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Introduction générale



Notre organisme est constamment exposé a de nosdsresubstances exogénes. Ces
substances, regroupées sous le terme de xénoleistigeuvent étre des solvants ou autres
produits de synthése chimique, des polluants ath@gpes, des composants de la fumée de
cigarette, des additifs alimentaires, des médicésndé® poumon, dont la fonction premiere
est de permettre les échanges gazeux est un oegamentact direct avec les composés
chimiques inhalables. De nombreuses études ont emisévidence I'implication de
I'environnement chimique sur le développement déadias pulmonaires, parmi lesquelles le
cancer broncho-pulmonaire ou les broncho-pneum@sithroniques. Certaines maladies,
dont la cause était initialement inconnue sont eciges d'étre favorisées, voire provoquées
par les toxiques environnementaux. C’est le cagamticulier de la Fibrose Pulmonaire
Idiopathique (Taskar et Coultas 2006).

Les mécanismes conduisant a la pathogenese dediesatailmonaires a composante
environnementale sont complexes. L'effet des codmpdsxiques sur le poumon est en partie
dépendant de leur prise en charge par les enzymp®thbolisme des xénobiotiques (EMX)
qui sont capables de les rendre inoffensifs ouaairaire de les bioactiver et d’induire des
lésions cellulaires graves (Gram 1997). Le prdékgression des systémes de prise en charge
des xénobiotiques varie en fonction des tissuss galement en fonction des individus. En
effet, les génes codant ces systemes sont souedyrhgrphes et peuvent présenter des
mutations ponctuelles, des délétions partiellegodales, ou encore des amplifications. Ces
anomalies peuvent étre a I'origine d’altérationd’eepression ou de la fonction des EMX et
des protéines de transport au sein des tissus at, cpnséquent, étre responsables
d’'importantes variations interindividuelles de répe aux xénobiotiques et constituer, seules
ou en association, des facteurs de prédispositaes affections locales (Kelada et al. 2003).

Les polymorphismes génétiques ne peuvent expliquame partie des maladies a
composante environnementale. En effet, les toxiqlesl’'environnement ainsi que les
modifications du micro-environnement cellulaire pent aussi modifier I'expression des
géenes indépendamment de leur séquence primaire grao processus connu sous le terme
d’épigénétique. L'épigénétique est le domaine quidi@ comment I'environnement et
I'histoire individuelle influe sur I'expression dgenes. Les modifications épigénétiques sont
les modifications réversibles de I'expression geaigransmissibles d’'une génération a
l'autre, sans altération des séquences nucléotdigle 'ADN (Holliday 2006; Jirtle et
Skinner 2007). La séquence primaire de 'ADN estégalement fixée a la conception, mais
les marqueurs épigénétiques sont dynamiques effialdds au cours de la vie de I'individu,

sous l'influence de son environnement. Il existastiprincipaux mécanismes de régulation
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épigénétique : la méthylation de I'ADN, les modifions d’histone (en particulier
I'acétylation des histones), et les voies de rdmniaassociées aux ARN non codants, parmi
lesquelles les microARN (Figure 1). Des études ipighires ont pu suggérer que
I'épigénome était sensible aux effets d'un enviement néfaste. Ainsi, Li et ses
collaborateurs ont montré que le tabagisme dedadgmére durant la grossesse de la mere
augmentait le risque de développer de I'asthme Eaefant, indépendemment du tabagisme
de la mére. Le risque d’asthme chez I'enfant émibre accru quand la mere et la grand-mere
fumaient durant la grossesse (Li et al. 2000). é&ades mettent en évidence un mécanisme
ou linformation génétique de départ a été repnognge, impliquant des mécanismes
épigénétiques, et suggerent que I'exposition pecodes contaminants peut avoir un effet

sur la susceptibilité de I'individu a développesaealadies au cours de I'age adulte.

Figure 1 D’aprés Qiu J.Nature,
2008.

Schéma montrant les principaux
mécanismes épigénétiques : la
méthylation de I'ADN, I'acétylation
des histones, et les ARN non codant
parmi lesquels les microARN. Les
processus épigénétiques sont
essentiels a l'interprétation du génome
et sont reconnus dans I'implication de

maladies chez 'lhomme.
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Les microARN qui représentent I'un des meécanismeajeans de régulation
épigénétique, sont des petits ARN non codant diingtaine de nucléotides exercant une
régulation post-transcriptionnelle sur I'expressaes genes. Chez 'lhomme, les microARN
contrdleraient I'expression de plus de 60% des ge€ndant pour des protéines. Depuis leur
découverte, de nombreuses études ont montré lgatmin des microARN dans divers
processus physiologiques et pathologiques (Yi €206 ; Calin et Croce 2006). Il a été
démontré que la dérégulation d’expression de miBfdAobservée dans de nombreuses
maladies pouvait avoir un effet sur I'expression gnes ou sur la régulation de voies
biologiques ayant un réle crucial dans le développ# de ces maladies. Par ailleurs, les
microARN présentent un intérét particulier puis@i@enombreuses données suggeérent qu’ils
pourraient avoir un potentiel thérapeutique ou witsgique (Brown et Naldini 2009; Kota et
al. 2009; Bader, Brown, et Winkler 2010).

La Fibrose Pulmonaire Idiopathique (FPI) appartieatgroupe des pneumopathies
interstitielles diffuses idiopathiques dont ellé ksforme la plus fréquente et se caractérise
par une fibrose progressive et irréversible dedfistitium pulmonaire. Il n'existe a ce jour
aucun traitement réellement efficace contre I'étiotu de cette maladie dont le pronostic
reste péjoratif. L’étude des microARN et de leuplication dans le développement de la FPI
ou d’autres maladies fibrotiques est limitée, caintment a d’autres domaines comme la
canceérologie.

Le premier objectif de mes travaux de recherchaéad&dentifier des microARN
susceptibles de jouer un réle dans le développedetd FPI, et d'identifier leurs fonctions
dans les mécanismes de fibrogenése. Ces microARNgwent a plus long terme constituer
des cibles thérapeutiques dans la FPI.

Le second objectif a été d’'identifier le modetdldaire pulmonaire le plus adapté
pour analyser I'impact des polluants atmosphérisuie I'expression des microARN. Cette
analyse devrait nous aider a mieux comprendre Bichglobal de la pollution particulaire sur
I'appareil respiratoire et son implication dansdiveloppement des maladies pulmonaires a

composante environnementale dont fait partie laosd Pulmonaire Idiopathique.

Ce travail de thése a été réalisé au sein de IfieqdiAccueil 4483 de I'Université de
Lille 2. Cette équipe, dirigée par le ProfessewanEk Broly, s'intéresse a I'implication de

I'environnement chimique sur la santé humaine.



Ce manuscrit est organisé en deux grandes patiieqremiére expose |'état des
principales connaissances actuelles sur les mickhA&ur implication dans la réponse aux
toxiques de I'environnement ainsi que dans la pghese de la FPI. La seconde partie
présente, sous forme d’articles acceptés ou sopous publication, les résultats de mes
travaux concernant I'étude du réle des microARN +h#®a-5p et miR-214-3p dans la FPI
(Articles 1 et 2, et la caractérisation du modeéle cellulaire pulaice le mieux adapté a

I'analyse de I'influence des polluants aérienslawganté respiratoiré(ticle 3).
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Premiére partie
Les MicroARN
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|. Découverte des microARN

Le premier microARNin-4 a été identifié en 1993, chez le nématGdeleganspar
une équipe qui tentait de décrypter les mécanisnmaéculaires régissant le développement
de cet organisme modele. Le cycle de développemherte petit ver comporte six stades
successifs : 'embryogénese, quatre stades lasvéire a L4) et le stade adulte. Chez le
mutantlin-4, qui réitere en permanence la phase larvaire Lph&notype sauvage peut étre
restauré par un ADN de 693 paires de bases ne tpdan aucune protéine. Ce fragment
d’ADN comporte un géne codant pour un petit ARN2®&nucléotides qui, a lui seul, est
capable de restaurer le phénotype sauvage en &at,figar hybridation moléculaire, sur
plusieurs sites de la région 3'non codante (3'UTdBR3 ARNm codant pour la protéine LIN-
14. Cette fixation provoque un arrét de la syntliséa protéine LIN-14, dont la fonction est
de réprimer la transition du stade larvaire L1 Verstade L2. (Lee, Feinbaum, et Ambros
1993). Ce mode de régulation avait été catalogoes @lomme une bizarrerie spécifiqgue du
développement des nématodes.

En 2000, un nouveau microARN, let-7, a été identiinezC. elegans il contréle la
transition entre le stade larvaire L4 et le stadidta. Cette découverte a permis de généraliser
le mode d’action de lin-4. En effet, le géne letetle pour un ARN de 21 nucléotides qui
inhibe 'accumulation des protéines LIN-41 et LII®-én se fixant sur la région 3'UTR des
ARNmM correspondants (Reinhart et al. 2000). Desiesécps homologues du gene let-7 ont
été identifiées chez ’homme ainsi que chez de mendes espéces d'invertébrés et vertébrés
(Pasquinelli et al. 2000). Cette conservation dpusice et de mode de régulation au sein
d’especes tres éloignées suppose une forte presiomsélection sur ce gene. Ainsi,
I'identification de génes homologues de let-7 ebbrgine d’'une recherche systématique de
microARN chez les métazoaires et chez les pladtesiellement, environ 1500 microARN
ont été mis en évidence chez 'homme (miRbase (@8lfiths-Jones 2006), méme si pour la

plupart, leur fonction reste encore a élucider.
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II. Biogenése des microARN et mode d’action

Certains microARN sont codés par des génes unidaes des régions intergéniques
(Woods, Thomson, et Hammond 2007; Wang et Li 2@ifir, Hacohen, et Ginsberg 2011) ;
d’autres sont situés dans des régions introniqaegedes codant pour des protéines (Ma et al.
2011; Levy et al. 2010). Un exemple de microARNeigénique est le miR-21, dont le gene
est situé sur le chromosome 17. Dans ce cas,Hactigtion est controlée, comme les genes
codant pour les protéines, par un promoteur régatédes facteurs de transcription qui lui
sont propres. Un exemple de microARN intragénigideemiR-301. Sa séquence génomique
est localisée dans les régions introniques de K& et al. 2010). Dans ce cas, la
transcription du microARN dépend du promoteur doegedte.

La majorité des genes codant les microARN sontstnds par ’ARN polymérase I,
qui produit une molécule d’ARN pro-précurseur enrfe de tige-boucle d’'une centaine de
nucléotides, appelé pri-microARN (Lee et al. 20(Bigure 2). Cette molécule est ensuite
prise en charge par un complexe multiprotéique léppédicroprocessor composeé des
protéines Drosha et DGCR8 (Seitz et Zamore 2008)slia est une ribonucléase de type Il
qui agit a I'aide de DGCR8 (protéine de liaisorARIN) pour libérer un précurseur d’environ
70 nucléotides : le pre-microARN. Ce précurseurspde une structure en tige-boucle avec

une extrémité 3’ sortante (avec 2 nucléotides épadsent2-nt 3' overhangy. Ce précurseur

est ensuite activement exporté dans le cytoplaanégxportine-5. Celle-ci reconnait le pré-
microARN grace a son extrémité 3’ sortante, et gate vers le cytoplasme via un
mécanisme Ran-GTP- dépendant (Lund et al. 2004).

Dans le cytoplasme, le pré-microARN va subir sanidee étape de maturation,
catalysée par Dicer, une autre ribonuclease de ltypassistée de la protéine TRBP (pour
TAR RNA binding protein). Le microARN résultant esh duplexe de 21 nucléotides en
moyenne avec deux extrémités 3’ sortantes. Le miAfdtlre est issu du brin de ce duplexe,
qui aurait I'extrémité 5’ la moins stable du poile vue thermodynamique. Ce miARN simple
brin sera ensuite intégré dans le complexe rib@gee appelé RISC (pour RNA-induced
silencing complex). Le complexe RISC est un complgkonucléoprotéique qui contient le
MIARN mature, les protéines Dicer et TRBP auxq@efient venues se joindre les protéines
argonautes (AGO1-4) (Peters et Meister 2007). Ldilsgxiste une complémentarité parfaite
entre le microARN et TARNm cible, le complexe RIS@luit le clivage et la dégradation de

’TARNmM. Une complémentarité partielle entre le mi&RN et la partie 3’'UTR de son ARNm
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cible conduit a un blocage de la traduction et@wéadénylation (suppression de la queue
poly(A)) de 'ARNm, suivi d'une dégradation de I'ARn qui survient dans les P-bodies
(Ameres, Martinez, et Schroeder 2007; Pillai, Biataryya, et Filipowicz 2007; P. Y. Chen
et Meister 2005).

Geéne codant un \
ARNmMm classique

Géne codant un miARN|

Novau

Maturation
(épissage)

\
N\

Cytoplasme ' L

ARNmM
(svnthese

Complémentarité parfaite Complémentarité
l partielle

Blocage de la traduction/
déadénylation

-——
%ﬁwnmwm

-~ -
e” >

Dégradation ARNm

kg Formation de P-bodies

Figure 2 : Mécanisme général de la biogénése des microARN
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I1l. R6le des microARN

En raison de leur fonction de régulateurs de I'egpion des génes, les microARN
sont suspectés d’étre impliqués dans divers prasgasysiologiques ou pathologiques. Des
études ont rapporté leur réle dans la differermmatellulaire et le développement tissulaire.
A titre d’exemple, certains microARN sont impliquéans la différenciation épithéliale des
cellules progénitrices embryonnaires au cours derfaation de la peau (Yi et al. 2006). Les
microARN sont également capables de contrbler éeegimpliqués dans la différenciation
tissulaire. En particulier, deux microARN, le miRef le miR-133 issus d’'un méme cluster,
ont été associés a la prolifération et a la difféiaion du tissu musculaire squelettique.
D’'une part, miR-1 est capable de promouvoir la&léhciation des cellules progénitrices
musculaires, les myoblastes, en myotubes en ciblARNmM de I'histone deacetylase 4
(HDAC4) qui réprime la différenciation du muscleustgttique. D’autre part, miR-133 qui
cible le serum response factor (SRF), favorisgtalifération des myoblastes. (J.-F. Chen et
al. 2006) (Figure 3).

miR-1/133 clusters

miR-133 miR-1 Figure 3 D’aprés Chen et al. 2006

l Schéma montrant le réle régulateur de miR-133 et de

P miR-1 dans la prolifération et la différenciatioru d
(HDAC4 muscle squelettique.

MEF2 MyoD
N

Myablast = [Myotube

Les microARN ont un role dans d’autres processugsiplogiques tels que la
prolifération cellulaire ou l'apoptose. Par exemples microARN miR-15 et miR-16
induisent I'apoptose en inhibant TARNmM dCL2 dans des modéles de cellules sanguines

leucémiques (Cimmino et al. 2005; Bartel 2004).

- 15 -



De nombreuses études ont mis en évidence I'asgotitre le cancer (Calin et Croce 2006;
Edmonds, Hurst, et Welch 2009; Cho 2007; Kumar let2808) ou autres processus
pathologiques (Shafi, Aliya, et Munshi 2010; Saag<2010; Kolfschoten et al. 2009; Li et al.
2010) avec I'expression inapproprieée de microARaL &emple, le microARN let-7 prévient
le développement des tumeurs pulmonaires non aegetellules (Kumar et al. 2008) ;
d’autres microARN ont un réle ans I'obésité (HereghMiller, et Kerin 2010), le diabete
(Ferland-McCollough et al. 2010), la surdité (Kubh al. 2011), le développement des
maladies hépatiques (Kerr, Korenblat, et DavidsOhl?, les maladies pulmonaires (Nana-
Sinkam et al. 2009), la schizophrénie (Hansen .e2@07), le psoriasis (Xu et al. 2011), le
SIDA (Hariharan et al. 2005; Noorbakhsh et al. 201f@ais aussi dans les maladies
cardiovasculaires ou neurodégénératives (Taft e2@10). Les informations concernant
I'association des microARN avec des maladies huesasont répertoriées dans la base de
données HMDD (HumanMicroRNADiseaseDatablap://202.38.126.151/hmdd/mirna/md/
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IV. MicroARN et thérapeutique

Etant donné leur réle dans la régulation négatev¢ekpression des génes et de leur
implication dans de nombreux processus pathologighez 'homme, les microARN ont été
proposés comme cibles thérapeutiques dans le bumalifier I'expression d’ARNmM
spécifiques. Les microARN matures simple brin petétre ciblés par des courtes séquences
d’ARN complémentaire, des oligodeoxyribonucléotig€@®dN) ou des analogues des ODN.
Ces oligogonucléotides sont regroupés sous le tedfaati-miR ou antagomiR. Les
complexes Drosha et Dicer peuvent également étsectdes thérapeutiques. Enfin, la
transcription des microARN peut étre également resdgrace a l'utilisation de stratégies
capables d’inhiber ou d’activer les facteurs dadcaiption reconnaissant le promoteur des

microARN d’intérét.

“NH

Lﬁj Base
h Base

0 INT

NH
CI)\O Base
O:T_O“ N
O T
L]
0 I"IJH
Acide nucléique bloqué (LNA) Acides nucléiques peptidiques (PNAS)

Figure 4. Représentation schématique de la structure chimiqued’analogues

d’oligodeoxyribonucléotides (ODN) ou antagomiR

Les acides nucléiques bloqués (ou locked nucled; &BlA) contiennent un pont méthyléne entre I'tydile en
position 2 et I'atome de carbone 4 du ribose qubriae I'appariement des bases et augmente lalistathi
duplex miR/antagomiR Les acides nucléiques peptatiqou Peptide Nucleic Acid, PNA) sont des mokésul
aux bases similaires a 'ADN ou a I’ARN mais doatdquelette est composé d’une répétition d'unit§2-N
aminoéthyl) glycine reliées par une liaison peptd. Les PNAs présentent une grande spécificité

d’appariement et sont resistants aux RNAses epetéases
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A ce jour, la méthode la plus couramment utilisédaeplus efficace est celle des
antagomiR. De maniére générale, les ARN sont sessid la dégradation chimique et
enzymatique a cause de la présence du groupem@t.2Pour cette raison, la plupart des
antagomiR disponibles commercialement subissentalkyation de I'oxygene en position 2
qui a pour effet de produire un dérivé plus stataet en conservant une forte affinité pour le
miR complémentaire. Les acides nucléiques blogmédocked nucleic acid, LNA) sont des
analogues des ODN contenant un pont méthyléne Engdgoxyle en position 2 et I'atome de
carbone 4 du ribose (Figure 4). Cette conformalimguée favorise I'appariement des bases
et augmente la stabilité thermique du duplex miR@omiR. D’autres modifications plus
importantes des dérivés oligonucléotidiques comalles des acides nucléiques peptidiques
(ou Peptide Nucleic Acid, PNA) ont également moneér efficacité dans le ciblage des
microARN. Les acides nucléiques peptidiques sorst melécules aux bases similaires a
'ADN ou a I'ARN mais dont le squelette est compad@ne répétition d'unités N-(2-
aminoéthyl) glycine reliées par une liaison pepjigi (Figure 4). Les PNAs présentent une
grande spécificité d’appariement et sont resistanisRNAses et aux protéases. Cependant,
le squelette du PNA ne contient pas de groupemeogghate chargés ce qui est un facteur
limitant pour la pénétration cellulaire de cette Iécale. Pour pallier cet inconvénient,
plusieurs approches ont été testées avec succpartarulier la délivrance des PNA dans des

liposomes et des microsphéres.

