and in vivo, that
aB-crystallin was quickly upregulated after HSCs (hepatic stellate cells) activation correlated with a

nuclear and cytoplasmic localization in heat shock conditions. aB-crystallin was totally absent from
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the non-activated HSCs suggesting its role in the activation of these cells, a key step during liver
fibrosis (215, 216). Rezzani et al. also showed an overexpression of aB-crystallin in a model of
vascular fibrosis induced by cyclosporine A (CsA). CsA has a direct toxicity on the structure and the
spatial arrangement of the cytoskeleton and especially on the expression of vimentin and desmin.
The authors therefore suggested that aB-crystallin expression is induced in order to protect cells
from toxic effects caused by the remodeling of the cytoskeleton thus protecting from vascular
fibrosis (8). Interestingly, different studies showed that aB-crsytallin expression can be induced by
TGF-B1 (11, 12) and an article published in 2013 by Huang et al. showed a role of aB-crystallin in the
EMT process in a cancer model of hepatocellular carcinoma. The authors showed that aB-crystallin
formed a complex with the protein 14-3-3C, protecting it from degradation by the proteasome. This
results in an increase in the "pool" of 14-3-3C in the cell leading to activation of the ERK signalling
pathway (Figure 6). Therefore, aB-crystallin allowed the activation of the ERK phosphorylation
cascade inducing the activation of the transcription factor Slug, an inducer of EMT (217). This process
highlighted in this article in a model of hepatic carcinoma may be particularly important in
fibrogenesis since EMT is a process involved in fibrosis.

In 2013, another study demonstrated a role of aB-crystallin in pulmonary fibrosis. For the first time
aB-crystallin was shown to be overexpressed in hyperplastic alveolar epithelial cells and also within
fibroblastic foci in lungs from patients affected by pulmonary fibrosis. Further, aB-crystallin was
upregulated during fibrogenesis in mouse models of pulmonary fibrosis induced by several agents
including bleomycin, TGF-B1 and IL-1B. Mouse lacking aB-crystallin were not able to over produce
TGF-B1 in a proper way and we identified a direct role of aB-crystallin on the TGF-B1 pathway.
Indeed, aB-crystallin was able to modulate the localisation of the protein Smad4 which is responsible
for the translocation of Smad2 and Smad3 into the nucleus where they can activate TGF-B1
responsive genes. The lack of aB-crystallin abrogated Smad4 nuclear localisation therefore it
inhibited the TGF-B1 pathway and subsequent fibrosis (Figure 6, my ref). The nuclear localisation of

Smad4 is driven by its monoubiquitination by TIFly. In vitro, the overexpression of aB-crystallin
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disrupted the interaction between TIF1ly and SMAD4 inhibiting Smad4 nuclear export. In this context

Smad4 was sequestrated in the nucleus favoring TGF-B pathway and subsequent fibrosis (Figure 6,

my ref).

Those different studies highlight aB-crystallin as a new potential therapeutic target and put a new

interest into aB-crystallin inhibitor development.
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Figure 6: aB-crystallin inhibition favours Smad4 nuclear export

Left: In absence of aB-crystallin Smad4 is monoubiquitinated by TIF1y enhancing Smad4 nuclear export. Right:
aB-crystallin reduces the protein level of TIF1y thus limiting Smad4 monoubiquitination and nuclear export. The

TGF-81 pathway is therefore inhibited. In parallel, aB-crystallin interacts with the protein 14-3-37 allowing Raf

dimerisation and ERK phosphorylation cascade.
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Conclusion

Heat shock proteins are involved in several cellular processes and display a wide range of functions.
Their roles in fibrogenesis remain to be investigated but recent publications demonstrate their
potential interest in fibrotic disease therapeutic approaches. Despite their similarities, HSPs
appeared to have contradictory effects on fibrotic processes. Indeed, HSP110 and HSP70 have been
demonstrated to be beneficial in context of fibrosis whereas HSP90, HSP47, HSP27 and aB-crystallin
have been demonstrated to favour fibrogenesis. Except HSP47 which acts directly on collagen
stability and synthesis thus promoting collagen deposition and fibrosis, most important role of HSPs
have been shown to affect the TGF-B1 pathway. Indeed, HSP90, HSP27 and aB-crystallin were able to
enhance TGF-B1 pathway either by stabilizing TGF-B receptors (HSP90) or transcription factor Snail
(HSP27) either by favouring Smad nuclear localisation. In this context, inhibition of those HSPs
appeared to be on interest to prevent fibrogenesis in several animal models of tissue fibrosis. On the
contrary, HSP70 has been demonstrated to induce TGF-B receptor degradation thus limiting Smad
phosphorylation and abrogating TGF-B pathway. As the major role of TGF-B pathway has been largely
documented, modulation of HSPs expression and activity might represent a new therapeutic
approach for further treatment in tissue fibrosis. We believe that the role of HSP on inflammation
and immunomodulation may also have an important role in the process of fibrogenesis but still