De nombreuses études réaliséesitro etin vivo chez des modeles animaux ont mis
en évidence l'efficacité des antagomiR et leur pid¢ thérapeutique dans diverses maladies
(Brown et Naldini 2009; Kota et al. 2009; Bader,o®n, et Winkler 2010). Un nombre
croissant de compagnies pharmaceutiques (Mirna apketics, Miragen Therapeutics,
ActiGenics, Santaris Pharma etc...) orientent lecheeche vers les microARN dans le but de
les utiliser a but thérapeutique ou diagnostiquéhéure actuelle, les essais cliniques les plus
avancés (phase lla) concernent I'antagomiR 122aWtisen ou SPC3649) proposé dans le
traitement de I'hépatite C. Le miR-122 est un mAdRN spécifique du foie qui régule
'expression de génes principalement impligués diEnsnétabolisme des lipides et du
cholestérol. Au cours de I'infection du foie pawnieus de I'hépatite C, le virus interagit avec
le miR-122 de la cellule hépatique hbéte par compléarité de bases avec des sites de
fixation situés a I'extrémité 5’ de 'ARN viral (§ure 5). Cette fixation permet au virus de se
répliquer et de créer de nouvelles copies, cordnbainsi a I'extension de l'infection dans le

foie. Miravirsen est un antagomiR de type acideléique bloqué (LNA) anti-miR-122. I
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permet la reconnaissance et la séquestration dul@2Rle rendant inaccessible au virus de
I'hépatite C. Il en résulte une inhibition de plication du virus ( Jopling, Norman, et
Sarnow 2006; Jopling, Schiitz, et Sarnow 2008; dg#i008; Eriksen et al. 2012; Hu et al.
2012). Les données de la phase | d’essai cliniguengtavirsen ont montré une bonne
tolérance du produit chez les volontaires sainsezCles chimpanzés infectés de fagon
chronique par le virus de I'hépatite C, le miragirsa provoqué une réduction significative
(350 fois) et a long terme de la charge virale. &légurs, aucune résistance virale au produit
n'a été constatée au cours de cette étude. Lesgdsmacentes de la phase lla d’essai clinique
ont démontré que 4 patients sur 9 traités a dessdalsvées (7mg/kg) de miravirsen avaient
un ARN viral indétectable aprés seulement 4 sersaieetraitement. De plus, le traitement a
été bien toléré chez les patients atteints d’htgpdii. Ces premiers résultats mettent en
évidence l'efficacité du miravirsen en monothéragaas le traitement de I'hépatite C et sont
prometteurs quant aux possibilités thérapeutiquesgerir des microARN dans d'autres

maladies humaines.

3’ Viruses
[CACUCCACCAUGAAU ACUC ':;’3::155"“?
! | GUGAGGU &' UGAGG 5
miR- 122
Bound to HCV
Mo Virus
5 GA[CACUCCACCAUGAAUCACUCC % X X X
T— ErnptySltes—T
SPC 3649 SPC 3649

DIDILL_I_I_ miR-122 ED]:D]_LLL miR-122

Figure 5. D’aprés Santaris PharmiReprésentation schématique de la fonction du miR-22
dans la réplication du virus VHC (schéma du haut) Emode d’action du miravirsen

(schéma du bas)Le virus de I'hépatite C se sert du miR-122 dedlule hote, qui se fixe sur ’ARN viral

par complémentarité de bases, pour permettre $aatgn. L'antagomiR anti-miR-122 (miravirsen) mmait

le miR-122 et le séquestre, le rendant inaccesaiblérus de I'hépatite C et inhibant ainsi sa icgtion.
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2éme partie
MicroARN et

Maladies respiratoires a composante environnemental

-20 -



I. Maladies pulmonaires et environnement

De nombreux facteurs environnementaux ont été misagise dans la survenue ou
I'aggravation de maladies respiratoires.

La consommation de tabac est fortement impliquéps digs deux principales
affections rencontrées en pneumologie, a savoir blesichopneumopathies chroniques
obstructives (BPCO) et le cancer du poumon. La tunésultant de la combustion du tabac
contient de nombreuses substances toxiques doefflts sur la santé pour les fumeurs et
son entourage sont actuellement bien établis. @mesabituellement que 90 % des cancers
bronchiques sont directement liés a la consommaliotabac. Deux grandes études initiales,
conduites aux Etats-Unis (Wynder et Graham 1950¢reiGrande-Bretagne (Doll et Hill
1952), ont démontré I'existence d’'une relation ctieeentre la consommation de tabac et la
survenue d’'un cancer bronchique. De méme, le tasa@dmis comme étant le principal
facteur de risque dans la BPCO (Celli et al. 2064),est une maladie chronique, lentement
progressive et caractérisée par une diminutionrawgarsible des débits aériens. Le tabac est
eégalement fortement suspecté dans le développemeelat fibrose pulmonaire idiopathique.
(Taskar et Coultas 2006; Baumgartner et al. 1983).prévalence de fumeurs ou d'ex-
fumeurs dans les séries de fibroses pulmonairepathiques est de I'ordre de 40% a 80%.

Le tabagisme environnemental, ou tabagisme pasisiiéea I'inhalation des courants
latéral et tertiaire de la fumée de cigarette. Al égal, le courant latéral est plus concentré
en toxiques que le courant primaire inhalé parulaeur. La quantification du tabagisme
environnemental est difficile mais néanmoins démémten particulier par la présence de
cotinine urinaire chez les non fumeurs proches fdeseurs. Le Centre international de
recherche sur le cancer (CIRC) a reconnu I'expmsitau tabagisme passif comme
cancérigene pour 'homme. La fréquence des canoerschiques chez les non-fumeurs
exposeés au tabagisme passif est plus élevée qadeshaon-exposés (Trédaniel et al. 1994;
Boffetta et al. 1998). De plus, I'exposition audaglsme passif, comme le tabagisme actif, est
un facteur a la fois de déclenchement et d’aggm@vates crises d’asthme (Dahms, Bolin, et
Slavin 1981).

D’autres facteurs liés a I'environnement profess@nsont reconnus ou fortement
suspectés dans la survenue de maladies respisatb@® cancers respiratoires représentent la
plus grande majorité des cancers dorigine protesslle. En effet, il est admis que la
majorité des meésothéliomes pleuraux est liée a edgmsitions antérieures a lI'amiante

professionnelle, avec une fraction attribuablenesti a prés de 85% chez 'homme pour le
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Programme national de surveillance du mésothéligoteural (PNSM). Le caractere
multifactoriel des cancers bronchopulmonaires (CBIR) doit pas faire méconnaitre la
fréequence des CBP liés a des expositions professiies antérieures, chez un sujet la plupart
du temps fumeur. Les principaux agents d’expasifimfessionnelle cancérogenes certains,
responsables d'un exces de CBP et reconnus pdRIE (Centre International de Recherche
sur le Cancer) sont les suivants: [Il'amiante(++#arsenic, le béryllium, le
bis(chlorométhyl)éther et chlorométhylméthyléthér, cadmium, les dérivés du chrome
hexavalent, les goudrons de houille, les hydrogabh@aromatiques polycycliques, certains
dérivés du Nickel, les poussiéres ou gaz radiaa@tibnt le radon), la silice cristalline et le
tabagisme passif.

Des épisodes de pollution atmosphérique inhabémedht séveres ont entrainé une
forte mortalité au siécle dernier, mettant pourplamiere fois en évidence l'effet de la
pollution atmosphérique sur la santé humaine (¥alte la Meuse 1930, Donora en
Pensylvannie 1948, Londres 1952). Depuis, de tmsbneux travaux ont établi que la
pollution atmosphérique exercait des effets dédétésur la santé humaine et, plus
particulierement, sur le systeme respiratoire.

La pollution atmosphérique pourrait étre a I'orgid’'une toux chronique sans autre
maladie respiratoire associée. Cette relation eepesar des observations cliniques,
épidémiologiques mais aussi sur la connaissancendeanismes neurophysiologiques de la
toux réflexe (Groneberg-Kloft et al. 2006; Tarlo0B). La pollution atmosphérique exacerbe
les crises d’asthme et pourraient méme les indlre effet, des études épidémiologiques
montrent que les pics de pollution atmosphérigogamment a I'ozone, aux oxydes d’azote,
aux particules (Particulate Matter ou PM) et ayp &@gmentent les recours en urgence pour
crise d’asthme (Sunyer et al. 1997). Par aillelersstress oxydatif induit par les PM, et en
particulier les particules de Diesel, pourrait &@gsponsable d’une inflammation bronchique
avec hyperréactivité bronchique qui sont des manguet possiblement des précurseurs du
développement de l'asthme (Takizawa 2011; Kenyohi@t2011). Les pics de pollution
atmosphérique sont également associés aux exdoesaes BPCO. Ainsi, six a 9 % des
admissions hospitalieres pour exacerbation de BP@®@raient trouver leur origine dans la
pollution atmosphérique (Sapey et Stockley 2006acBek et al. 2011B Brunekreef et
Forsberg 2005). De plus, les données actuellegjuedt que I'exposition chronique a la
pollution atmosphérique pourrait étre une causeBBE€O. Une étude allemande a, par

exemple, mis en évidence chez des femmes agéds atestabitant la région industrielle de

-22 -



la Ruhr, une augmentation du risque de développer BPCO en raison de I'exposition
chronique aux PM (PM inhalables de taille inférieure a 10p(@¢hikowski et al. 2005). Par
ailleurs, une étude ultérieure menée par la ménugécp constaté une diminution de la
prévalence de la BPCO chez les femmes de 55 amallplement a la diminution de la
pollution atmosphérique et de la teneur en;PRU cours des vingt derniéres années.
(Schikowski et al. 2010).

Cerner les effets a long terme de la pollution a&phé@rique est plus complexe. En
effet, il est difficile dans les études a long terde faire la part d’'un effet aggravant de la
pollution sur des maladies ou des facteurs de eiggéexistants, avec un effet intrinseque de
I'exposition chronique aux agents polluants sutdeeloppement de maladies, c’est a dire, de
distinguer les effets aigus des effets chroniqb&anmoins, certaines études de cohortes et
études cas-témoins ont permis de démontrer quellatipn atmosphérique, notamment la
pollution résultant du trafic automobile, est agseca une augmentation de la mortalité
cardiorespiratoire, en particulier par cancer bhispee et a une diminution de la croissance
pulmonaire chez I'enfant (Bert Brunekreef et Hotg2002; Gauderman et al. 2004). Une
étude récente sur le role de I'exposition chroniqu& PM dans I'étiologie du cancer du
poumon a notamment montré qu’une augmentation fe/b® en PM, s dans l'air ambient
augmentait le risque de mortalité par cancer puliterchez les non-fumeurs de 15 a 27%
(Turner et al. 2011).

II. Métabolisation des substances exogénes envircgmentales

Les polluants atmosphériques, les composants feriée de cigarette, tout comme
les additifs alimentaires, les médicaments ou &mite composé chimique environnemental
sont regroupés sous le terme de xénobiotiquesc@eposés sont frequemment hydrophobes
et/ou comportent des groupements chimiques réatgisr métabolisme est nécessaire pour
les rendre plus hydrophiles donc plus faciles @iékr dans la bile ou les urines, et/ou pour
neutraliser leurs groupements réactifs.

Compte tenu de l'immense variabilité des structuchsniques existantes et des
réactions a catalyser, il existe une grande diteesenzymes et de transporteurs contribuant
a la détoxication des xénobiotiques. Le processugiétoxication des xénobiotiques se
décompose classiquement en trois phases : une ptidgsele fonctionnalisation, une phase Il
dite de conjugaison et une phase Ill dite de trarispu d’élimination (Figure 6). Les

enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX)hdee | catalysent essentiellement des
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réactions d’oxydoréduction et d’hydrolyse qui remdies molécules plus polaires et plus a
méme d’étre conjuguées (d'ou le terme de fonctibisaizon). Les enzymes de la superfamille
des cytochromes P450 (CYP) réalisent la grandent@pe ces réactions. Les EMX de phase
Il sont des transférases qui catalysent des réectie conjugaison et rendent les métabolites
plus hydrophiles par greffage d’'un composé endogghgathion (glutathion-S-transférases),
glucuronate  (UDP  glycosyltransférases), sulfate Ifdgansférases),  méthyle
(méthyltransférases), acétyle (acétyltransférasdsds protéines de phase Il transportent les
xénobiotiques et surtout leurs dérivés conjuguésraters des membranes pour permettre
leur élimination. Les principaux transporteurs mesmnkires appartiennent a la superfamille
des transporteurs ABA\TP-Binding Casseti®u a la superfamille des SLSdlute Carriey.
L’ensemble de ces processus est finement réguléoetionné par des récepteurs activés par
des ligands endogenes (stéroides, acides grasaemides, acides biliaires...) ou exogenes.
Ces récepteurs sont aussi des facteurs de tratimergapables de moduler I'expression de
nombreux génes d’'EMX et de transporteurs (Nakatd. €006). Trois principaux récepteurs
(AhR, PXR and CAR) sont activés essentiellementigmxénobiotiques et sont ainsi appelés

des xénosenseurs (Pascussi et al. 2008).

XOH
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X > X » XOH —— XOR XOR
~
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Cellule S I
~ ~ v
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Phase Il : Conjugaison
Phase Il : Transport

Figure 6 : Représentation schématique du métabolisendes xénobiotiques’apres Anne
Garat, Thése d’'Université, Lille, septembre 2009).

(X : xénobiotique hydrophobe ; XOH : métabolite phplaire du xénobiotique ; XOR : xénobiotique cojé ;
ABC : ATP-binding cassetteCYP : cytochromes P450 ; GST : glutathion-S-tféreses) (d’aprés Anne Garat,
Thésed'Université, Lille, septembre 2009).
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Comme le foie ou d’autres tissus situés a l'inteefavec I'environnement, le poumon
a également la capacité de métaboliser et désadivaombreux xénobiotiques. Différentes
études ont démontré la présence de transcrits yiieee de phase I, de phase Il, de
transporteurs et de xénosenseurs dans le poumoraimurmparfois méme en quantité
importante Des travaux effectués au sein de notre équipe emmiip de caractériser le profil
d’expression pulmonaire de la quasi-totalité dasegg380 genes) codant pour les enzymes,
les transporteurs, les récepteurs nucléaires datdsurs de transcription impliqués dans la
prise en charge cellulaire des xénobiotiques. @reckt al. 2010; Leclerc et al. 2011) .
Globalement, les résultats obtenus ont montrélguaajorité des genes codant pour les EMX
et les transporteurs étaient exprimés dans la nusgudoronchique et le parenchyme
pulmonaire, confirmant ainsi la capacité de cesuisa métabolisen situ les composés
toxiques environnementaux. Plus particulieremeatmp les génes les plus exprimés, on
retrouve ceux codant des enzymes impliquées dansmdgabolisme de polluants
atmosphériques ou de composés toxiques présengslaldnmée de tabac. C'est le cas, en
particulier, de plusieurs genes de cytochromes Pda&Mme les genes CYP1B1, CYP2F1,
CYP2S1 et CYP4B1, dont I'expression est, de plupgseure a celle mesurée dans le foie,
voire quasi spécifique des tissus pulmonaires fEsugénes CYP2F1 et CYP4B1. De maniére
intéressante, des variants alléliques non foncélnrelativement fréquents ont été décrits
pour ces deux génes. L'impact de ces variantsassugceptibilité individuelle aux composés
pneumotoxiques pourrait étre déterminant dansrizesue d’affections locales.

D’autres génes codant des protéines impliquées ldadétoxication et I'élimination
de composés oxydants ou électrophiles présentealerdgnt un niveau d’expression
significatif dans les tissus broncho-pulmonairemains. Il s’agit, en particulier, de genes de
glutathion-S-transférases (GSTA1, GSTA2, GSTK1, BETMGST) dont le rble dans la
désactivation des xénobiotiques ou de leurs métabakactifs, et dans la défense contre le
stress oxydant est largement reconnu.

Les résultats de cette étude indiquent égalementpréssion prédominante du
récepteur aux hydrocarbures aromatiques AhR darsoulenon humain, attestant le role
exclusif de ce xénosenseur dans la régulation elgiéssion pulmonaire des EMX et des
transporteurs.

Des profils d’expression distincts ont été mis endénce entre la muqueuse
bronchique et le parenchyme pulmonaire. En parécule nombreux genes d’EMX de phase
| et de phase Il présentent un niveau d’expressigerieur dans les tissus bronchiques par

rapport aux tissus pulmonaires périphériques, iratit] des différences majeures dans les
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processus initiaux de prise en charge des xénghegi entre ces deux tissus et, par
conséquent des différences de susceptibilité vis-ales effets déléteres des xénobiotiques

inhalés.

[ll. Toxicité des substances exogeénes environnemaies

Les mécanismes par lesquels les xénobiotiquesseaduides effets délétéres sur le
poumon sont complexes et partiellement caractérdiggait de I'hétérogenéité des cellules
pulmonaires (plus de 40 types cellulaires coexisteinde la grande variabilité fonctionnelle
de ces cellules (Yost 1999). Les cellules les phrssibles aux agressions chimiques sont les
cellules endothéliales, les macrophages alvéolailes cellules de Clara, les cellules
epithéliales ciliées et les cellules alvéolairesh@tiales de type | et de type Il (Hecht 1999).

Les réactions de biotransformation sont généralerbénéfiques car elles aident
normalement les tissus pulmonaires a désactivétiratner les composés pneumotoxiques.
Cependant, de nombreux composés induisant une ittoxjulmonaire ne sont pas
intrinsequement pneumotoxiques, mais causent desndges cellulaires apres activation
métaboligue. Comme les intermédiaires métaboligoes hautement réactifs et instables, ils
tendent a exercer leur toxicii situ plutdt qu’a distance. Le site et I'importance tfesons
pulmonaires dépendent de facteurs comme la cortiemrdes composés réactifs dans le
poumon et I'existence de voies de détoxication eetbmbactivation (Boyd 1984). Ainsi, la
toxicité locale reflete un déséquilibre entre léactions de bioactivation et les réactions
d’élimination du métabolite intermédiaire réactitalysées généralement par des enzymes de
phase II. L'implication des P450 dans les mécanssohe toxicité d’'une grande variété de
composés pneumotoxiques a été bien documentée (Qr@@T). Les réactions de
biotransformation par oxydation aboutissent a fanfition d’especes électrophiles réactives
comme des époxydes, des quinones, des quinonesimdes méthylene-imines et des
radicaux acyls qui réagissent avec les macromaécaoekllulaires en les modifiant ou en
formant des adduits. Le métabolisme du benzo(ajeygar le CYP1Al dans le poumon
constitue un exemple représentatif d'un processes bibactivation de métabolites
génotoxiquesPlusieurs autres CYPs exprimés dans le poumon nuf@aiP1B1, CYP2A13,
CYP2A6, CYP2B6, CYP2E1l, CYP2F1, CYP3A5) sont égalemimpligués dans la
bioactivation de composés pneumotoxiques (T Shinea@dh 1997; Piipari et al. 2000; Jalas,
Ding, et Murphy 2003; Nichols et al. 2003; Smithakt2003). Par ailleurs, les réactions de
conjugaison qui sont généralement associées a aregsus de détoxication, permettant

notamment de désactiver les intermédiaires réaptifsluits par des enzymes de phase 1,
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peuvent étre également, dans certains cas, aitierijune toxicité pulmonaire. En effet, des
exemples de xénobiotiques bioactivés en métabolitamiquement réactifs aprées des

réactions de sulfo- ou glucuronoconjugaison soatis(Glatt 2000; Ritter 2000).

D’autres effets toxiques sont communs a de nombragents polluants : stress
oxydatif, inflammation, induction d’'un état procadgant, dysfonction du systéme nerveux
autonome...(Kunzli et Tager 2005). L'ozone, les oxyd&azote, la fumée de cigarette et les
particules possedent en particulier des proprigtgslantes puissantes ( Rahman et MacNee
2000). Certaines études ont montré, par exemple,lesm HAP adsorbés a la surface des
particules atmosphériques pouvaient induire I'eggian du CYP1A1 et générer la production
d’especes réactives de I'oxygene (ERO) (Ma et M@220Initialement, quand le stress
oxydatif est bas, divers facteurs de transcriptioelsque le nuclear factor erythroid-2 (Nrf2)
induisent une série d’enzymes antioxydantes et é@xitation (catalases, superoxide
dismitases et glutathione S-transferases) qui geotela cellule des effets nocifs de la
formation des ERO (Kang, Lee, et Kim 2005). Danssecond temps, si le systeme de
protection antioxydant échoue ou est dépassé mapnaduction accrue des ERO, il en résulte
I'initiation d’'une réaction inflammatoire qui abdiud divers effets cytotoxiques conduisant, a
un stade ultime, a I'apoptose cellulaire (Chirirtoak 2010). Ces effets sont médiés par la
voie de signalisation MAPK (mitogen-activated pmotkinase) et le facteur de transcription
NF-xB (nucleor factor Kappa B) qui régule I'expresside cytokines et chimiokines

impliquées dans le processus inflammatoire (Shetkéd. 2000).
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IV. MicroARN et environnement

Des études pangénomiques ont permis de mettreidenée I'association entre des
polymorphismes de genes du métabolisme des xémmplest impliqués dans la réponse au
stress oxydatif NQO1, GSTM1, GSTPbu d’autres génes impliqués dans linflammation
(TNF) avec la réponse individuelle aux polluants atrhésigue (Isabelle Romieu, Moreno-
Macias, et London 2010; Yang et al. 2008; Keladal.e2003). Une étude clinique realisée a
Mexico City ou les concentrations en ozone sonvége toute I'année, a montré que les
enfants asthmatiques exposés a des concentratidies £€n ozone avec un génotype null de
GSTM1étaient plus susceptibles développer une symptomatologie asthmatique (I Romie
et al. 2006), et que la supplémentation en vitami@eet E antioxydantes pouvait ameéliorer
leurs fonctions respiratoires (I Romieu et al. 200€ependant, les polymorphismes
génétiques ne peuvent expliquer qu’une partie daadies a composante environnementale
et ne suffissent pas a appréhender I'ensembleldagyements consécutifs a I'exposition aux
polluants, en particulier toutes les modificatioiexpression des genes. Les composés
chimiques environnementaux peuvent modifier 'espren des genes indépendemment de la
séquence primaire d’ADN grace a des modificatigrigénétiques, dont celles impliquant les
microARN (Figure 7).

L’étude des microARN en toxicologie est relativeinetcente. Zhang et Pan furent
les premiers a montrer les changements d’expres&smicroARN dans le foie et le cerveau
de souris exposées a de I'eau contaminée au RDx@alflgdro-1, 3,5-trinitro-1,3,5-triazine)
(Zhang et Pan 2009). Le RDX est contenu dans lestimns provenant d’activités civiles et
militaires et est parfois retrouvé dans des eausalgce. L’exposition au RDX et a ses
métabolites peuvent engendrer une neurotoxicit® gue des cancers. Les résultats de cette
étude ont montré que sur les 113 microARN montdas® modifications d’expression, 10
étaient significativement surexprimés et 3 sougiexs (p<0,01), a la fois dans le cerveau et
dans le foie des souris exposées. La plupart deARN qui montraient des modifications
d’expression, en patrticulier let-7, miR-17-92, niiBb, miR-15, miR-16, miR-26, et miR-181
étaient lies a des genes impliqués dans le mésabelides xénobiotiques, dans la

carcinogenese et la neurotoxicité.
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Figure 7 Schéma représentant la réponse globale du poumon sbn environnement

chimique.

La réponse peut varier en fonction de la varigiliterindividuelle de certains génes (SNP), di&difices dans
la méthylation de I'ADN ou dans l'acétylation deistones ; mais également dans I'expression desmRN
dans la dérégulation des microARN. Ces changenggtsmiques résultant de I'interaction entre lesegést
I'environnement vont influencer la production piigtée et un certain nombre de voies biologiques, vapuit
avoir un impact sur la fonction de la cellule epadse a I'environnement chimique.

1. MicroARN et tabac

Des études récentes ont montré que les composantla dumée de cigarette
engendraient des modifications des niveaux d'esmasdes microARN, a la fois chez
I’'hnomme et I'animal.

Izzotti et al ont exposé des rats a la fumée dareite pendant quatre semaines avant
d’analyser I'expression pulmonaire des microARNz¢Izi et al. 2009). Les auteurs ont ainsi
trouvé que, sur les 484 microARN mesurés a l'aigendcroarrays, environ 25% (126
microARN) présentaient une diminution d’expressiau moins deux fois dans les poumons

de rats exposeés, alors que seulement 7 microARNNétgaurexprimés. Une majorité de
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microARN les plus sous-exprimés contribuait a @uiation de la réponse au stress cellulaire,
la prolifération cellulaire ainsi que dans les woike signalisation oncogénique et suppresseur
de tumeurs. Plusieurs microARN sous-exprimés taks miR-30a, miR-146-prec, miR-132
ou miR-155 étaient déja connus pour cibler etvactdes €léments de la voie NF-kB. Une
étude menée par le méme groupe a montré par aillearrelations entre I'expression des
microARN et l'effet de la fumée de cigarette surs deoumons a différents stades de
développement (lzzotti, Calin, Steele, et al. 20@8s souris adultes et d’autres recemment
sevrées ont été exposees a de la fumée de cigpmsttlant 5 semaines. Les auteurs ont
montré une fois encore une tendance a la sousssipredes microARN dans les poumons
des souris exposées. Cet effet était plus proncimez les souris récemment sevrées que chez
les souris adultes malgré une exposition identigiamnalyse bioinformatique des cibles des
microARN les plus significativement sous-exprimésmantré leur implication dans le
développement des cellules épithéliales de I'aplpaaspiratoire, la formation du surfactant,
l'inflammation, la régulation des facteurs de csaisce, I'apoptose et la prolifération
cellulaire.

Les études réalisées chez ’'homme montrent égateomensous-expression globale
des microARN sous l'effet de la fumée de cigareBehembri et al. ont analysé les
changements d’expression des microARNs dans I'éjpitim respiratoire humain en réponse a
une exposition a la fumée de cigarette (Schembai.€2009). Les niveaux d’expression des
ARNmM et des microARN ont été mesurés dans leslesli@pithéliales bronchiques chez 20
sujets sains: 10 fumeurs actifs et 10 sujets mfayamais fumé. La comparaison entre
fumeurs et non-fumeurs a révélé que 28 microARNestadifférentiellement exprimés de
facon significative, dont 80% sous-exprimés. Le rodQRN le plus différentiellement
exprimé dans I'épithélium respiratoire des fumeétait le miR-218, avec une expression
réduite de plus de 4 fois. Par ailleurs, une cati@h entre le niveau d’expression des
qu’'un nombre réduit de microARN est capable de resdiexpression d’un nombre plus
important de genes induits par la fumée de cigarditanalyse d’enrichissement d’un
ensemble de genes (Gene Set Enrichment Analysis)ndré que les cibles prédites du miR-
218 étaient significativement surreprésentées plsngenes surexprimés dans I'épithélium
bronchique des fumeurs ainsi que dans les cellmleschiqgues humaines exposées a des
condensats de fumée de cigarette. L'une des cthiesiR-218 est TARNm du facteur de
transcription MAFG. Associé a des co-facteurs, aeteur de transcription se lie a des

séquences promotrices ARE (Antioxydant Responsilamént are), favorisant ainsi la

-30 -



transcription de génes antioxydant impliqués dansgponse de I'épithélium respiratoire a
I'exposition tabagique (Katsuoka et al. 2005).

Mascaux et al. ont utilisé la broncoscopie en dwboéscence afin de récupérer des
biopsies bronchiques a différents stades de cagem&se bronchique : de I'épithélium normal
au carcinome épidermoide, en passant par des zbngserplasie, de métaplasie ou de
dysplasies épithéliales (Mascaux et al.). L'expgmssles microARN a été quantifiée a 'aide
de gRT-PCR arrays. La comparaison entre I'épithéliormal et I'épithélium dysplasique ou
métaplasique a montré que 19 microARN étaient mhfféellement exprimés, dont une

majorité sous-exprimée, et en particulier le mi8-.21

2. MicroARN et pollution atmosphérique

a) MicroARN et pollution particulaire

Peu de données sont actuellement disponibles cwrgetimpact de la pollution
atmosphérique sur I'expression pulmonaire des rARN. La premiere étude a été réalisée
sur des cellules bronchiques primaires exposées palticules de diesel (Jardim et al. 2009).
Les résultats ont réveélé que sur les 197 miroARNogesentaient des variations d’expression
supérieures a 1,5 fois, 130 étaient surexprimésuwement 67 sous-exprimés. L'utilisation de
logiciels informatiques a permis de montrer qupligpart des microARN dérégulés pouvaient
étre impliqués dans la régulation de I'inflammatioais aussi dans les voies de signalisation
oncogénique. Les résultats de cette étude comtastec ceux obtenus lors de I'exposition de
I'épithélium respiratoire a la fumée de cigarettie $p caractérisaient par une sous-expression
globale des microARN. Ces données suggerent quecHasgements d'expression des
microARN de I'épithélium respiratoire varient sel@mnature de I'exposition.

Des travaux ont montré que I'exposition a la padlitmétallique était responsable de
changements dans lI'expression de génes de celliulesang périphérique des individus
exposes, en particulier les genes impliqués damtalnmation et le stress oxydant (Wang et
al. 2005). Bollati et al. ont tenté de déterminet'exposition a des particules riches en
métaux pouvait induire des modifications d’expressies microARN miR-21, miR-222 et
miR-146a dans les leucocytes du sang circulantadaitleurs exposeés (Bollati et al. 2010).
Les résultats ont montré que, apres 3 jours d’atipnsl’expression des microARN miR-222
et miR-21 augmentait alors que celle du miR-1468tarestable. Etant donné I'association des
microARN miR-222 et miR-21 a la réponse cellulaae stress oxydatif, ces résultats
suggerent que le stress oxydatif pourrait étrerdgine des modifications d’expression de ces

microARN et montrent I'impact systémique de I'expios particulaire chez 'lhomme.
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b) MicroARN et Benzo(a)pyréne (B(a)P)

Le Benzo(a)pyrene appartient a la famille des hgaoures aromatiques
polycycliques (HAP). Il est reconnu pour son pouvoutagene et cancérigene, et est associé
a un risque accru de cancer du poumon (Li et &1R0_es études menées sur des cellules
bronchiques humaines et chez des modéles muringn@nen évidence des modifications
d’expression des microARN apres exposition au B(&fren et al. 2009; Duan et al. 2010).
L’un des microARN retrouvé surexprimé dans le med## cellules bronchiques humaines
était le miR-494 (Shen et al. 2009). Une étudenteca montré que la surexpression de miR-
494 dans un modele cellulaire entrainait la rémassu suppresseur de tumeur PTEN
(Phosphatase and Tensin homolog) (Duan et al. 2@Wd@)me le miR-494 est surexprimé
dans le cancer pulmonaire a petites cellules (Mikal. 2009) et que PTEN, connu pour étre
sous-exprimé dans le cancer du poumon est coriéléurvie des patients, la dérégulation du
mMiR-494 et son action inhibitrice sur le suppress# tumeur PTEN pourrait étre un des

mécanismes favorisant I'action cancérigene du B(a)P

3. Hypothéses du lien entre environnement et moddations des microARN

Les mécanismes précis d'altération de I'expressies microARN par des facteurs
environnmentaux sont a ce jour peu compris. Letefms de l'inflammation et le stress
oxydatif, déja connus pour altérer directementgiession des microARN, pourraient étre a
I'origine des variations d’expression des microARN réponse aux composés chimiques
environnementaux. Ce modele serait néanmoins limii€polluants connus pour déclencher
une réponse inflammatoire et/ou un stress oxydatiéponse a I'agression de départ. (Figure
8)
La régulation d’expression des microARN passe dearpromoteurs qui leur sont propres ou
par des promoteurs communs a d’autres genes. légsiement envisageable que des
récepteurs activés par des xénobiotiques comme A&R,connus pour réguler des génes du
métabolisme des xénobiotiques, régulent égaleragramscription des microARN.
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Figure 8. D’aprés Hou et al. 2011.

Schéma hypothétique de I'action des chimiques
environnementaux sur la régulation de
I'expression des microARN

Les xénobiotiques pourraient induire des modifaadi
d’expression des microARN par l'intermédiaire deges de
linflammation et du stress oxydant. La dérégulatides
microARN entrainerait la répression de génes cildes
pourrait conduire a des altérations de fonctiontuleges
contribuant a la pathogenése de maladies pulmemair
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3°™ partie
MicroARN et

fibrose pulmonaire idiopathique

-34 -



I. La fibrose pulmonaire idiopathique

1. Définition et classification

Les pneumopathies interstitielles diffuses (PIDjtstes affections caractérisées par
une infiltration de I'interstitium pulmonaire paesl cellules (inflammatoires ou cancéreuses),
de ';cedéeme ou par une matrice extracellulaire remeollagene. Il s’y associe fréequemment
des lésions des voies aériennes, parfois des atéel (ou) de la paroi des vaisseaux, mais
I'atteinte interstitielle prédomine sur I'atteinties voies aériennes distales. On distingue les
PID de cause connue, qu’il s'agisse d'un médicapdnh antigene organique inhalé, d’'un
agent minéral (silice, amiante), d’'une infectidty€oplasma pneumoniged’un cancer, d’'un
cedeme pulmonaire, et les PID de cause inconnues sumvenant dans le contexte de
connectivites et de diverses maladies systémidus'sgit dans ce dernier cas des PID avec
granulomatose, en particulier la sarcoidose, destains de cause inconnue mais néanmoins
bien individualisables de par leurs spécificiténiglies, radiologiques, ou histologiques (ex :
la pneumopathie chronique idiopathique a éosinephil

Les PID idiopathiques sont définies par I'absencapmhrtenance aux groupes
précédents. Elles sont classées en fonction dedspect anatomopathologique selon un
consensus commun adopté par la Société Thoradigméricaine (American Thoracic
Society) et la Société Respiratoire Européenneofiaan Respiratory Society) (Anon. 2000;
Anon. 2002). Cette classification permet d’établir lien entre un aspect histologique de
définition précise, et certaines caractéristiqui@sques. Parmi les 7 aspects histologiques
existants, la fibrose pulmonaire idiopathique (FRiplise un tableau de pneumopathie
interstitielle commune. C’est la forme clinique pdus fréquente des PID idiopathiques,
représentant environ 60% des cas.

Les principales caractéristiques histologiques de pheumopathie interstitielle
commune sont la destruction architecturale, la isbexce de Iésions d’ages difféerents et leur
répartition non uniforme au sein d’'un méme prélémetnl’existence de Iésions en rayon de
miel (espaces aériques kystiques et fibreux fréguemh recouverts d’un épithélium
bronchiolaire et remplis de mucine), et de foyergpublifération fibroblastique, qui traduisent
I'activité de la maladie (Figure 9). La fibrose goénine souvent au niveau de la périphérie
des lobules, et de la région sous-pleurale du phgene pulmonaire. L’inflammation
interstitielle est Iégere a modérée, a la difféeentautres pneumopathies interstitielles
diffuses idiopathiques, telles que la pneumopatinierstitielle non spécifique, ou la

pneumopathie interstitielle desquamative.
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Figure 9: Aspects caractéristiques de pneumopathie interstélle commune en

tomodensitométrie thoracique a haute résolution etn coupes anatomopathologiqueses
images du scanner thoracique (A et B) montrentopesités sous pleurales prédominant aux basesa#galin
aspect en rayons de miel. La coupe histologique njGntre un aspect hétérogene du poumon, avec des
alternances de zones saines ou subnormales ebues denses de fibrose. Les fleches indiquentaess de
prolifération fibroblastique. (D) Coupe histologede Iésions kystiques en rayons de miel compabéspaces

denses fibrotiques remplis de mucus et d’épithéklvéolaire.

2. Aspects clinique et paraclinique de la FPI

L’incidence annuelle de la FPI augmente : elleessimée entre 4,6 a 16,6 cas pour
100 000 personnes. La maladie est plus fréquéree le sujet de sexe masculin : de 1,5a 1,7
fois plus frequente chez 'homme que chez la fenfReghu et al. 2006). La FPI survient
entre 50 et 70 ans, avec une moyenne d’age auadiigrde 66 ans. Elle débute par une
dyspnée d’'effort d’installation progressive, uneixtaion productive, et parfois des signes
généraux. Les réles crépitants bilatéraux des lsms#sconstants. L'hippocratisme digital est
présent dans prés de la moitié des cas. La cyartdss signes d’insuffisance ventriculaire
droite s’observent a un stade avancé de la maladigrofil fonctionnel est marqué par un
syndrome ventilatoire restrictif avec altération ke diffusion alvéolo-capillaire, et une

hypoxémie d’exercice. Le lavage broncho-alvéolainentre une hypercellularité avec
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prédominance de polynucléaires neutrophiles, sduaenompagnée d’'une augmentation
modérée de polynucléaires éosinophiles.

La radiographie thoracique montre des opacitésui@ires périphériques prédominant
nettement aux bases, et une réduction du volumengndire. La tomodensitrométrie
thoracigue en coupes millimétriques est 'examesemtiel du diagnostic (Figure 9) : I'aspect
caractéristique montre des opacités réticulaireshdeses réalisant un aspect pseudokystique
sous-pleural en rayons de miel, des bronchectdsigsaction, et des signes de distorsion du
parenchyme pulmonaire, avec peu d’'opacités en dépeli ; cet aspect est caractéristique et
présent dans la moitié des cas environ, et permpbder le diagnostic de fibrose pulmonaire
idiopathique, si les données cliniques, fonctioleselrespiratoires, et le lavage broncho-
alvéolaire sont compatibles avec le diagnostic.

La maladie évolue progressivement vers l'insufftemespiratoire chronique et le
décés, avec une médiane de survie d’environ 3eansie survie a 10 ans de l'ordre de 10%
seulement (T E King Jr et al. 2001).