remains to be investigated.
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Figure legends

Figure 1: HSP90 inhibition hampers the TGF-61 pathway

Left: HSP90 forms a complex with TBRII inhibiting its ubiquitination and degradation by the
proteasom. In parallel, HSP90 binds the Glucocorticoid Receptor (GR) enabling NFkB nuclear
translocation and activity. Right: 17 AAG binds the ATP-binding domain of HSP90 and therefore
inhibits its activity. The disruption of the HSP90/TBRII complex allows the binding of Smurf2 on TBRII
thus inducing its ubiquitination and degradation. 17AAG also disturbs GR/HSP90 complex enabling
the interaction between GR and NFkB. This induces the sequestration of NFkB in the cytoplasm and

inhibits its activity.

Figure 2: HSP70 induction disturbs the TGF-81 pathway

Left: In case of low HSP70 level the TGF-B1 pathway is not affected. Right: HSP70 is able to bind
Smad2 and Smad3 limiting their phosphorylation and nuclear translocation hampering the TGF-B1
signalisation. HSP70 is also able to bind TBRI and TBRIl to induce their ubiquitination and
proteasomal degradation. Even if the mechanism is not fully understood, authors suggest the role of

the E3-ubiquitin ligase CHIP in this process.

Figure 3: HSP47 staining in fibrotic lung correlated with collagen up-regulation

HSP47 is up-regulated in association with collagen during pulmonary fibrosis. |- Lung section from
mice receiving NaCl intratrachealy at D21. II- Lung section from mice receiving bleomycin
intratrachealy to induce pulmonary fibrosis at D21. Hsp47 immuno-staining (upper panel) and

picrosirius red staining for collagen (lower panel).

Figure 4: HSP47 favours fibrotic response through its role on collagen biosynthesis
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Signal induced by TGF-B1 and/or IL-1B signalling triggers HSF1 nuclear translocation and
trimerissation. HSF1 active trimers bind to response element on HSP47 promoter region and enhance
HSP47 expression. HSP47 helps to procollagen stabilisation and procollagen triple helix formation.

Therefore, HSP47 favours collagen secretion by activated cells promoting fibrosis.

Figure 5: HSP27 stabilises the transcription factor Snail and favours EMT

Left: HSP27 is able to bind Snail and protects it against proteasomal degradation. After TGF-B
signalling pathway activation, Snail translocates to the nucleus and induces EMT genes transcription.
Right: In case of HSP27 inhibition, Snail degradation by proteasome is enhanced inhibiting the EMT

process and favouring fibrosis prevention.

Figure 6: aB-crystallin inhibition favours Smad4 nuclear export

Left: In absence of aB-crystallin Smad4 is monoubiquitinated by TIFly enhancing Smad4 nuclear
export. Right: aB-crystallin reduces the protein level of TIF1y thus limiting Smad4 monoubiquitination
and nuclear export. The TGF-B1 pathway is therefore inhibited. In parallel, aB-crystallin interacts with