3. Physiopathologie de la fibrose pulmonaire idioghique (Figure 10)

a) Etiologie de la FPI

L'étiologie de la Fibrose pulmonaire idiopathiquenteure a ce jour incertaine.
Certaines infections virales, en particulier leusirEpstein-Barr, les virus herpétiques
humains, le cytomégalovirus et I'hépatite C ontadsociés a la pathogenese de la FPI (Kelly
et al. 2002; Tang et al. 2003). Cependant, cestiofes virales retrouvées chez les patients
atteints de FPI ne sont pas spécifiques et poutr&iee liees au traitement par corticoides.
Des études récentes ont montré que I'expositioesafdcteurs environnementaux, comme
I'exposition aux poussieres de bois, de textiledeumétaux ainsi que les micro-inhalations
dues au reflux gastro-oesophagien pourraient &sedux Iésions initiales de I'épithélium
respiratoire (Miyake et al. 2005; Taskar and Caul@06; Lee et al. 2010). La consommation
tabagigue augmente également la probabilité delagwer une FPI, puisque les anciens
fumeurs ainsi que les fumeurs actifs auraient isgue accru de développer une FPI (Attili et
al. 2008).

b) FPI et inflammation
La fibrose pulmonaire peut accompagner une inflatiimachronique des structures
pulmonaires. C’est typiquement le cas de la fibrgse complique la sarcoidose, les

pneumoconioses, les pneumopathies chroniques d%$smsbilité, et la pneumopathie
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interstitielle non spécifique. Pendant longtem{lgjdothése selon laquelle le développement
de la FPI était lié a une inflammation chronique lgpithélium alvéolaire a prévalu.
Cependant, plusieurs éléments ont remis en cauteelogothese. Tout d’abord, les Iésions
histopathologiques de la fibrose pulmonaire idibmpte, c'est-a-dire un aspect de
pneumopathie interstitielle usuelle ou commune, manent peu d’inflammation, a la
difféerence d’autres pneumopathies interstitielleffusies idiopathiques, telles que la
pneumopathie interstitielle non spécifique. De ples Iésions histopathologiques de PID
comportant une inflammation marquée évoluent pea lefibrose pulmonaire cicatricielle.
Un autre élément est que le degré d’'inflammatidarstitielle ou alvéolaire n’influence pas
significativement sur la survie des patients atteole FPI. Enfin et surtout, les traitements
anti-inflammatoires prolongés tels que les cortlesi et les agents immunosuppresseurs
n'empéchent pas I'évolution de la maladie verssliffisance respiratoire chronique et le
déces (Collard et al. 2004), alors que les ménateinents se sont révélés efficaces a la
phase précoce d'autres affections pulmonairesnmfiatoires et potentiellement fibrosantes
telles que la sarcoidose, les pneumopathies d’bgpsibilité ou la pneumopathie interstitielle
non spécifique.

Néanmoins, méme si I'inflammation ne serait paadteur initial de la FPI et n’aurait
pas un rbéle majeur dans la pathogenése de cettadimalil existe dans la FPI un
microenvironnement pro-inflammatoire avec la préseme cytokines et de protéines
profibrotiques telles que les IL-4, IL-5, IL-13, TBGF3, le PDGF (platelet derived growth
factor) et le CTGF (connective tissue growth fac(@ringardner et al. 2008; Agostini and
Gurrieri 2006).

c) Apoptose des cellules épithéliales

L’hypothése actuelle de la pathogenése de la FHrl&se que I'événement initial de
cette fibrogenése serait I'apoptose des cellulggoddires épithéliales provoquée par des
microtraumatismes répétés d’origine environnementdinsi, les cellules épithéliales
alvéolaires de patients atteints de FPI sont sgatifement plus apoptotiques que chez les
sujets sains controles. Dans ces cellules, I'espryasde p53, p21, bax et caspase3 (pro-
apoptotiques) est augmentée alors que I'expresigobcl-2 (anti-apoptotique) est diminuée
(Plataki et al. 2005). Le stress oxydant engendrégs toxiques environnementaux pourrait
étre associé a I'apoptose des cellules épithélaiemlaires qui initie la FPI (Kuwano et al.
2003). Ainsi, plusieurs études ont montré un désboe de la balance oxydante/

antioxydante dans la FPIl avec une augmentationpotuits du stress oxydant (peroxyde
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d’hydrogéne, myeloperoxidase, produits de la pettatign des lipides) (Waghray et al. 2005;
Psathakis et al. 2006) et une diminution des sys$eae protection anti-oxydante (glutathion,
superoxyde dismutase) (Beeh et al. 2002; Irfan Rahmiswas, et Kode 2006).

Dans le modele de fibrose pulmonaire induite paolémycine chez le rongeur, le
blocage de I'apoptose par l'inhibition de la voiasHigand par des anticorps anti-Fas-ligand
(Kazuyoshi Kuwano et al. 1999) ou le blocage dpasss (Kazuyoshi Kuwano et al. 2001)
empéchent le développement de la fibrose expératenChez 'homme atteint de FPI,
'expression de I'ARNm du Fas-ligand est retrouvéeigmentée dans le lavage
bronchoalvéolaire de méme que la protéine Fas ianeellules épithéliales alvéolaires (K
Kuwano et al. 1999; K Kuwano et al. 2000). Ces ltasinous montrent I'importance de
I'apoptose des cellules épithéliales, et en pdiicd’apoptose médiée par Fas, dans la

pathogenese de la FPI.

d) Activation aberrante des cellules épithéliales ala@ges

Dans les premiers temps suivant I'apoptose du @bstolaire, les cellules épithéliales
alvéolaires lésées libérent des médiateurs inflamines qui vont initier la cascade de la
coagulation aboutissant a un réseau de fibrineeefilonectine qui constituent I'exsudat
alvéolaire (Moisés Selman and Pardo 2006; BoremszReppelenbosch, and Spek 2008).
Cette phase est suivie de la migration et de lhf@ration des cellules épithéliales alvéolaires
dans un effort de réparation du tissu pulmonaires ktellules épithéliales activées ainsi
recrutées vont libérer divers facteurs de croissagic chimiokines (PDGF, CXCL12 ou
Chemokine ligand 12) qui vont favoriser le recrutéemn des fibroblastes pulmonaires
résidents et des fibrobroblastes circulants (fipieg) sur le lieu de la Iésion (Andersson-
Sjoland et al. 2008). Les cellules épithélialesrestent également le T@GE, qui favorise la
transition épithélio-mésenchymateuse des cellipgbdiales alvéolaires en fibroblastes et la
différentiation des fibroblastes en myofibroblas{@éillis et al. 2005). Ainsi, ces cellules
(fibrocytes, fibroblastes résidents pulmonairebebblastes dérivés des cellules épithéliales)
contribuent a la formation des foyers de fibroldastt myofibroblastes présents dans la FPI.

Les cellules épithéliales activées expriment lgaitides métalloprotéinases (MMP)
de la matrice (MMP-1, 2, 7 et 9) responsables ddézradation de la membrane basale lors
de linitiation du processus fibreux. La plupartsdelMP sont localisées dans les cellules
épithéliales alvéolaires. Les fibroblastes des f®yroblastiques expriment peu de MMP
mais, par contre, surexpriment les inhibiteurs ée RIMPs, les TIMPs. Le déséquilibre de

cette balance entre protéases (MMP) dégradanttidceet leurs inhibiteurs (TIMP) peut, en
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partie, expliquer 'accumulation de la matrice extellulaire observée dans la FPI (M Selman
et al. 2000; Garcia-Alvarez et al. 2006; McKeowale2009).

e) Facteurs de croissance et médiateurs cellulaidesis la FPI.

Les cytokines et facteurs de croissance sécrétélepaellules épithéliales activées,
les fibroblastes et myofibroblastes ont un rolemoridial dans la pathogenése de la FPI
(Agostini and Gurrieri 2006; Antoniou et al. 200kgs cellules épithéliales alvéolaires sont
les principales sources de facteurs profibrotiqteds,que le TGE, le platelet-derived growth
factor (PDGF), le tumor necrosis faco(-TNF-a), 'endothélin-1 (Swigris and Brown 2010)
ou le connective tissue growth factor (Lipson et 2012), qui sont impliqués dans la
migration et la prolifération des fibroblastes aigae dans la production de matrice extra-
cellulaire.

D’autres facteurs protecteurs capables d’inhibgortdifération des fibroblastes et la
production de collagéne sont par contre diminués d& FPI. C’est en particulier le cas de la
prostaglandine E2, un médiateur lipidique dérivd'agde arachidonique membranaire. Les
cellules épithéliales alvéolaires ainsi que legdfitastes pulmonaires sont capables de
métaboliser du PGE2. La synthése se fait a patitAtide arachidonique membranaire, sous
I'action initiale des cyclooxygénases 1 et 2 (COX¥tICOX-2) qui aboutit a la formation de
PGH2. La PGH2 est ensuite transformée en PGE2 Baction de la PGE synthétase
(Needleman et al. 1986). Il est reconnu que COXsi responsable de la production
constitutive de PGH2 alors que COX-2 est une enzyouwvant étre induite par de nombreux
facteurs inflammatoires (Pruzanski et al. 1998; k&t al. 2007). La PGE2 a une action
protectrice vis-a-vis de la fibrose pulmonaire puiglle contribue a diminuer I'apoptose des
cellules épithéliales alvéolaires et a augmenter pgoduction de surfactant (Maher et al.
2010; Morsy, Isohama, et Miyata 2001). De pluse aljit sur les fibroblastes pulmonaires en
diminuant leur prolifération, leur production de llagene et leur différenciation en
myofibroblastes (S. K. Huang et al. 2008; Kolodsatkal. 2003; S. Huang et al. 2007). Par
ailleurs, la PGEZ2 favorise I'apoptose des fibrotdapulmonaires induite par le Fas-ligand (S.
K. Huang et al. 2009). La production de PGE2 quresouvée diminuée dans la FPI (Borok
et al. 1991; Vancheri et al. 2000) contribue amsi phénoménes de fibrogenése.

f) Fibroblastes et inhibition de I'apoptose
Les foyers fibroblastiques constituent l'une desoraalies histopathologiques

élémentaires caractéristiques de la pneumopathéestitielle commune, c'est-a-dire de la

-40 -



fibrose pulmonaire idiopathique, et consistent erpdtits agrégats de myofibroblastes et de
fibroblastes, qui présentent des propriétés cyiqlas de migration et de prolifération
cellulaires, et synthétisent les composants de a&ice extra-cellulaire (Calabrese et al.
2008). L’accumulation de matrice extra-cellulair@mprenant du collagene, de la
fibronectine, des fibres élastiques et des prot@agines est associée avec la réparation
anormale de la FPI. Ainsi, la quantité de foyetsdblastiques présents chez les patients
atteints de FPI constitue un facteur pronostic irtgmt, la survie étant d’autant plus courte
que le score de foyers fibroblastiques est élewgg(Kt al. 2001; Enomoto et al. 2006)

L’élimination des myofibroblastes par apoptose wstlément essentiel au cours du
processus normal de réparation tissulaire ; cebptase ne semble pas se produire dans les
foyers fibroblastiques présents dans la FPI (Tamdakd. 2002; Y. P. Moodley et al. 2004) .
Ainsi, les études faites sur des tissus de patiattesnts de FPI montrent un niveau éleve
d'apoptose dans les cellules épithéliales alvédaimais au contraire un niveau faible
d’activité apoptotique dans les fibroblastes/myafidastes adjacents (Kuwano et al. 1996;
Hagimoto et al. 1997). Le blocage de I'apoptose fi@®blastes/myofibroblastes pourrait
expliquer le passage d’une réparation normale pracessus fibrosant. Ainsi, au sein d’'un
méme microenvironnement, les cellules épithélialeéolaires et les fibroblastes formant des
foyers fibroblastiques se comportent differemmewnécad’'une part, une majoration de
I'apoptose des cellules épithéliales bronchiqued\w&tolaires, et d’autre part une inhibition de
'apoptose des myofibroblastes. Ce phénomene apgseigdoxe apoptotique pourrait étre
relié a la diminution de la production de PGE2 ob&e au cours de la FPI (Maher et al.
2010; Huang et al. 2009) .
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Microtraumatismes répétés

%& Epithélium alvéolaire Déséquilibre MMP/TIMP

M Q ﬂ m Apture de la membrane basale
D “
o/ ‘ Synthése de ===/ Fibrose pulmonaire
< Matrice extra cellulaire
B Apoptose des cellules épithéliales
Formation de foyers fibroblastin -
wlwlwl Qg

; CXCL12 Fibrocytes circulants
EDT-1
Activation de A PDGF ﬂ Fibroblastes résidents
la voie de la A TGFpL YPGE2
coagulation ; CTGE H > ﬂ TEM

Migration et TNFa

prolifération des
cellules épithéliales o
C Cellules épithéliales activées

Figure 10: Schéma illustrant la physiopathologie de la fibrospulmonaire idiopathique

(A) L'épithélium alvéolaire subit des agressions téeg d’origine environnemental@®) provoquant I'apoptose
des cellules épithéliales. Cette apoptose enttaieeactivation de la voie de la coagulation suiuhd migration

et d'une prolifération de cellules alvéolaires Ruftieu de la lésion(C) Les cellules épithéliales activées ainsi
recrutées vont libérer des facteurs de croissancgtekines qui vont favoriser le recrutement désoblastes
pulmonaires résidents et des fibrocytes circul@®. plus, les cellules épithéliales secrétent le FIGFui
favorise la transition épithélio-mésenchymateuse dellules épithéliales alvéolaires en fibroblaségsla
différentiation des fibroblastes en myofibroblast@) Ainsi, ces cellules (fibrocytes, fibroblastesidésts
pulmonaires et fibroblastes dérivés des celluléhépales) contribuent a la formation des foyeesfithroblastes
présents dans la FPI. De pldes cellules épithéliales activées expriment la giuples métalloprotéinases
(MMP) de la matrice responsables de la dégradat®ma membrane basale lors de linitiation du psscs
fibreux. Le déséquilibre de la balance entre protéases (MM&gradant la matrice et leurs inhibiteurs (TIMPSs)
contibue a l'accumulation de la matrice extra-dalhe observée dans la FP(E) Les fibroblastes et
myofibroblastes présents dans les foyers produisanexcés de protéines de la matrice extraceltulgiri
aboutit a un remodelage progressif de la strugiuh@onaire caractéristique de la FPI.

TNFo= Tumor Necrosis Factar ; CTGF= Connective Tissue Growth Factor ; B&F Transforming Growth Factdl;
PDGF= Platelet Derived Growth Factor; EDT-1= Enetitit1; CXCL12= Chemokine Ligand 12; PGE2= Prostaglami®;

TEM= Transition Epithélio-Mésenchymateuse
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II. Génétique et fibrose pulmonaire idiopathique

La plupart des mutations génétiques nettement @esoa la FPI le sont pour des
formes familiales de FPI. Ainsi, dans une étude éeesur le génome de patients atteints de
forme familiale de fibrose pulmonaire comparé aicde patients contréles, un haplotype
commun situé sur le chromosome 4931 a été retragvénaniere significativement plus
frequente dans la population atteinte de fibrosknpoaire (Hodgson et al. 2006). Cet
haplotype contient deux genes fonctionnels nonctéraés ELMOD2 et LOC152586. Seul le
géne ELMOD?2 était exprimé dans le poumon et préstenhe diminution d’expression de
son ARNm dans les poumons de patients atteints Rle e plus, I'hybridationin situ
effectuée sur des tissus pulmonaires a révélédaigisence d’expression du géene ELMOD2
dans les tissus atteints de fibrose. Une eétudevitro menée ultérieurement a suggeéré
gue I'expression du géne ELMOD?2 était essentiedlerpa réponse innée antivirale dans les
cellules épithéliales pulmonaires (Pulkkinen et28110). Une mutation sur la protéine C du
surfactant, protéine exclusivement exprimée par deBules épithéliales alvéolaires, a
eégalement été retrouvée dans le génome de patieiats de forme familiale de fibrose
pulmonaire (Thomas et al. 2002). Cette mutatiorraégmd la production d’une protéine
altérée, qui en s’accumulant peut étre responsilésions de I'épithélium alvéolaire.

Les travaux menés par Seibold et ses colleguegeawntis d’identifier une association
significative entre une mutation d’'un nucléotide kupromoteur ddMUCS5B et I'existence
d’'une forme familiale ou acquise de fibrose pulmmnaliopathique (Seibold et al. 2011). Le
géne MUCS5B code pour une mucine dont I'expression est reteusugmentée dans les
poumons de patients atteints de FPI. L'immunohlstoie réalisée sur des poumons malades
a montré une accumulation importante de MUC5B dasszones de lésions kystiques.
MUCS5B est également associée a d’autres maladiesopaires chroniques (Kirkham et al.
2008, 5; Caramori et al. 2004), suggérant ainsiussible réle dans la pathogenése de la
fibrose pulmonaire idiopathique.

Deux études ont mis en évidence des mutationsieattaune perte de fonction de la
télomerase chez 8-15% des patients atteints deeféamiliale de FPI (Tsakiri et al. 2007,
Armanios et al. 2007). De plus, un raccourcissenaest télomeres a été détecté dans les
cellules alvéolaires de patients atteints de FBtashique (Alder et al. 2008). Les télomeéres
sont des séquences répétitives non codantes d’ADBES a I'extrémité des chromosomes et
qui se raccourcissent a chaque division celluldieetélomerase est une enzyme permettant

de conserver la longueur des télomeres. Quanél@mméres ont atteint une longueur critique,
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ils activent la protéine p-53, conduisant ainstéflule & son apoptose ou a sa sénescence. La
mutation retrouvée chez certains patients atteiatfibrose pulmonaire est a l'origine d’'une
perte de fonction de la telomérase, induisant aingiaccourcissement des télomeres dans les
cellules alvéolaires pulmonaires. Ce raccourciss¢rdes télomeres entrainerait ainsi une
augmentation de I'apoptose des cellules épithélialeéolaires, a I'origine des mécanismes
induisant la fibrose pulmonaire idiopathique. Lecoaurcissement des télomeres est
également retrouvé dans d’autres maladies pulmesahroniques obstructives (Savale et al.
2009) et ne serait donc pas caracteéristique diétlase pulmonaire. Néanmoins, il pourrait
étre un cofacteur dans la pathogenése de la FPI.

D’autres études basées sur I'analyse des profibspréssion des tissus pulmonaires de
patients atteints de FPI comparés a ceux de stgetsdles ont permis de mettre en évidence
la surexpresion de certains genes comme twist-facteur de transcription (Bridges et al.
2009), ou MMP-7 (Selman et al. 2006) dans les sigmalades. Ainsi, twist-1 s’est révélé
nécessaire a la survie des fibroblagtedtro apres exposition a des stimuli pro-apoptotiques.

Ces travaux basés sur I'étude d’'un géne et densplication dans la pathogenese de
la FPI ont permis de mieux comprendre et d’idestifes mécanismes a l'origine de cette
maladie. Néanmoins, ils peuvent apparaitre insuffss face a la complexité d’'une maladie
telle que la FPI. Ainsi, les essais thérapeutiqaafisés sur des molécules dirigées contre un

seul facteur intervenant dans la FPI n’'ont donné gour que des résultats limités.
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[ll. Thérapeutiques et FPI

1. Essais thérapeutiques dans la FPI

Certaines molécules thérapeutiques ont été teshEzsdes patients atteints de fibrose
pulmonaire idiopathique dans le cadre d’étudedqeles et n’ont pas montré d’amélioration
significative dans la population traitée.

Molécule Propriétés
Etanercept Récepteur recombinant soluble au NF
(Raghu et al. 2008) Se lie au TNE et neutralise son activitg vitro
Interféron Gamma Cytokine ayant des propriétés antifibrosantes,
(Talmadge E King Jr et al. 2009 antiprolifératives, immunomodulatrices.
Bosentan Antagoniste du recepteur A et B de I'endothéline
(Talmadge E King Jr et al. 2011
Imatinib (Gleevec) Inhibiteur de la tyrosine kinase
(Daniels et al. 2010) Action sur le récepteur au PDGF

Pour certains autres essais thérapeutiques, ufidcenknique et/ou une améelioration
des capacités pulmonaires ont été mis en évidem&me si I'évolution de la maladie n’'a pu

étre stoppée.

Molécule Propriétés Bénéfices

Amélioration de la capacité vitale
N-acétylcystéine (précurseur (CV) et de la capacité de diffusior
du glutathion, propriétés | du monoxyde de carbone (Bd) a

anti-oxydantes) en 12 mois par rapport aux sujets
association avec un contréles (placébo) mais
traitement conventionnel | augmentation du risque de mortalité
et d’hospitalisations.

Association N-
acétylcystéine +
prednisone +
azathioprine.
(Demedets et al. 2005
Raghu et al. 2012)

Amélioration de la CV
Amélioration de la survie a 52
semaines

Pirfenidone Régule I'activité du TGF@&t
(Hilberg et al. 2012) du TNFa in vitro

Propriétés anti-
inflammatoires, action
probable sur les fibres
nerveuses du poumon.

Thalidomide
(Horton, Danoff, and
Lechtzin 2008)

Amélioration de la toux
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Association
anticoagulants
(coumadine ou
héparine 1V) +

prednisone

(Kubo et al. 2005)

Amélioration de la survie & 3 ans
Prévient les risques Réduction de la mortalité des
thrombotiques exacerbations aigies (63% vs 35%)

Inhibiteur de la
phosphodiestérase-5
Action vasodilatatrice sur la
circulation pulmonaire

Amélioration significative de la
dyspnée, de la Dipet de
I'oxygénation artérielle.

Sildenafil
(Zisman et al. 2010)

Inhibiteur de 3 récepteurs @ Amélioration de la CV par rapport
activité tyrosine kinase au groupe placébo
PDGF/R, FGF/R, VEGF/R| Diminution des exacerbations aigles

Intedanib (BIBF 1120
(Richeldi et al. 2011)

La transplantation pulmonaire reste actuellemeselde thérapeutique qui permet de
prolonger la survie des patients a un stade aveack maladie, méme si la survie post-

transplantation a 5 ans chez les patients porteuFP| est de 44% (Thabut et al. 2009)

2. Nouvelles voies thérapeutiques

L'utilisation de cellules souches mésenchymatedses la FPI apparait comme une
possibilité thérapeutique. En effet, dans un modalein de fibrose pulmonaire induite par
I'injection de bléomycine, a un stade précoce dmddadie, ces cellules souches administrées
par voie intraveineuse sont capables de migrer Harse bronchopulmonaire et d’adopter
un phénotype de type épithélial, diminuant aingideose induite par la bléomycine (Ortiz et
al. 2003). De méme, l'administration de cellulesudtes progénitrices épithéliales
pulmonaires promimin-1/ CD133 (+) protége les soudiune fibrose induite par la
bléomycine. Injectées par voie intratrachéale cedisles souches se greffent au poumon et se
différencient en pneumocytes de type Il (Germanoalet2009). Malgré ces attraits
thérapeutiques, l'utilisation de cellules souchesependant quelques limites, en particulier
leur possible cancérogénicité ainsi que le mangudahnées concernant I'évolution de leur
comportement lors d’'une administration a plus leagne chez I’homme.(Houghton et al.
2004; Aguilar et al. 2007; Y. Moodley, Manuelpillait Weiss 2011)
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Un autre aspect thérapeutique émergeant en alternatla greffe pulmonaire est
I'ingénierie tissulaire, dont le but est de régénéla fonctionnalité de tissus humains
déficients. Ainsi, Petersen et al ont montré gétdit possible de régénérer des poumons de
rat. lls ont d’abord prélevé un poumon de rat guiht décellularisé, c'est-a-dire gu’ils ont
détruit 'ensemble des cellules grace a une pexnfusie détergeant biologique afin de ne
conserver que la structure extracellulaire du paunils ont ensuite injecté des cellules
néonatales pulmonaires épithéliales ainsi que désles vasculaires endothéliales qui ont
recolonisé la structure pulmonaire. Apres trandplaon de ce poumon chez l'animal, des
échanges gazeux ont pu étre mis en évidence dgmifeon greffé, témoignant ainsi de sa
fonctionnalité (Petersen et al. 2010). Méme siecetpproche thérapeutique est encore

lointaine chez 'homme, elle apparait néanmoinarageante.

C Vascular Endothelium Pulmonary Epithelium

“Breathing loop” ./
( =80/ \ 8
v Syringe -

L pump

Vascular

Figure 11: Schématisation de I'ingénierie pulmonaire (Petersen et al. 2010)

(A) poumon de rat avec son artére pulmonaire et shéedB) poumon de rat dépourvu de cellules
apres traitement avec une solution détergé@jeanjection de cellules endothéliales dans I'arjguémonaire et
d’épithélium pulmonaire dans la trachée a I'aidendbioréacteur(D) Aprés 4 a 8 jours de culture, le poumon

recellularisé est prét pour I'implantati¢B) chez le rat.
Une autre voie thérapeutique envisageable dan®lla$t I'utilisation de microARN

et/ou antagomiR dirigés contre un /plusieurs mi&dlfayant un rdle dans la pathogenése de

cette maladie comme nous le préciserons dans fethauivant.
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IV. MicroARN et fibrose pulmonaire idiopathique

Les microARN sont impliqués dans la pathogenestqrogression de nombreuses
maladies telles que les cancers (Calin et Croce6)20@s maladies cardiovasculaires
(Latronico et Condorelli 2009) ou encore dans lanfmation accompagnant les allergies des
voies aériennes supérieures (Kumar et al. 2011)r tdde semble également important dans
les maladies fibrosantes du coeur (Castoldi et0dl22van Rooij et al. 2008), du rein (Patel et
Noureddine 2012) ou du foie (Noetel et al. 2012) lfzection régulatrice qu’ils exercent sur
des génes impliqués dans la physiopathologie fiertzse.

Dans la fibrose pulmonaire, et en particulier lardse pulmonaire idiopathique, quelques
études ont été conduites, qui ont démontrées té(sfs) de certains microARN dans la

physiopathogie de la maladie.

1. Let-7d et FPI(Pandit et al. 2010)

Pandit et ses collaborateurs ont analysé pourdmigre fois le niveau d’expression
d’environ 450 microARN provenant de poumons degoasi atteints de FPI comparés a des
poumons contrdles. Les résultats ont montré qufenvi0% des microARN présents sur les
puces étaient différentiellement exprimés dangptaamons malades, parmi lesquels Let-7d
qui est apparu significativement sous-exprimé. algse bioinformatique du promoteur du
gene let7-d a révélé une séquence de liaison a SKB@ad binding element SBE), une
protéine de signalisation de la voie TF Les auteurs ont confirmé expérimentalement la
liaison de SMAD3 avec le promoteur de let-7d pes tbchnigues d'immunoprécipitation de
la chromatine et de retard sur gel. Un essai Itasi® a également permis de démontrer une
réduction de lactivité transcriptionnelle du praewar de let-7d en présence de PG&F
(Figure 12). Let-7d a été localisé principalememtgiles cellules épithéliales alvéolaires des
poumons sains; il est quasiment absent dans I@pith alvéolaire des zones fibrotiques de
patients atteints de FPI. Parallélement, HMGAg@Hmmobility group AT-hook 2), une cible
connue de let-7d ayant un rdle dans la transitgithélio-mésenchymateuse médiée par le
TGH3 (Thuault et al. 2006), a été retrouvée surexpriages les poumons atteints de FPI.
D’autres protéines appartenant a la famille deogéces RAS sont également connues pour
étre des cibles de let-7d (Johnson et al. 200%petribuer, en association avec HMGA2
(Watanabe et al. 2009), au phénomene de transipdhélio-mésenchymateuse. L’inhibition
de let-7din vitro mais aussin vivo chez la souris, par instillation intratrachédenthgomiRs

inhibant la famille des microARN let-7, entraine euraugmentation des marqueurs
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mésenchymateux et une diminution des marqueursédipitix, en faveur d’'une transition
épithélio-mésenchymateuse. Il reste néanmoins aouliéen que I'administrationin vivo
d’antagomiR dirigés contre les microARNSs let-7 ssffisante pour prévenir ou améliorer la

fibrose induite chez les souris.

2. MiR-21 et FPI(Liu et al. 2010).

Une étude ménée par Liu et ses collaborateurs arénlenrdle de miR-21 dans la FPI.
lIs ont tout d’abord mis en évidence par hybridatio situ une nette augmentation de
I'expression de miR-21 dans les poumons de sottamees de fibrose pulmonaire et dans les
poumons de patients atteints de FPI, ainsi queolacalisation de miR-21 avec les
myofibroblastes. Par ailleurs, 'administrationragéritonéale d’antagomiRs dirigés contre
miR-21 chez des modeles murins (C57BL/6) de fibymdenonaire induite par I'injection de
bléomycine, a permis de réduire la sévérité de ddadie ainsi que la différentiation des
fibroblastes en myofibroblastes. De plus, I'indantde I'expression de miR-21 par le TGFR1
a été mise en évidence, de méme que l'identificatie Smad7, un inhibiteur de la voie
TGFR1, comme cible directe de miR-21. Ainsi, miRf@ictionne dans un systéeme de boucle
de rétrocontrdle positif sous I'action du TEF résultant en une amplification du signal de la
voie TGH1 (Figure 11). Les résultats de cette étude suggearerdle thérapeutique potentiel

de la modulation de miR-21 dans la FPI.

Figure 12 Pandit et al 2011
Le TGH1 inhibe la transcription
-_' de let-7d, qui inhibe Iui-méme
fibroblast HMGA2. Le TGMl active
également la transcription de
””" "’”’" HMGA2 par lintermédiaire de
! SMAD4. Le TGHB1 augmente
'expression de miR-21, qui
inhibe SMAD7, un inhibiteur de
la voie TGB1 par l'intermédiaire
0-SMA/ de la phosphorylation de SMAD2.

myofibroblast . .
differentiation  Les fléches vertes représentent les

\ Y J voies activatrices et les fleches

epithelial cell

fibrosis rouges, les voies inhibitrices.
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3. miR-155 et FPI(Pottier et al. 2009).

Notre équipe a montré que miR-155 était préférbatent exprimé dans les
fibroblastes pulmonaires humains sains plutot qresdes cellules épithéliales pulmonaires et
gue son expression augmentait apres expositioiguaiéds fibroblastiques au Tt a I'lL-
1p. De plus, la comparaison de I'expression de miR-driire les poumons de souris sensibles
(C57BL/6) et ceux de souris résistantes (BALB/C)laa bléomycine a montré une
augmentation significative de I'expression de deroARN chez les souris sensibles, en
corrélation avec le degré de fibrose pulmonaires &eades fonctionnelles nous ont permis de
démontrer que le Keratine growth factor (KGF) étaie cible directe de miR-155. Le KGF
est un facteur de croissance des cellules épitbgle@véolaires secrété par les fibroblastes
(Finch et al. 1989; Deterding, Jacoby, et Shanr@g6), dont I'expression est dérégulée dans
les fibroblastes pulmonaires provenant de patietteints de FPI (Marchand-Adam et al.
2005). De plus, des études ont mis en évidencd agministration de KGF a des modeles
murins de fibrose pulmonaire améliore leur survidagorise la protection de leurs tissus
épithéliaux (Deterding et al. 1997; Sugahara et18098). Nous avons montré que les
fibroblastes surexprimant miR-155 sécrétaient emviteux fois moins de KGF sous l'action
d’un inducteur du KGF (IL-f) et qu’ils présentaient une augmentation de legration. Des
données antérieures montraient, par ailleurs, uigenantation significative de I'expression
de miR-155 dans les poumons de patients atteintsPdgPandit et al. 2010). Les résultats
gue nous avons obtenus nous permettent de moatrélel potentiel de miR-155 dans la FPI

et de pouvoir I'envisager comme une des ciblesaffeirtiques.

4. miR-29 et FPI(Cushing et al. 2011)

Cushing et ses collaborateurs ont démontré uneucti@ d’expression des
microARNs de la famille de miR-29 (i.e miR-29a, w2Bb, miR-29c) dans les poumons
fibrosés de souris C57BL/6 suite a l'injection didmycine avec, en paralléle, une
augmentation d’expression de genes du collagedaetres génes de protéines composant la
matrice extra-cellulaire. Cette diminution d'exmiesm de miR-29 avait été également
rapportée dans I'étude menée sur des poumons i@atgatteints de FPI (Pandit et al. 2010).
La répressiotin vitro de I'expression de miR-29 dans des fibroblastés@uoaires humains a
provogué une augmentation de nombreux genes assaciprocessus de fibrose, dont ceux
étant des cibles directes de miR-29 : les g&i2AMTS9et ADAM12 qui codent pour des
protéines ayant des activités protéasiques (P&@diman, et Kaminski 2008), d0GA1l

(Integrin alpha 11) qui code pour une protéine faworise I'activation de la voie TGF
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(Goodwin et Jenkins 2009; Sheppard 2005). Paruad|d’expression des microARN de la
famille de miR-29 diminue significativement apréaitement au TGFL des fibroblastes
pulmonaires, suggérant un mécanisme de réguladdiexpression de miR-29 par le TGE
D’autres travaux ont également montré I'implicata& miR-29 dans la transition épithélio-
mésenchymateuse (Gebeshuber, Zatloukal, et Mar20689) ainsi que dans la fibrose du
cceur, de la peau et du foie (van Rooij et al. 200&8;rer et al. 2010; Roderburg et al. 2011).
Récemment, Xiao et ses collaborateurs ont mis eleeee le potentiel thérapeutique du miR-
29 chez la souris (Xiao et al. 2012) .
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Travaux personnels
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Articles 1 et 2
Implication des microARN dans le développement dalFibrose

Pulmonaire Idiopathique
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Introduction des articles 1 et 2

La fibrose pulmonaire idiopathique se caractérigeyme accumulation excessive de
matrice extra-cellulaire dans [linterstitium pulnzore et évolue vers [linsuffisance
respiratoire chronique. Les thérapeutiques halb@si€torticoides, immunosuppresseurs) ont
une efficacité limitée dans le traitement de la EPh’empéchent pas I'évolution défavorable
de la maladie (Collard et al. 2004) .

Les microARN sont des petits ARN non codant d’'umgytaine de nucléotides dont la
fonction essentielle est de réguler I'expressios gienes en se fixant sur la partie 3'UTR des
ARNmM cibles provoquant ainsi leur dégradation ounhibition de leur traduction en
protéines. Des études récentes ont montré le réde microARN dans divers processus
physiologiques ou pathologiques ainsi que leur akthérapeutique grace a la modulation
d’expression de microARN ayant un impact fonctidrswe la cellule. Alors que linfluence
des microARN a été largement explorée dans certbingines comme la cancérologie, les
données concernant les microARN dans les malatesséntes, et en particulier dans la
fibrose pulmonaire demeurent limitées (Pandit et2800; Liu et al. 2010; Cushing et al.
2011; Pottier et al. 2009; Pandit, Milosevic, etiaski 2011).

Dans ce contexte, nous avons voulu identifier ws)anicroARN dérégulés au cours
de I'évolution de la fibrose pulmonaire, suscepbt’avoir un role dans la pathogenese de
cette maladie et qui pourraient a plus long termestituer des cibles thérapeutiques. Pour
cela, nous avons utilisé comme modéle expérimamal souche de souris (C57BL/6) qui
développe une fibrose pulmonaire suite a l'injattite bléomycine ; un agent anti-cancéreux
connu pour provoquer chez certains patients umedépulmonaire.

Les résultats de nos travaux sont exposés daastigles 1 et 2.
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Abstract

As miRNAs are associated with normal cellular processes, deregulation of miRNAs is
thought to play a causative role in many complex diseases. Nevertheless, the precise
contribution of miRNAs in fibrotic lung diseases, especially the idiopathic form (IPF), remains
poorly understood. Given the poor response rate of IPF patients to current therapy, new
insights into the pathogenic mechanisms controlling lung fibroblasts activation, the key cell
type driving the fibrogenic process, are essential to develop new therapeutic strategies for
this devastating disease.

To identify miRNAs with potential roles in lung fibrogenesis, we performed a genome-
wide assessment of miRNA expression in lungs from two different mouse strains known for
their distinct susceptibility to develop lung fibrosis after bleomycin exposure. This led to the
identification of miR-199a-5p as the best miRNA candidate associated with bleomycin
response. Importantly, miR-199a-5p pulmonary expression was also significantly increased
in IPF patients (94 IPF vs. 83 controls). In particular, levels of miR-199a-5p were selectively
increased in myofibroblasts from injured mouse lungs and fibroblastic foci, a histologic
feature associated with IPF. Therefore, miR-199a-5p profibrotic effects were further
investigated in cultured lung fibroblasts: miR-199a-5p expression was induced upon TGFf
exposure and ectopic expression of miR-199a-5p was sufficient to promote the pathogenic
activation of pulmonary fibroblasts including proliferation, migration, invasion and
differentiation into myofibroblasts. In addition, we demonstrated that miR-199a-5p is a key
effector of TGFB signaling in lung fibroblasts by regulating CAV1, a critical mediator of
pulmonary fibrosis. Remarkably, aberrant expression of miR-199a-5p was also found in
unilateral ureteral obstruction mouse model of kidney fibrosis as well as in both bile duct
ligation and CCls-induced mouse models of liver fibrosis, suggesting that dysregulation of
mMiR-199a-5p represents a general mechanism contributing to the fibrotic process.
MiR-199a-5p thus behaves as a major regulator of tissue fibrosis with therapeutic potency to

treat fibroproliferative diseases.
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Author summary

Fibrosis is the final common pathway in virtually all forms of chronic organ failure,
including lung, liver and kidney, and is a leading cause of morbidity and mortality worldwide.
Fibrosis results from the excessive activity of fibroblasts, in particular a differentiated form
known as myofibroblast which is responsible for the excessive and persistent accumulation
of scar tissue and ultimately organ failure. Idiopathic Lung Fibrosis (IPF) is a chronic and
often rapidly fatal pulmonary disorder of unknown origin characterized by fibrosis of the
supporting framework (interstitium) of the lungs. Given the poor prognosis of IPF patients,
new insights into the biology of (myo)fibroblasts is of major interest to develop new
therapeutic aiming at reducing (myo)fibroblast activity to slow or even reverse disease
progression, thereby preserving organ function and prolonging life. MicroRNAs (miRNAS), a
class of non coding RNA recently identified, are associated with normal cellular processes,
and deregulation of miRNAs plays a causative role in a vast array of complex diseases. In
this study, we identified a particular miRNA: miR-199a-5p that governs lung fibroblast
activation and ultimately lung fibrosis. Overall we showed that miR-199a-5p is a major
regulator of fibrosis with strong therapeutic potency to treat fibroproliferative diseases such
as IPF.
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Introduction

Tissue fibrosis, defined as the excessive and persistent formation of non functional
scar tissue in response to repeated injury and insult, is aleading cause of morbidity
and mortality associated with organ failure in various chronic diseases such as those
affecting the lung interstitium [1]. Among the interstitial lung diseases of unknown etiology,
Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) is the most common and lethal with a median survival of
3 to 5 years after diagnosis [2]. The pathogenesis of IPF is complex and largely unknown [2],
but observations based on both animal models of pulmonary fibrosis and lung sections from
patients with IPF suggest a dynamic pathobiological process involving excessive wound
healing with chronic inflammation, apoptosis of epithelial and endothelial cells, mesenchymal
cell proliferation and activation with the formation of fibroblasts/myofibroblasts foci, and finally
excessive deposition of extracellular matrix resulting in the destruction of the lung
architecture and the loss of lung functions [2]. In particular, myofibroblasts play a substantial
role in IPF by secreting important amount of ECM components and by promoting lung tissue
stiffening [3]. Given the poor response rate of IPF patients to current therapy, a detailed
understanding of the underlying pathogenic mechanisms is of major interest to develop new
effective therapeutic strategies targeting the cellular and molecular events involved in the

fibrotic response.