the protein 14-3-3C allowing Raf dimerisation and ERK phosphorylation cascade.
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ABSTRACT Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a
devastating disease characterized by myofibroblast pro-
liferation. Transition of epithelial/mesothelial cells
into myofibroblasts [epithelial-to-mesenchymal transi-
tion (EMT)] occurs under the influence of transform-
ing growth factor (TGF)-B1, with Snail being a major
transcription factor. We study here the role of the
heat-shock protein HSP27 in fibrogenesis and EMT. In
vitro, we have up- and down-modulated HSP27 expres-
sion in mesothelial and epithelial cell lines and studied
the expression of different EMT markers induced by
TGF-B1. In vivo, we inhibited HSP27 with the antisense
oligonucleotide OGX-427 (in phase II clinical trials as
anticancer agent) in our rat subpleural/pulmonary fi-
brosis models. We demonstrate that HSP27 is strongly
expressed during the fibrotic process in patients with
IPF and in different in vivo models. We showed that
HSP27 binds to and stabilizes Snail and consequently
induces EMT. Conversely, HSP27 knockdown leads to
Snail proteasomal degradation, thus inhibiting TGF-f31-
induced EMT. Inhibition of HSP27 with OGX-427
efficiently blocks EMT and fibrosis development. Con-
trols in vivo were an empty adenovirus that did not
induce fibrosis and a control antisense oligonucleotide.
The present work opens the possibility of a new thera-
peutic use for HSP27 inhibitors against IPF, for which
there is no conclusively effective treatment.—Wet-
tstein, G., Bellaye, P.-S., Kolb, M., Hammann, A.,

Abbreviations: a-SMA, a-smooth muscle actin; Ab, anti-
body; Ad, adenoviral; AdDL, adenoviral delete; ASO, anti-
sense oligonucleotide; ASOc, control antisense oligonucleo-
tide; BAL, bronchoalveolar lavage; EMT, epithelial-to-
mesenchymal transition; HRP, horseradish peroxidase;
HSP27, heatshock protein 27; IPF, idiopathic pulmonary
fibrosis; PBS, phosphate-buffered saline; PFU, plaque-
forming unit; PLF, pleural lavage fluid; TGF-B1, transform-
ing growth factor $1
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Ip1oPATHIC PULMONARY FIBROSIS (IPF) is an incurable
disease characterized by the progressive accumulation
of extracellular matrix (1) with myofibroblasts being
the main cellular component responsible for the tissue
remodeling. The origin of these myofibroblasts is still
being discussed; however, one hypothesis is that alveo-
lar epithelial cells transdifferentiate to acquire a myo-
fibroblastic phenotype (2). This process has been
named the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT;
ref. 3). Transforming growth factor B1 (TGF-B1) is
considered to be a master switch for the induction of
EMT (4, 5). The importance of EMT during lung
fibrogenesis is still strongly debated (2, 6, 7).

It is to date unknown why the pathological changes
observed in IPF typically start in subpleural lung regions
(1, 8). We recently reported that overexpression of
TGF-1 in the pleural space of rats induced progressive
and abnormal collagen deposition within the subpleural
lung parenchyma, as seen in IPF in humans. We demon-
strated that mesothelial cells undergo transformation in
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The cytoskeleton is a highly complex network of three major intracellular filaments, microfilaments
(MFs), microtubules (MTs) and intermediate filaments (IFs). This network plays a key role in the control
of cell shape, division, functions and interactions in animal organs and tissues. Dysregulation of the
network can contribute to numerous human diseases. Although small HSPs (sHSPs) and in particular
HSP27 (HSPB1) or aB-crystallin (HSPB5) display a wide range of cellular properties, they are mostly
known for their ability to protect cells under stress conditions. Mutations in some sHSPs have been
found to affect their ability to interact with cytoskeleton proteins, leading to IF aggregation phenotypes
that mimick diseases related to disorders in IF proteins (i.e. desmin, vimentin and neuro-filaments).
The aim of this review is to discuss new findings that point towards the possible involvement of IFs
in the cytoprotective functions of sHSPs, both in physiological and pathological settings, including the
likelihood that sHSPs such as HSPB1 may play a role during epithelial-to-mesenchymal transition (EMT)

during fibrosis or cancer progression.
This article is part of a Directed Issue entitled: Small HSPs in physiology and pathology.

© 2012 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

The cytoskeleton is a complex network of highly ordered intra-
cellular filaments that play a central role in the control of cell shape,
division, functions and interactions in animal organs and tissues.
Regulation of this network involves a variety of mechanisms, and
dysregulation of the network can contribute to numerous human
diseases.

Heat shock proteins (HSPs), including small HSPs (sHSPs), are
involved in a wide range of physiological cellular processes and
are particularly known for their ability to help cells survive under
stress conditions. The molecular mass of small heat shock pro-
teins is low, ranging from 15 to 30kDa, and they share high
sequence homology within their crystallin domain (Garcia-Ranea
et al,, 2002). In humans, 11 crystallin-related sHSPs have been
identified so far and named HSPB1 to HSPB11 (Kampinga et al.,
2009). Of these, only HSP27 (HSPB1) and aB-crystallin (HSPB5)
are induced by heat shock. However, like HSP20 (HSPB6), they
can be expressed in various tissues including the lens, heart, lung,

7 This article is part of a Directed Issue entitled: Small HSPs in physiology and
pathology.
* Corresponding author at: Faculty of Medicine and Pharmacy, University of Bur-
gundy, Dijon 21033, France.
E-mail address: philippe.bonniaud@chu-dijon.fr (P. Bonniaud).

1357-2725/$ - see front matter © 2012 Published by Elsevier Ltd.
http://dx.doi.org/10.1016/j.biocel.2012.05.024

kidney, bladder, stomach, skeletal muscle and skin, where HSPB1
and HSPB5 have been shown to play a physiological role in non-
heat shock-dependent processes, such as cell growth (Garrido
et al, 1997; Spector et al., 1993), cell differentiation (Mehlen
et al., 1997; Shakoori et al., 1992), apoptosis (Garrido et al., 1999,
2006), tumorigenesis (Garrido et al., 1998), signal transduction
and the modulation of cytoskeleton proteins (Lavoie et al., 1993b).
The physiological functions of HSPB1 and HSPB5 are tightly reg-
ulated by the phosphorylation of serine residues, allowing the
formation of either large (hypo-phosphorylated) or small (hyper-
phosphorylated) oligomers. Consequently sHSPs are likely to be
present in different flavors in the cells and thus to display any of
the three well-known and interconnected properties or functions.
First, a chaperone activity (Craig et al., 1994; Ellis, 1987; Ellis and
vander Vies, 1991), which prevents client-protein aggregation, sec-
ond, the ability to control the redox status (Federico et al., 2005; Guo
etal.,,2007) and third, the ability to regulate cytoskeleton dynamics
(Landry and Huot, 1995; Mounier and Arrigo, 2002). The aim of this
review is to provide an overview of the main cellular and molecular
events involved in the control of cytoskeleton dynamics by sHSPs.

2. Cytoskeleton network: overview

In eukaryotic cells (Wickstead and Gull, 2011), the cytoskele-
ton is a dynamic structure composed of an interconnected

Please cite this article in press as: Wettstein G, et al. Small heat shock proteins and the cytoskeleton: An essential interplay for cell integrity? Int
] Biochem Cell Biol (2012), http://dx.doi.org/10.1016/j.biocel.2012.05.024
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La présence d’auto-anticorps dirigés
contre la périplakine est corrélée

a la sévérité de la fibrose pulmonaire
idiopathique

Taille C, Grootenboer-Mignot S, Boursier C, Michel L,
Debray M-P, Fagart J, Barrientos L, Mailleux A, Cigna N,
Tubach F, Marchal-Somme J, Soler P, Chollet-Martin S, et
Crestani B. Identification of Periplakin as a New Target for
Autoreactivity in Idiopathic Pulmonary Fibrosis. Am J Respir
Crit Care Med 2011;183:759-766

Introduction

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est une maladie
agressive d’origine inconnue détruisant progressivement la
structure du poumon [1]. Devant l’échec des thérapies basées
sur ’administration de stéroides ou d’immunosuppresseurs,
la découverte de nouvelles cibles thérapeutiques est un axe
de recherche nécessaire et important.

L’observation fréquente d’agrégats de lymphocytes B, de
lymphocytes T, de cellules dendritiques matures ainsi que la
surproduction d’auto-anticorps et de facteurs cytokiniques
profibrosants comme ’IL10, le TGF-B1 et le TNF-a par les
lymphocytes B dans les poumons de patients atteints de
FPI, amene certaines équipes a proposer un réle de ’auto-
immunité dans la genése du processus fibrosant [2].

*  Auteur correspondant.

Adresse e-mail : philippe.bonniaud@chu-dijon.fr (P. Bonniaud).

© 2012 SPLF. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Dans cette étude les auteurs cherchen a identifier,
chez des patients atteints de FPI, des anticorps circulants
dirigés contre des antigénes de I’épithélium. Ils découvrent
la présence d’auto-anticorps contre la périplakine (PPL),
une protéine connue pour interagir avec les filaments
intermédiaires.