MicroRNAs (miRNASs) are a class of noncoding small RNA, which most often bind to
the 3' UTR of target genes mRNAs and thereby repress their translation and/or induce their
degradation. Since the first miRNA was identified in Caenorhabditis elegans as an important
factor for timing of larval development [4,5], thousands have now been characterized
including about 1500 in human (miRbase v18) [6]. MiRNAs are now recognized as major
regulators of gene expression with crucial functions in numerous biological processes
including development, proliferation, differentiation, apoptosis and stress response.
Importantly, recent studies have identified specific miRNA expression patterns related to the
initiation and progression of various diseases including cancer as well as inflammatory,
infectious and autoimmune diseases [7-9]. Additionally, gain and loss of function miRNA
studies have further established their functional impact in various in vivo models [10-15].
Nevertheless, the precise contribution of miRNASs in fibrotic diseases, especially lung fibrosis,
is still poorly understood [16,17]. Our rationale was therefore to test whether miRNAs may
provide new perspectives on disease mechanisms, diagnosis as well as new therapeutic

opportunities in the specific context of fibrosis.

In an effort to identify miRNAs with potential roles in the development of lung fibrosis

(strategy detailed in Figure S1), we aimed to identify miRNAs of interest in two mouse strains
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showing different susceptibility to develop lung fibrosis after bleomycin exposure. This led to
the identification of a panel of mMiRNAs specifically dysregulated in the lungs of fibrosis prone
mouse strain in response to bleomycin. Among these miRNAs, miR-199a-5p was found to be
selectively up-regulated in myofibroblasts of the injured lung in bleomycin-treated mice and
fibroblastic foci of IPF patients. In lung fibroblasts, miR-199a-5p acts as an effector of TGFf3
signaling, regulates CAV1 expression, a critical mediator of the lung fibrosis process [18-21]
and participates to multiple fibrogenic associated-processes including cell proliferation,
migration, invasion and differentiation into myofibroblasts. Finally, dysregulation of miR-199a-
5p was also found in two other mouse models of tissue fibrosis, namely kidney fibrosis and
liver fibrosis, suggesting therefore that miR-199a-5p is likely to be a common mediator of

fibrosis.
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Results
Fibrosis sensitive and resistant mice exhibit a dis tinct miRNA expression profile in
response to bleomycin.

Previous studies based on mice have demonstrated a genetic susceptibility to
bleomycin-induced pulmonary fibrosis [22,23]. Indeed, C57BL/6 mice are considered to be
fibrosis prone, whereas BALB/C mice are less prone to fibrosis. To identify miRNAs that
may contribute to the lung fibrosis process, miRNA expression profile in response to
bleomycin was assessed 7 days and 14 days following bleomycin administration (i.e. when
active fibrogenesis occurs) on both strains using a microarray based platform (Data set 1,
GEO accession number GSE34812) described elsewhere [24-26]. We identified 22
differentially expressed miRNAs between lungs from bleomycin- and control-treated animals
in at least one strain, the majority being upregulated in bleomycin-instillated lungs (Figure
1A). Interestingly, miR-199a-5p exhibited an enhanced expression in response to bleomycin
during disease progression in the sensitive mice only (Figure 1B). This was further
established using an independent set of mice at day 14 following bleomycin treatment
(Figure S2A). These findings strongly suggest that miR-199a-5p may play an important role
during the lung fibrosis process. To investigate the regulatory mechanisms underlying miR-
199a-5p production, we assessed the expression status of the 2 mouse genes, miR-199a-
1 (on chromosome 9) and miR-199a-2 (on chromosome 1) in response to bleomycin using
Tagman assay designed to discriminate between pri-miR-199a-1 and pri-miR-199a-2. Our
results showed that, 14 days after bleomycin instillation, both pri-miR-199a transcripts were
up-regulated in the lungs of C57BL/6 mice (Figure S2B) and thus, contribute to miR-199a-5p
production. In addition, in situ hybridization experiments performed in the injured lungs from
C57BL/6 mice 14 days after bleomycin instillation revealed a selective expression of miR-
199a-5p in myofibroblasts (Figure 1C).

Of note, consistent with previous findings [14], we also found a significant upregulation of
miR-21 (now referenced in miRbase as mmu-miR-21a-5p) in response to bleomycin (Figure
1A and S3). Nevertheless, miR-21 induction did not differ between bleomycin-sensitive and

bleomycin-resistant strains of mice.

Identification of miR-199a-5p target genes in lung fibroblasts.

We next sought to determine the mechanism by which miR-199a-5p dysregulation
may lead to tissue fibrosis. To address this question, we first attempted to identify gene
targets and cellular pathways regulated by miR-199a-5p using the methodology described
earlier [25,26]. The influence of miR-199a-5p on human pulmonary hFL1 fibroblasts

transcriptome was compared with that of miR-21, which has been previously associated with
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the development of fibrotic diseases including lung fibrosis [14,15,27] (Data set 2, GEO
accession number GSE34815). Forty-eight hours after ectopic overexpression of each
MIiRNA, a significant alteration (defined by an absolute log,ratio above 0.7 and an adjusted
p-value below 0.05) of 1261 and 753 transcripts was detected in the miR-199a-5p and miR-
21 conditions, respectively. While these 2 miRNAs induced very distinct gene expression
patterns (Figure 2A), a functional annotation of these signatures, using Ingenuity Pathway™
software, indicated an overlap for “canonical pathways” including “Cell Cycle regulation” and
“TGFB Signaling” (Table S1). Consistent with previous findings [28], highly significant
pathways associated with miR-21 were related to “Cyclins and Cell Cycle Regulation” as
well as “Cell Cycle Control of Chromosomal Replication”, “Mismatch Repair in Eukaryotes”
and “ATM signalling”. While the highest scoring pathway for miR-199a-5p corresponded to
the metabolic pathways “Biosynthesis of Steroids”, we also noticed enrichment for pathways
related to “Integrin Signaling” and “Caveolar-mediated Endocytosis Signaling”. We next
looked for an enrichment of putative direct targets in the population of down-regulated
transcripts, as described in [29]. A specific overrepresentation of predicted targets for miR-
199a-5p and miR-21 in the population of down-regulated transcripts was noticed after
heterologous expression of miR-199a-5p or miR-21, respectively. This enrichment was
independent of the prediction tool used to define the targets (Figure 2B and not shown). We
then focussed our analysis on a subset of 21 transcripts containing miR-199a-5p
complementary hexamers in their 3'UTR, showing the largest inhibition of expression, and
identified by TargetScan, PicTar and miRanda (Figure 2C and Table 1). The gene list of
interest was further narrowed by focussing on targets also associated with the most
significant canonical pathways described above. Interestingly, the expression levels of 4 out
of 21 mouse orthologs were also significantly down-regulated in C57BL/6 mice 14 days after
instillation of bleomycin (Data set 3, GEO accession number GSE34814, Table S2). These
targets, highlighted in Table 1, are ARHGAP12, CAV1, MAP3K11 and MPP5. Based on
previous studies that demonstrated a significant link between the downregulation of
caveolin-1 (CAV1) in lung fibroblasts and the deleterious effects mediated by TGFB [19,30],

CAV1 represented a particularly relevant putative miR-199a-5p target.

CAV1is a bona fide miR-199a-5p target.

Alignment of miR-199a-5p with human CAV1 3'UTR sequence revealed one potential
conserved seed site (Figure 3A). We then fused part of the human CAV1 3'UTR to a
luciferase reporter using the psiCHEK™-2 vector and transfected it into HEK293 cells in the
presence of either a pre-miR-199a-5p mimic or a pre-miR-control (Figure 3B). As a control,

we also used a CAV1 3'UTR construct mutated on the predicted miR-199a-5p site. Human
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pre-miR-199a-5p induced a significant decrease in the normalized luciferase activity relative
to control in the presence of the wild type construction only, confirming that it represents a
functional site. Moreover, this inhibition was also repeated using the whole 3'-UTR of human
CAV1 (Figure S4), demonstrating that CAV1 is indeed a direct target of miR-199a-5p. Finally,
transfection of the pre-miR-199a-5p into MRC-5 and hFL1 lung fibroblasts led to a significant
and specific decrease of CAV1 at both mRNA and protein levels while miR-21 had no

significant effect (Figures 3C-E and S5).

miR-199a-5p mediates TGF B-induced downregulation of CAV1 in pulmonary

fibroblasts.

As TGFB is known to downregulate CAV1 in pulmonary fibroblasts [19], we then
investigated whether decreased expression of CAV1 upon TGFf stimulation was associated
with an increase in miR-199a-5p expression. We exposed the MRC-5 cell line to TGFf, and
analyzed the expression levels of CAV1 and miR-199a-5p. As detected by Tagman RT-
PCR, TGFpB treatment of human fibroblasts for 24h or 48h caused a marked decrease of
CAV1 mRNA, whereas miR-199a-5p expression was significantly upregulated (Figure 4A
and 4B). Decrease of CAV1 protein levels after TGF treatment was time dependent (Figure
4C). To further investigate whether miR-199a-5p is involved in TGFB-induced
downregulation of CAV1, we performed additional experiments using a LNA-based inhibitor
of miR-199a-5p as well as a CAV1 target site blocker to specifically interfere with miR-199a-
5p binding on CAV1 3'UTR. As depicted in Figure 4D and S6, both LNA-mediated silencing
of miR-199a-5p and blocking miR-199a-5p binding on CAV1 3'UTR inhibit TGFB-induced
downregulation of CAV1. Altogether, these experiments demonstrate that, in lung
fibroblasts, induction of miR-199a-5p in response to TGF mediates CAV1 downregulation

through binding on a unique site located in CAV1 3'UTR.

Altered expression of CAV1 in the lungs of bleomyci n induced pulmonary fibrosis
mice.

We then assessed the expression of CAV1 in the fibrotic lungs of mice. Consistent
with previous studies [19,31], our data showed a significant decrease in both CAV1 mRNA
and protein expression levels in C57BI/6 mice 14 days after bleomycin administration (Figure
5A-C). Additionally, immunohistochemistry staining of CAV1 on lung tissue sections from
C57BI/6 mice 14 days after bleomycin treatment revealed a marked reduction of CAV1 in
fibrotic area of the lungs (Figure 5D). Taken together, these experiments show that the

observed up-regulation of miR-199a-5p expression in the fibrotic lungs of mice is correlated
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with a downregulation of CAV1. Of note, BALB/c mice, for which pulmonary expression of
miR-199a-5p was not upregulated in response to bleomycin, did not display a significant

decrease in CAV1 mRNA expression level 14 days after bleomycin treatment (Figure S7).

Concomitant altered expression of both CAV1 and miR  -199a-5p in lungs of IPF
patients.

Expression of miR-199a-5p expression was increased in lungs of IPF patients (GEO
accession number GSE13316 from [13]; dataset consisting of ten IPF samples and ten
control samples; two different probes for miR-199a-5p with a p-value of p=0.005 and
p=0.006, wilcoxon rank sum test, Table S3). This result was confirmed with an independent
dataset composed of 94 IPF and 83 control lungs (p<0.001) (Figure 6A). As observed in
mice, IPF samples also exhibited a significant decrease in CAV1 expression (p<0.001)
(Figure 6B). The linear fold ratio for CAV1 between IPF and control was 0.54 (FDR < 0.05)
and the linear fold ratio for miR-199a-5p for the same subjects was 1.35 (p < 0.05). Finally,
examination of IPF lung sections revealed a specific expression of miR-199a-5p in
fibroblastic foci of the injured lung as well as a decreased CAV1 expression (Figure 6C, 6D
and S8).

MiR-199a-5p mediates fibrogenic activation of lung fibroblasts through both CAV1-
dependent and —independent pathways.

Given that loss of CAV1 expression represents a critical factor involved in the fibrogenic
activation of pulmonary fibroblasts [19], we assessed whether overexpression of miR-199a-
5p in lung fibroblasts was sufficient to recapitulate known profibrotic effects associated with a
decrease in CAV1 expression (i.e. ECM synthesis, fibroblasts proliferation, migration,
invasion and differentiation into myofibroblasts) [30,32,33]. Transfection of miR-199a-5p
precursors resulted in a significant induction of migration (Figure 7A and 7B) and invasion
(Figure 7C). In addition, cell cycle analysis (percent cells in S phase) showed that
proliferation rate of pulmonary fibroblasts overexpressing miR-199a-5p was significantly
enhanced (Figure 7D). Finally, heterologous expression of miR-199a-5p also led to a strong
increase in a smooth mucle actin (aSMA) expression (Figure 7E and S9), a hallmark of
myofibroblast differentiation as well as to a significant potentialization of COL1A1 induction in
response to TGFB (Figure 7F).

Comparison of the gene expression profiles obtained in lung fibroblasts transfected with miR-
199a-5p precursors or with a siRNA specifically directed against CAV1 revealed an overlap
between the 2 signatures, mainly among the down-regulated transcripts (Figure S10A, group
2): 34% of miR-199a-5p downregulated transcripts were also repressed by a siCAV1 (Figure
S10B). To gain insights into the pathways modulated by miR-199a-5p, Ingenuity Pathways™
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canonical pathways associated to miR-199a-5p were analyzed and compared to those of
miR-21 and siCAV1 conditions. This analysis revealed some proximity between miR-199a-5p
and siCAV1 based on the existence of shared regulated pathways (Figure 8A). Pathways
that were specific to miR-199a-5p were related to inflammation, such as “IL-1 Signaling”,
“Acute Phase Response Signaling” and “P38 MAPK Signaling”, i.e. all typical of fibrotic
processes. Importantly, several profibrotic genes were specifically regulated by miR-199a-5p
and their altered expression was confirmed in vivo (Figure S11 and Table S4). MiR-199a-5p
thus regulates multiple signaling pathways involved in lung fibrogenesis. In particular,
compared to siCAV1 transfected cells, overexpression of miR-199a-5p significantly
increased CCL2, TGFBRI and MMP3 expression and significantly decreased CAV2 and
PLAU expression (Figure S12). Of note, these two downregulated genes were predicted to

be direct targets of miR-199a-5p by Pictar.

MiR-199a-5p is an effector of TGF B signaling in lung fibroblasts by regulating CAV1.

We next investigated whether miR-199a-5p is associated with TGF signaling. For
this, we experimentally defined a TGFB signaling signature in lung fibroblasts (Dataset 2,
GSE34815) and compared it to miR-199a-5p signature using gene set enrichment analysis
(GSEA) [34]. This analysis revealed a significant overlap between these two signatures, as
assessed by normalized enrichment scores above 1 (1.4 and 2.17 for up- and down-
regulated genes respectively, with nominal p-value and FDR g-value being <0.05),
suggesting therefore, that miR-199a-5p is involved in the TGFp response of lung fibroblasts
(Figure 8B). To further demonstrate the importance of miR-199a-5p in TGFB response,
silencing of miR-199a-5p was performed in lung fibroblasts using LNA-based inhibitors. In
particular, we showed that LNA-mediated silencing of miR-199a-5p strongly inhibited TGF[3-
induced differentiation of lung fibroblasts into myofibroblasts (Figure 8C and S6), SMAD
signaling (Figure 8D) and stimulation of wound repair (Figure 8E and 8F). Remarkably,
similar results were obtained using CAV1 protector, demonstrating therefore that miR-199a-
5p is a key effector of TGF response through CAV1 regulation (Figure 8C, 8D, 8E, 8F and
S6).

MiR-199a-5p is dysregulated in mouse models of kidn ey and liver fibrosis.

A growing body of evidence suggests that miRNAs contribute to the fibrotic process in
various organs such as heart, kidneys, liver or lungs. For example, previous reports have
shown that miR-21 has an important role in both pulmonary and heart fibrosis experimental
mouse models. Thus, we investigated whether miR-199a-5p was also dysregulated in other
fibrotic tissues, namely kidney fibrosis and liver fibrosis. To this end, we assessed the

overlap between the miRNA expression profiles corresponding to three experimental models
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of fibrosis. Measurements were made using the same miRNA based platform. We identified
5 miRNAs commonly dysregulated at a p-value of less than 0.01 (Figure 9A). Among these
miRNAs, 3 were downregulated (miR-193, miR-30b and miR-29c) and 2 were upregulated
(miR-199a-3p and miR-199a-5p) (Figure 9B).

The enhanced expression of miR-199a-5p was confirmed in two independent experimental
models of liver fibrosis (Figure 10A-C) and was correlated with the severity of liver fibrosis,
as BALB/C mice have a more pronounced liver fibrosis than C57BL/6 mice, following
administration of CCL, (Figure 10A and 10B). In addition, miR-199a-5p was significantly
decreased during regression of experimental CCL4-induced liver fibrosis (Figure 10D).
Furthermore, we showed that TGFB exposure of stellate cells was associated with an
increase of miR-199a-5p expression and a decrease of CAV1 expression level (Figure 10E
and 10F). Interestingly, enhanced expression of miR-199a-5p was also observed in clinical
samples from patients with liver fibrosis (Figure S13).

Similarly, data obtained from the unilateral ureteral obstruction model of kidney fibrosis
showed an enhanced expression of miR-199a-5p in the injured kidney compared to sham
operated mice (Figure 11A). Interestingly, as for lung fibrosis, kidney expression of miR-
199a-5p was correlated with disease progression. As depicted in Figure 11B, in
situ hybridization performed 28 days after surgery (i.e. when the fibrosis is established)
showed no detectable signal for miR-199a-5p in normal kidney, whereas the hybridization
signal was greatly enhanced throughout the injured kidney in area consistent with
(myo)fibroblasts. Furthermore, immunohistochemistry of CAV1 performed on fibrotic kidney
from mice 28 days after surgery showed a marked reduction of CAV1 in fibrotic area of the
kidney (Figure 11C).
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Discussion

MiRNA expression profiling using high-throughput genomic approaches has provided
important new insights into the pathogenesis, classification, diagnosis, stratification, and
prognosis of many human diseases including tissue fibrosis [15,35,36]. In particular, such
approaches have been previously successfully applied to IPF, revealing miR-21 and let-7d
as important contributors to the lung fibrosis process [13,14]. Our work represents however,
to our knowledge, the first analysis of miRNAs involved into the differential susceptibility of
two murine strains to bleomycin-induced lung fibrosis. The identification of a specific miRNA
profile associated with bleomycin-sensitive animals suggests the functional importance of
these dysregulated miRNAs during the pathogenic processes leading to lung fibrosis. MiR-
199a-5p appeared as the most statistically significant and was well correlated to IPF
progression. Thus, altered expression of miR-199a-5p is likely to represent a primary
pathogenic mechanism in the development of lung fibrosis rather than a secondary effect of
the long-standing disease process. Other miRNAs candidates including miR-214, clustered
with miR-199a-2 on mouse chromosome 1 as well as previously fibrotic-associated miRNAS,
including miR-221-222 and miR-449a [37,38] also showed an enhanced expression in the
lung fibrosis-susceptible mice. These miRNAs need to be further analyzed in IPF samples,
as previous studies have shown their implication in the regulation of the stress response or
the cell cycle / apoptosis balance in the epithelial or fibroblast compartment [38—41].

MiR-199a is an evolutionary conserved small RNA initially identified in the context of
inner ear hair cells development and chondrogenesis [42—44] and numerous reports have
now shown its implication in various tumor types [45-47]. In the context of tissue fibrosis,
both mature forms of miR-199a (i.e., miR-199a-5p and miR-199a-3p) have been associated
with the progression of liver fibrosis in both humans and mice [48,49]. While our data also
showed an enhanced pulmonary expression of these two miRNA in the bleomycin-induced
mouse model, expression of miR-199a-5p was more significant in IPF samples (Table S3).
This led us to investigate in depth miR-199a-5p profibrotic effects.

In a recent report describing the miRNA expression profile of lung fibroblasts, miR-
199a-5p was found to be highly expressed [25]. Our present data further establish stromal
cells as the primary source of miR-199a-5p in the injured lungs and also suggests that miR-
199a-5p is involved in the profibrotic effects mediated by pulmonary fibroblasts. A
combination of in silico and experimental data, described in [25,26,40], identified the
transcripts affected by miR-199a-5p in lung fibroblasts. Functional annotations of the miR-
199a-5p experiments highlighted terms such as “Integrin Signaling” and “Caveolar-mediated
Endocytosis Signaling”. Among the set of transcripts that were down-regulated after ectopic

expression of miR-199a-5p, we then restricted our work to a group of 21 miR-199a-5p
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targets predicted by 3 independent algorithms, showing the largest modulation factors and
smallest statistical p-values. Interestingly, this short list included CAV1, a structural
component of caveolae, previously associated with lung fibrosis [14,18,19].

Caveolae refer to 50-100 nanometers small bulb-shaped invaginations of the plasma
membrane. They exert major biological functions in numerous cellular processes such as
membrane trafficking or cell signaling [50]. CAV1 and CAV2, the main coat proteins of
caveolae, are relatively highly expressed in endothelial cells and fibroblasts of pulmonary
origin [51]. Caveolae role is particularly important in the context of TGFf signaling. Whereas
TGFp receptor endocytosis via clathrin-coated pit-dependent internalization promotes TGFf
signaling, the lipid raft-caveolar internalization pathway facilitates the degradation of TGFB
receptors, therefore decreasing TGFp signaling [52]. Previous studies have shown that a
reduced CAV1 expression in lung fibroblasts contributes to IPF pathogenesis by promoting
TGFp profibrotic effects [19]. In line with this, we provide evidence that miR-199a-5p can
directly repress CAV1 in lung fibroblasts, thereby stimulating their proliferation, migration,
invasion and differentiation into myofibroblasts (Figure 12). Additionally, we showed in a
large cohort of IPF patients an enhanced expression of miR-199a-5p that was reproduced in
three independent mouse models of fibrosis as well as a decreased expression of CAV1.

MiRNAs, by affecting the expression of multiple genes, can act as master regulators
of complex biological processes and aberrant expression of miRNA is known to have a
profound impact on various distinct biological pathways. Thus, the elucidation of the critical
genes and relevant pathways/networks modulated by miRNAs is important to understand the
mechanisms by which miRNAs exert their pathogenic effects. Our systematic analysis of the
gene expression profiles of lung fibroblasts overexpressing miR-199a-5p led to the
identification of a large number of transcripts that were significantly modulated by this
MIiRNA. These experiments establish that miR-199a-5p is directly or indirectly involved in the
regulation of genes previously associated with lung fibrosis: CCL2, a potent mononuclear cell
chemoattractant, PLAU [53], a component of the fibrinolysis system, TGFBRI, the TGFp
receptor type | [54], MMP3 [55] and CAV2 [56]. Interestingly, these regulations were
independent of CAV1 targeting, suggesting therefore that miR-199a-5p modulates the
expression of several components of various distinct biological pathways to elicit, in lung
fibroblasts, a profibrotic response.

Before this study, miR-21 was clearly established as an effector of TGFp signaling,
able to promote fibroblast proliferation and differentiation into myofibroblasts [57]. In the
context of lung fibrosis, miR-21 has been described to mediate lung fibroblast activation and
fibrosis [14]. MiR-199a-5p and miR-21 exert indeed similar pro-fibrotic effects on lung
fibroblasts. This is further demonstrated by overexpression of miR-21 and miR-199a-5p,

which induce lung fibroblast migration to a similar extent (Figure S14). Interestingly, while
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both miRNAs appear as TGFf effectors, the comparison of their associated transcriptomic
signature indicated a limited overlap (Figure 2A). Moreover, CAV1 expression is unaffected
by overexpression of miR-21 in lung fibroblasts, suggesting that both miRNAs, in response to
TGFB, modulate distinct signaling pathways to produce cooperative effects involved in
fibroblast activation.

The mechanisms involved in the TGFB-dependent modulation of miR-21 and miR-199a-5p
are also of particular interest. While both miR-21 and miR-199a-5p have been shown to be
regulated by TGFf, their expression may be primarily regulated through a Smad-dependent
post-transcriptional mechanism promoting miRNA maturation by Drosha [58,59]. Our data
showing that both pri-miRNA-199al and pri-miRNA-199a2 are significantly upregulated in
bleomycin-treated mice (Figure S2B) and TGFB-stimulated fibroblasts (Figure S15) suggest
that additional TGFB-dependent transcriptional regulations occur that need to be fully
analyzed.

Finally, our observation that miR-199a-5p is also dysregulated in two additional
experimental models of tissue fibrosis (i.e. kidney fibrosis and liver fibrosis) establishes miR-
199a-5p as a ubiquitous factor associated with tissue fibrogenesis. The recently reported
association of CAV1 with kidney fibrosis [60,61], together with the exclusive distributions of
miR-199a-5p and CAV1 in the injured kidney, leads us to hypothesize that miR-199a-5p also
controls CAV1 expression in kidney, thus contributing to kidney fibrosis. Further information
came from the liver fibrosis model. As liver fibrosis can regress after cessation of the
triggering injury, even at advanced fibrotic stages [62], the decrease of miR-199a-5p
observed during resolution of liver fibrosis sets for the first time a specific miRNA as an
important player for orchestrating the molecular events occurring during regression of liver
fibrosis. Importantly, this implies that therapeutic strategies based on modulation of miRNAs

have a potential to prevent liver fibrosis progression but also to resolve liver fibrosis.

In conclusion, the results of this study further underline the pivotal roles of miRNAs in
mediating changes in gene expression and cell functions occurring during pulmonary fibrosis.
In particular, our results identified miR-199a-5p as a new determinant of tissue fibrosis. Thus,
strategies to prevent the up-regulation of miR-199a-5p may represent a new effective

therapeutic strategy to treat fibroproliferative diseases.
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Methods

Cell lines, reagents and antibodies

Human normal pulmonary fibroblasts MRC-5 (CCL-171) and hFL1 (CCL-153), human
lung cancer cell line A549 (CCL-185) were purchased from the American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, USA), frozen at an early passage and each vial used for
experiments was cultured for a limited number of passages (<8). For maintenance, cells
were cultured in DMEM/F12 medium containing 10% fetal calf serum (FCS), at 37°C with 5%
v/v CO2. Recombinant TGFf was purchased from Sigma-Aldrich. The following monoclonal
(mAbs) and polyclonal (pAbs) Antibodies were used: rabbit anti-CAV1 pAbs (sc-894) (Santa
Cruz Biotechnology Inc.), rabbit anti- B-Actin mAbs (13E5) (Cell Signalling), mouse anti-
alpha SMA mAbs (1A4) (Dako) for immunohistochemistry and (4A8-2H3) (Abnova) for

Western Blot and immunocytofluorescence.

Animal treatment

All animal care and experimental protocols were conducted according to European,
national and institutional regulations. Personnel from the Ilaboratory carried out all
experimental protocols under strict guidelines to insure careful and consistent handling of the

mice.

Mouse model of lung fibrosis . 9-12 weeks old male C57BL/6 and BALB/C mice were
purchased from Charles River, France. To induce fibrotic changes, mice were intratracheally
instillated with bleomycin or PBS as previously described [25,63]. Briefly, mice were
anesthetized with sevoflurane inhalation (Abbott) and placed in dorsal recumbency.
Transtracheal insertion of a 24-G animal feeding needle was used to instillate bleomycin
(0.75 unit/ml) or vehicle (PBS), in a volume of 80 pl. Mice were sacrificed 7 and 14 days after
instillation and lungs were removed for further analysis. Expression analyses were performed
on 5 mice per group except for the miRNA microarray experiment where 3 mice per group

were used. Histological analyses and western blot were performed on 3 C57BL/6 mice.

Mouse model of kidney fibrosis.  9-12 weeks old male C57BL/6 mice were purchased from
Charles River, France. Mice underwent anesthesia by intraperitoneal injection of
pentobarbital (50 mg/kg body wt). After a standard laparotomy, the left proximal ureter was
exposed and ligatured with 4-0 silk at two points. The sham operation consisted of a similar

identification of the left ureter, but ligature of the ureter was not performed. Expression
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analyses were performed on 4 to 7 mice per group. For the histological analyses, 2 to 3 mice

were used.

Mouse model of liver fibrosis.  6-8 weeks old male C57BL/6 and BALB/C mice were
purchased from Jackson laboratory (Bar Harbor). To induce liver fibrosis, mice received 0.6
mi/kg body weight of CCl, (Merck) mixed with corn oil (Sigma life science) intraperitoneally
as previously described [64]. Bile duct ligation (BDL) was performed by exposing the
common biliary duct and double-ligaturing it, then cutting through between the ligations as
described in [64]. For fibrosis regression mice were treated for 6 weeks with CCl, as
described above and sacrificed 2 or 4 weeks respectively after the end of treatment. For CCl,
induced liver fibrosis mouse model, expression analyses were performed on 5 mice whereas

4 mice were used for bile duct ligation.

Isolation of primary stellate cells
Primary stellate cells were isolated from C57BL/6 mice at the age of 40 to 55 weeks and
stimulated with 20 ng/ml of TGF- (Sigma Aldrich) for 48 h as previously described [64].

Human lung tissue

Flash frozen lung tissue from 94 human subjects with IPF and 83 control subjects
with no chronic lung disease were obtained from the Lung Tissue Research Consortium
(LTRC). These diagnoses were made using ATS/ERS guidelines [65,66] from review of
clinical history, pathology, and radiology. All experiments were approved by the local
Institutional Review Board at the University of Pittsburgh (IRB# 0411036). Clinical data were
made entirely available to the investigators for review.

Paraffin lung sections from patients with IPF were obtained from Lille’s Hospital.

Experiments were approved by the institutional review board of Lille’s Hospital.

Histopathology

Kidneys and lungs were fixed overnight with neutral buffered formalin and then
embedded in paraffin. Five-micrometer-thick sections were mounted and stained with
hematoxylin and eosin as well as Masson’'s trichrome to assess the degree of fibrosis.

Histologic sections were reviewed by an experienced pathologist.

RNA isolation

Total RNA were extracted from lung tissue and cell samples with TRIzol solution
(Invitrogen). Integrity of RNA was assessed by using an Agilent BioAnalyser 2100 (Agilent
Technologies) (RIN above 7).

-70 -



Microarrays
MIRNA microarrays of mice lungs . The oligonucleotide sequences corresponding
to 2054 mature miRNAs found in the miRNA registry (Release 8.2 [67]) are available on

http://www.microarray.fr:8080/merge/index (follow the link to “microRNA": platform

referenced in GEO as GPL4718). Three biological replicates were performed for each
comparison. The experimental data and microarray design have been deposited in the NCBI

Gene Expression Omnibus (GEO) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) under serie GSE34812.

The experimental design used a dye-swap approach, so that each mouse probe, printed 8
times on the microarray was measured independently 16 times for each sample. Target
preparation and array hybridization were performed as previously described [24-26].

MiRNA microarray analysis of human lungs. A microRNA microarray analysis was
done as previously described by us [13]. Briefly, 100 ng of total RNA was labeled and
hybridized onto the Agilent microRNA Microarray Release 16.0, 8x60K. After washing, the
arrays were scanned using the Agilent Microarray Scanner. The scanned images were
processed by Agilent’'s Feature Extraction software version 9.5.3. MicroRNA microarray data
analysis was done using GeneSpring v11.5 and BRB-ArrayTools v4.1 developed by Dr.
Richard Simon and the BRB-ArrayTools Development Team. The data were quantile
normalized. MicroRNA microarray data are publically available through the Lung Genomics

Research Consortium (LGRC) website (lung-genomics.org).

Expression microarrays. For gene expression arrays RNA samples were labeled
with Cy3 dye using the low RNA input QuickAmp kit (Agilent) as recommended by the
supplier. 825 ng of labeled cRNA probe were hybridized on 8x60K high density SurePrint G3
gene expression mouse or human Agilent microarrays. Two (human in vitro experiments) or
five (in vivo-derived samples) biological replicates were performed for each comparison. The
experimental data have been deposited in the NCBI Gene Expression Omnibus (GEO)
(http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) under SuperSerie record GSE34818 (series GSE34812
and GSE34814 for miRNA and mRNAs responses to bleomycin instillation, respectively;
serie GSE34815 for miRNA / siRNA transfection experiments in human fibroblasts hFL1).

For the human gene expression arrays, the data was log, transformed and normalized using
a cyclic loess algorithm in the R programming environment as previously described [68]. The
human microarray data has been made available at the LTRC (ltrcpublic.org) and the LGRC
websites as part of the LTRC protocol.

Statistical analysis and Biological Theme Analysis. Normalization was performed

using the Limma package available from Bioconductor (http://www.bioconductor.org). Intra

slide (for 2 colours dye-swap experiments only) and inter slide normalization was performed
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using the Print Tip Loess and the quantile methods, respectively. Means of ratios from all
comparisons were calculated and B test analysis was performed. Differentially expressed
genes were selected using Benjamini-Hochberg correction of the p-value for multiple tests,
based on a p-value below 0.05. Data from expression microarrays were analyzed for
enrichment in biological themes (Gene Ontology molecular function and canonical pathways)
and build biological networks built using Ingenuity Pathway Analysis software

(http://www.ingenuity.com/) and Mediante (http://www.microarray.fr:8080/merge/index) [69],

an information system containing diverse information about probes and data sets. Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA) was used to determine whether an a-priori defined set of genes
can characterize differences between two biological states [34,70]. Hierarchical clusterings
were done with the MultiExperiment Viewer (MeV) program version 4.3, using a Manhattan
distance metric and average linkage.

MIRNA targets analysis. MiRonTop [29] is an online java web tool (available at

http://www.microarray.fr:8080/miRonTop/index) that integrates DNA microarrays data to

identify the potential implication of miRNAs on a specific biological system. Briefly, MiRonTop
ranks the transcripts into 2 categories (‘Upregulated’ and ‘Downregulated’), according to
thresholds for expression level and for differential expression. It then calculates the number
of predicted targets for each miRNA, according to the prediction software selected
(Targetscan, MiRBase, PicTar, exact seed search: 2—7 or 1-8 first nucleotides of the miRNA,
TarBase v1), in each set of genes. Enrichment in miRNA targets in each category is then
tested using the hypergeometric function. The absence of siRNA off-target effect was

checked in si-CAV1 transcriptome experiments using the Sylamer Tool [71].

Transfection and luciferase assays

Pre-miRNAs, LNA-based miRNA inhibitors, target site blocker and siRNAs
transfection in lung fibroblasts . Pre-miR-199a-5p, pre-miR-21 and control miRNA (miR-
Neg # 1) were purchased from Ambion. For miR-199a-5p knockdown and target site blocker
experiments, anti-miR-199a-5p LNA, negative control anti-miR-159s LNA (miRCURY LNA
Knockdown probes) and CAV1 protector were ordered from Exigon. Si-RNA directed against
CAV1 and control siRNA (Silencer Select validated siRNAs) were from Applied Biosystems.
MRC5 / hFL1 cells were grown in 10% FCS in DMEM and transfected at 30 to 40%
confluency in 6- 12- or 96 well plates using Lipofectamin RNAi MAX™ (Invitrogen) with pre-
MiRNA, siRNAs LNA inhibitors and CAV1 protector at a final concentration of 10 nM unless
indicated.

Pre-miRNAs and psiCHECK™-2 plasmid constructs co-tr  ansfection . Molecular
constructs were made in pSI-CHECKTM-2 (Promega) by cloning behind the Renilla

luciferase in the Xhol and Notl restrictions sites, annealed oligonucleotides derived from the
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CAV1 3' UTR described below. Mutated nucleotides located in the miR-199a-5p-binding site
are underlined. HEK293 cells were plated into 96-well and cotransfected using lipofectamin
2000™ (Invitrogen) with 0.2 pg of psiCHECK™-2 plasmid construct and pre-miR-199a-5p or
control miRNA at different concentrations. 48 hours after transfection, Firefly and Renilla
Luciferase activities were measured using the Dual-Glo™ Luciferase assay (Promega).
hsa-CAV1: WT (sense) :
TCGAGGACACTTTAATTACCAACCTGTTACCTACTTTGACTTTTTGCATTTAAAACAGACA
CTGGCATGGATATAGTTTTACTTTTAAACTGTGTACGC

hsa-CAV1: WT (reverse) :
GGCCGCGTACACAGTTTAAAAGTAAAACTATATCCATGCCAGTGTCTGTTTTAAATGCAA
AAAGTCAAAGTAGGTAACAGGTTGGTAATTAAAGTGTCC

hsa-CAV1: MUT (sense) :
TCGAGGACACTTTAATTACCAACCTGTTACCTACTTTGACTTTTTGCATTTAAAACAGAGA
GTCGCATGGATATAGTTTTACTTTTAAACTGTGTACGC

hsa-CAV1: MUT (reverse) :
GGCCGCGTACACAGTTTAAAAGTAAAACTATATCCATGCGACTCTCTGTTTTAAATGCAA
AAAGTCAAAGTAGGTAACAGGTTGGTAATTAAAGTGTCC

Smad reporter Assay. MRC5 cells were seeded in 96 well plate and cotransfected
24h later at 40% confluency using RNAIi MAX lipofectamine reagent with 100ng SMAD
reporter vector (Cignal Smad reporter,- QIAGEN) and 10nM LNA-control, LNA-199a-5p or
CAV1 protector. Twenty four hours after transfection, cells were serum starved 3h before
adding 10ng/ml TGFB. Cells were lyzed and Glo luciferase assay (Promega) was performed

24h following TGFB exposure.

Quantitative RT-PCR

Mature miRNA expression. MiR-199a-5p expression was evaluated using TagMan
MicroRNA Assay (Applied Biosystems) as specified in their protocol. Real-time PCR was
performed using Universal Master Mix (Applied Biosystems) and ABI 7900HT real-time PCR
machine. Expression levels of mature microRNAs were evaluated using comparative CT
method (2%¢"T).

Pri-miRNA expression.  Pri-miR-199a-1 and pri-miR-199a-2 expression were
evaluated using TagMan pri-microRNA Assay (Applied Biosystems) following manufacturer’s
recommandations. Real-time PCR was performed using TagMan gene expression Master
Mix (Applied Biosystems) and ABI 7900HT real-time PCR machine. Expression levels of pri-

miRNAs were evaluated using comparative CT method (2°%"#T),
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Gene expression. Expression levels of both human and mouse CAV1, human
COL1A1 were analyzed using TagMan MicroRNA Assay (Applied Biosystems) according to
the manufacturer’'s instructions. Real-time PCR was performed using TagMan® Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems) and ABI 7900HT real-time PCR machine.
Expression levels were evaluated using comparative CT method (2°%"T). For normalization,
transcript levels of RNU44 (human samples) and sno202 (mouse samples) were used as
endogenous control for miRNA real time PCR. Transcript levels of PPIA (human and mouse

samples) were used as endogenous control for gene/pri-miRNA expression.