Méthodes et résultats

Afin d’identifier les auto-anticorps dirigés contre des
antigénes épithéliaux et présents dans le sérum d’individus
souffrants de FPI, les auteurs ont utilisé la technique de
Western blotting. Ils ont séparé des protéines épithéliales
issues d’extraits de placenta humains puis les ont transfé-
rées sur des membranes de nitrocellulose. Les membranes,
contenant ainsi les protéines épithéliales, étaient ensuite
incubées avec les sérums de patients atteints de FPI (n = 40)
ou de patients sains (n = 40). Cette technique a permis de
mettre en évidence que 40 % (16/40) des sérums des patients
atteints de FPI contenaient un anticorps circulant d’environ
200 kDa dirigé contre une protéine issue des extraits de
placenta humains. Aucun des 40 sérums de patients sains ne
contenait cet anticorps.

En utilisant la spectroscopie de masse cette protéine était
identifiée comme étant la PPL. Afin de confirmer ce résultat,
les mémes expériences de Western blotting ont été réalisées
en utilisant une solution de PPL recombinante (rPPL) comme
substrat a la place des extraits de placenta humains. Dans ces

22/06/2012  15:56:23
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Les protéines de choc thermique :
bénéfiques ou néfastes ?

La réponse cellulaire au stress

L’état de stress des cellules peut étre provoqué par des
nombreux facteurs environnementaux (choc thermique, choc
oxydatif, UV), I’exposition a des agents pharmacologiques
(métaux lourds, alcool, agents oxydants, chimiothérapies
anti-cancéreuses) ou encore certaines conditions patho-
logiques (fiévre, inflammation). Ces stress physiques,
chimiques ou physiologiques induisent, dans la cellule,
une modification de !’expression de certains génes appelée
réponse de choc thermique ou réponse de stress. Celle-ci
a été mise en évidence en 1964 chez la drosophile [1]. Elle
est caractérisée par l’expression d’une famille particuliére
de protéine, les protéines de choc thermique ou protéines
de stress (Heat shock proteins, HSPs). Les HSPs sont des
protéines cellulaires trés conservées d’une espéce a ’autre
et sont retrouvées aussi bien chez les bactéries, les levures,
les plantes et les animaux que chez ’lhomme. Alors que les
HSPs représentent déja 2 a 3 % des protéines cellulaires
totales a l’état basal, leur expression est fortement induite
aprés un stress. Cette induction se fait par U'intermédiaire
de facteurs de transcription, heat shock factors (HSF), qui
ont la capacité de lier UADN sur des sites spécifiques, les
heat shock elements (HSE), promoteurs des HSPs [2]. Lors
d’un stress les agents ou conditions induisant la réponse au
stress vont entrainer [’activation par phosphorylation et la
trimérisation de HSF-1 qui va alors migrer dans le noyau et
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interagir avec les éléments de réponse HSE induisant une
activation transcriptionnelle des HSPs.

Lors d’un stress le repliement normal des protéines peut
étre affecté. L’accumulation de protéines mal repliées, donc
dénaturées, dans le cytoplasme perturbe la machinerie
cellulaire et entraine la mort de la cellule. Il a été montré
que U'expression des HSPs pouvait étre induite par l’injection
intracellulaire de ces protéines dénaturées [3]. De maniére
générale, les HSPs sont capables de prendre en charge ces
protéines défectueuses et peuvent les aider a retrouver une
conformation correcte ou encore, a linverse, les guider vers
le protéasome ou elles seront détruites afin de protéger la
cellule et ainsi éviter sa mort [4]. Cette fonction commune
des HSPs est caractérisée par le terme de « chaperon molé-
culaire » (Fig. 1). Ce chaperonnage par les HSPs peut exister
également en dehors de conditions stressantes.

Par ailleurs, certaines HSPs ont aussi un role important
dans le mécanisme de mort cellulaire programmée appelé
apoptose, en régulant positivement ou négativement |’ac-
tivité des protéines pro-apoptotiques comme les caspases.
Ces activités permettent une protection de la cellule face
aux agressions qu’elle subit.

Quelles sont les fonctions des différentes
HSPs ?

Les HSPs ont été regroupées en plusieurs familles en fonction
de leur masse moléculaire. Chez les mammiféres les princi-
pales familles sont HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP47 et
les petites protéines de stress de faible masse moléculaire,
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