Protein extraction and immunoblotting

Cells or tissues were lysed in lysis buffer (M-PER protein extraction reagent for cells,
T-PER protein extraction reagent for tissues) and protease inhibitors cocktail (Pierce). The
lysates were quantified for protein concentrations using the Bradford assay (Biorad). Proteins
(10 pg per sample) were separated by SDS-polyacrylamide gel and transferred onto
nitrocellulose membranes (GE Healthcare). The membranes were blocked with 5% fat free
milk in Tris-buffered saline (TBS) containing 0.1% Tween-20 (TBS-T) and subsequently
incubated with CAV1, a-SMA or B-actin primary antibodies overnight at 4°C. After washing
with TBS-T for 30 minutes at room temperature, the membrane was further incubated with
horseradish peroxidase—conjugated secondary antibodies for 1.5 hours, followed by 30
minutes of washing with TBS-T. Protein bands were visualized with Amersham ECL

substrates (GE Healthcare).

Immunohistochemistry

Five-um paraffin-embedded sections were sequentially incubated in xylene (5
minutes twice), 100% ethyl alcohol (5 minutes twice), 95% ethyl alcohol (5 minutes twice),
and 80% ethyl alcohol (5 minutes). After washing with water, the sections were antigen-
retrieved using citrate buffer (pH 6.0; DAKO) in a steamer for 20 minutes and cooled to
ambient temperature. Sections were then washed with TBS-T and quenched with 3%
hydrogen peroxide in TBS for 10 minutes, blocked for avidin/biotin activity, blocked with
serum-free blocking reagent, and incubated with primary antibody as follows: for CAV1
staining, sections were incubated with antibody for 1 hour at ambient temperature; for alpha-
SMA staining, sections were incubated with antibody overnight at 4°C. Immunohistochemical

staining was developed using the DAB substrate system (DAKO).
In situ hybridization

In situ hybridization of miR-199a-5p was performed using double DIG-labeled LNA

probes (Exigon, Woburn, MA). Paraffin-embedded mouse tissues were dewaxed in xylene
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and rehydrated in descending grades of alcohol. The slides were then washed in PBS (pH
7.5) and permeabilized by incubating for 15 min in proteinase K (Ambion) for 15 min at 37°C.
The slides were again washed in PBS, and prehybridized in hybridization buffer (50%
formamide, 5x SSC, 0.1% Tween-20, 9.2 mM citric acid, 50 yg/ml heparin, and 500 pg/ml
yeast RNA, pH 6) in a humidified chamber. The double DIG-labeled LNA probes were then
added to the sections at a 80 nM concentration and incubated 2 hours at 50°C in a
humidified chamber. The slides were rinsed in 5x SSC, 1x SSC and 0.2 X SSC solutions at
the same hybridization temperature. This step was followed by blocking with 2% sheep
serum, 2 mg/ml BSA in PBS + 0.1% Tween-20 (PBST) and incubation with anti-DIG-AP Fab
fragments antibody (1:800) (Roche Applied Sciences) for 2 hours at room temperature. After
washing in PBST, the color reaction was carried out by incubation in 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate (BCIP)/nitro blue tetrazolium (NBT) color solution (Roche Applied
Sciences) with 1 mM levamisole overnight at room temperature. The color reaction was
stopped after observation of sufficient development of blue precipitate by washing with
PBST. The slides were then counterstained with Fastred (Sigma Aldrich), mounted and

coverslipped.

Immunofluorescence analysis.

MRCS cells were grown on a Round Glass Coverslips @ 16mm (thermo scientific)
placed inside a 12 Multiwell Plate. Coverslips slides were washed in phosphate-buffered
saline and fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min, cells were then permeated using 0.1%
Triton X-102 (Agilent Technologies) for 10 min. and blocked with PBS solution containing
BSA (3%) for 30 min. Incubation with primary antibodies was performed in a bloking solution
BSA (1%) at 37°C for 1h at the following dilutions; a-SMA (1:1000), CAV1 (1:50),. After
three washes with PBS, cells were incubated with secondary Alexa Fluor 488 goat anti-
Mouse IgG (Invitrogen) (1:500), Alexa Fluor 647 goat anti-rabbit IgG (Invitrogen) (1:500) and
Alexa Fluor® 647 Phalloidin (A22287 - Life technologies) (1Unit/slide). Fourty five min later,
Coverslips slides were fixed on microscope slides using ProLong® Gold Antifade Reagent
with DAPI (Invitrogen). Fluorescence was viewed with an FV10i Olympus confocal scanning

microscope.

Cell proliferation assay.

MRCS5 cells (150,000/well) were seeded in duplicate in DMEM supplemented with
10% FBS on 60-mm cell culture dishes. Cells were serum starved the next day and
transfected with pre-miR-199a-5p at 10 nM. Cell proliferation was assessed 48h after
transfection by flow cytometry using the click-iT EdU cell proliferation assay (Invitrogen)

according to the manufacturer’s instructions.
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In vitro wound healing assay.

hFL1 cells were seeded on Type-I collagen coated 12-well plates and transfected as
described above. Forty eight hours after transfection, confluent cells were (FCS) starved 3h
before adding 10ng/ml TGFB and wounded using a pipet tip. The in vitro wound-healing
process was then recorded by videomicroscopy for 24 h from then scratching on an Axiovert
200 M inverted microscope (Carl Zeiss) equipped with 37°C and 5% CO2 regulated insert
(Pecon GmbH). Brightfied images were taken each 30 min through a 10x phase contrast
objective with a CoolSNAPHQ CCD Camera managed by Metamorph Software (Roper
Scientific). The motility of the cells was assessed by evaluating the repaired area percentage

using ImageJ sotware.

Invasion assay.

Invasion of MRC5 fibroblast overexpressing miR-199a-5p was assessed using
commercially available 24-well BioCoat Matrigel Invasion Chamber (BD Biosciences). In
brief, pulmonary fibroblasts were transfected either with pre-miR-199a-5p or negative control
as described above. 24h after transfection, cells were harvested with trypsin-EDTA,
centrifuged, and resuspended in DMEM medium. Cell suspensions (1 x 10° cells/well) were
added to the upper chamber. Bottom wells of the chamber were filled with DMEM medium
containing 10% FBS as chemoattractant, whereas the upper chamber was filled with DMEM
only. After incubation for 48h at 37°C, the non-invading cells on the top of the membrane
were removed with a cotton swab. Membrane containing invading-cells were fixed with
methanol, washed three times with PBS and mounted with DAPI hard set (Vector
Laboratories) onto glass slides for fluorescent microscopy.

Statistical analysis
Results are given as meantS.E.M. Statistical analyses were performed by using

Student's t-test as provided by Microsoft Excel™.
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Table 1. List of the main miR-199a-5p predicted tar
following miR-199-5p overexpression in human fibrob

tool miRonTop ( http://www.microarray.fr:8080/miRonTop/index).

gets significantly downregulated
lasts using the bioinformatics

Symbol Accession Description Av.Exp® | logFC?
Number

ARHGAP1Z | NM_018287 Rho GTPase activating protein 12 11.12 -1.96

C170rf63 NM_018182 - 11.90 -1.58

CAV1® NM_001753 Caveolin 1, caveolae protein, 22kDa 15.28 -1.78
(CAV1)

DDR1 NM_013993 Discoidin domain receptor tyrosine kinase 1 9.57 -2.31

EPB41L1 NM_012156 Erythrocyte membrane protein band 4.1-ljke 12.88 -1.94
1

EXTL3 NM_001440 Exostoses (multiple)-like 3 13.66 -1.20

FzZD6 NM_003506 Frizzled homolog 6 11.62 -2.07

IPO8 NM_006390 Importin 8 12.00 -2.09

KLHL3 NM_017415 Kelch-like 3 8.44 -1.32

KPNA4 NM_002268 Karyopherin alpha 4 13.44 -1.11

MAP3K11® | NM_002419 Mitogen-activated protein kinase kinase 13.11 -2.77
kinase 11

MPP5 NM_022474 Membrane protein, palmitoylated 5 11.76 -1.99

NLK NM_016231 Nemo-like kinase 11.36 -1.63

PODXL NM_001018111| Podocalyxin-like (PODXL) 11.21 -2.59

PPP1R2 NM_006241 Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitpor) 11.29 -2.50
subunit 2

PXN NM_002859 Paxillin 14.99 -1.41

RNF11 NM_014372 Ring finger protein 11 14.30 -1.09

ST6GAL1 NM_173216 ST6 beta-galactosamide alpha-2,6- 10.67 -1.70
sialyltranferase 1

TAF9B NM_015975 TAF9B RNA polymerase Il, TATA box 9.77 -2.25
binding protein (TBP)-associated factor,
31kDa

VPS26A NM_004896 Vacuolar protein sorting 26 homolog A 12.37 -1.60

ZNF706 NM_001042510| Zinc finger protein 706 8.15 -1.10

! logarithm (base 2) of the average intensity (AveExpr)
2 logarithm (base 2) of the ratio of miR-199a-5p / miR-Neg (logFC)
Expression significantly down-regulated in bleomycin-treated C57BL/6 mice
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Supporting information

Table S1. List of themes corresponding to “canonical pathways” annotations identified by
Ingenuity Pathway Analysis in response to overexpression of miR-199a-5p or miR-21 in
human pulmonary fibroblasts hFL1. Normal human pulmonary fibroblasts hFL1 were
transfected with pre-miR-Neg, pre-miR-199a-5p or pre-miR-21 (n=2). RNA samples were
harvested at 48 h post-transfection and expression profiles were determined with whole
genome microarrays. The probability to obtain the number of genes in a certain pathway in
the list of differentially expressed genes between either miR-199a-5p or miR-21 versus miR-
Neg was compared with the representation of the same pathway among all the genes on the
microarray ; —logl0 of the Fisher's exact probability is indicated. Significant pathways are
shown in progressively brighter shades of orange according to their significance. ns= non

significant.

Table S2. List of themes corresponding to “canonical pathways” annotations identified by
Ingenuity Pathway Analysis in lungs from C57BL/6 mice treated with bleomycin. RNAs
extracted from C57BL/6 mice lungs 14 days after instillation with bleomycin or PBS were
analyzed with whole genome microarrays (n=5).The probability to obtain the number of
genes in a certain pathway in the list of differentially expressed genes between bleomycin
and PBS conditions was compared with the representation of the same pathway among all

the genes on the microarray ; —log10 of the Fisher’'s exact probability is indicated.

Table S3. Pulmonary expression of miR-199a-5p in 10 IPF and 10 controls (dataset GEO
accession number GSE13316).

Table S4. List of the 133 genes modulated by miR-199a-5p in lung fibroblasts that are also

dysregulated in lungs from C57BL/6 mice 14 days after bleomycin treatment.

Figure S1 . Study schema

Figure S2. miR-199a-5p and pri-miR-199a expression in C57BL/6 mice 14 days following
bleomycin exposure. (A) Real-time PCR was performed to confirm the enhanced expression
of miR-199a-5p in lungs of C57BL/6 and BALB/C mice 14 days following bleomycin exposure
on an independent set of mice (n = 5 mice in each group). Data are expressed as mean *
SEM. *p< 0.05. (B) Pri-miR-199a-1 and pri-miR-199a-2 gene expression in lungs from
C57BL/6 mice 14 days after bleomycin instillation. n = 5 mice in each group, data are

expressed as mean = SEM. *p < 0.05 and **p <0.01.
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Figure S3. miR-21 expression during bleomycin induced lung fibrosis. (A) Normalized
fluorescence expression values of miR-21 in lungs from Balb/c and C57BL/6 mice in
response to bleomycin at the indicated time points from microarrays experiments (n=3). Data
are expressed as mean + SEM. **p < 0.01 (B) Real-time PCR was performed to confirm the
enhanced expression of miR-21 in lungs of C57BL/6 and BALB/c mice 14 days following
bleomycin exposure. n = 5 mice in each group, data are expressed as mean = SEM. ** p<
0.01. (C) Paraffin sections were prepared from C57BL/6 mice harvested 14 days following
bleomycin intra-tracheal instillation. In situ hybridization was performed to show the
localization of miR-21 in fibrotic area of the lungs (i-iv). Results represent one out of three

independently performed experiments.

Figure S4. CAV1 is a direct target of miR-199a-5p. Co-transfection of pre-miR-199a-5p or
pre-miR-Neg and human CAV1 3'UTR-derived psiCHECK™-2 construct in A549 cells show

a significant decrease in normalized luciferase activity 48 h post-transfection. * p< 0.05.

Figure S5. Decreased CAV1 expression after transfection of MRCS5 lung fibroblasts with
pre-miR-199a-5p. (A) MRC5 Lung fibroblasts that were transfected with 10 nM of pre-miR-
199a-5p for 48h show a significant decrease in CAV1 expression as determined by real-time
PCR. Data are expressed as mean + SEM. **p < 0.01. (B) Western blot analysis showing the
downregulated expression of CAV1 protein after transfection of MRC-5 lung fibroblasts with

pre-miR-199a-5p. Data are representative of two independent experiments.

Figure S6. MiR-199a-5p mediates TGFB dependent differentiation of lung fibroblast into
myofibroblasts through CAV1 regulation. Normal human pulmonary fibroblasts MRC5 were
transfected with a control LNA inhibitor (LNA-CT), a LNA-miR-199a-5p inhibitor or a target
site blocker directed against CAV1 3-UTR (CAV1 protector) (n=2). Protein samples were
harvested at 48 h post-transfection and analyzed by western Blot for CAV1 and aSMA.

Figure S7. Pulmonary expression of CAV1 in BALB/c mice 14 days after bleomycin injection.
Real-time PCR was performed to assess the expression of CAVL1 in lungs of BALB/c mice 14
days following bleomycin exposure. n = 5 mice in each group, data are expressed as mean +

SEM. n.s. = non significant.

Figure S8. In Situ Hybridization (ISH) staining of miR-199a-5p in IPF lung section. ISH was

performed to determine the localization of miR-199a-5p in lung tissue of IPF patients from
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paraffin lung sections. Experiments were performed twice. Scramble probe was used as a

negative control.

Figure S9. Expression of ACTA2 and PPARG following overexpression of miR-199a-5p in
lung fibroblasts. Microarray analysis of lung fibroblasts transfected with 10 nM of miR-199a-
5p mimic or control reveals a significant increase of ACTA2 expression (*p<0.05), a hallmark
of myofibroblast differentiation, as well as a significant decrease of PPARG expression
(**p<0.01), a known inhibitor of myofibroblast differentiation. Data are expressed as mean of

normalized fluorescence values + SEM.

Figure S10. Comparison of transcriptomic changes induced by miR-199a-5p and a siRNA
directed against CAV1. Normal human pulmonary fibroblasts hFL1 were transfected with pre-
miR-Neg, pre-miR-199a-5p as well as siCAV1 or a control siRNA (n=2). RNA samples were
harvested at 48 h post-transfection and expression profiles were determined with pan
genomic arrays. (A) Heatmap comparing the normalized log2 of the ratios between pre-miR-
199a-5p versus pre-miR-Neg or si-CAV1 versus si-Neg signals. (B) Venn diagram comparing
the set of down-regulated transcripts following miR-199a-5p and si-CAV1. Cut-offs for
selection are equal to 7.0 for the log2 (signal), to 0.7 for the log2 (ratio), and to 0.05 for the

adjusted p-value.

Figure S11. Comparison of gene expression changes between miR-199a-5p regulated
genes in lungs fibroblasts and lungs from C57BL/6 mice 14 days after bleomycin injection.
(A) Venn diagram showing the relationships of gene expression changes between miR-199a-
5p transfected lung fibroblasts (two independent experiments) and lungs from C57BL/6 14
days after Bleomycin treatment (n=5 mice). The numbers of genes whose expression was
differentially detected in each condition at p<0.05 are shown. Microarray analysis shows a
significant reduction of CAV2 (B), TGFBRI (C), CCL2 (D), ACTA2 (E) and MMP3 (F)
expression in C57BL/6 mice treated with bleomycin for 14 days (n = 5) compared with control

mice (n = 5). Data are expressed as mean + SEM. ** p<0.01.

Figure S12. Profibrotic genes significantly modulated in lung fibroblasts by miR-199a-5p
independently of CAV1 regulation. Lung fibroblasts were transfected by miR-199a-5p mimic,
si-CAV1 or negative controls. Microarray analysis shows the expression of known profibrotic
genes :, TGFBRI (A), MMP3 (B), CAV2 (C), PLAU (D) and CCL2 (E) 48h after transfection.

Data are expressed as mean + SEM. *p<0.05, **p<0.01.
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Figure S13. Enhanced expression of miR-199a-5p in clinical samples from patients with liver
fibrosis. In situ hybridization assay was performed to determine the localization of miR-199a-
5p in normal and fibrotic human livers. Results represent one out of three independent

experiments.

Figure S14. Transfection of human lung fibroblasts with pre-miR-199a-5p or pre-miR-21
increases cell motility. Sratch wound was induced in confluent cell monolayers plated on
plastic and wound closure was measured using image J software (2 independent

experiments).

Figure S15. Effect of TGFB on mature and pri-miRNAs forms of miR-199a in lung fibroblasts.
HFL1 human fibroblasts were treated or not with 10nM TGFf for 48 hours. Real Time Taq
Man PCR showing the levels of (A) mature miR-199a-5p and miR-199a-3p ; (B) pri-miR-
199a-1 and pri-miR-199a-2. n = 2. Data are expressed as mean = SEM *p < 0.05.
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Figure 52.

miR-199a-5p and pri-miR-19%9a expression in C57TBL/6 mice 14 days following bleomycin
exposure. (A) Real-ime PCR was performed to confirm the enhanced expression of miR-189a-5p
in lungs of C57BL/6 and BALB/C mice 14 days following bleomycin exposure on an independent
set of mice (n = 5 mice in each group). Data are expressed as mean = SEM. *p < 0.05. (B) Pri-
miR-198a-1 and pri-miR-199a-2 gene expression in lungs from C57BL/G mice 14 days after
bleomycin instillation. n = 5 mice in each group, data are expressed as mean + SEM. "p < 0.05
and **p <0.01.

-89 -



S 5000 -
< OPBS
o
4 4000 - _— EmElzo
E e % &
© 3000 -
=
o
i
oy
i} 2000 -
o
o
Lik]
=
1000 -
N
g
o 0 T T T
=

Balb 7D  Balb_14D Black_ 7D  Black_14D

B
BALB/c C57BL/G
E 45- ES 3 L33
.E 4 i
u= 35
S 3
W 25
& 2
< 15
g 1
g o - - -
PES 14D Bleo 14D PBS 14D Bleo 14D
c PBS Bleo
“LoaTL IMERNE R
{ ¢ ; 1 -‘. ¥ f‘i‘lt:!‘_—r S'j‘- ‘:._
R21  Hrr F i el -’1"*‘}}"’%- e
miR- Lolnrs i Aied ™ o R
! L '%‘ - "‘;EH:‘# 1
. : : o 8 o PR Y
o S T T Y
Scramble
iii v
Figure S3.

miR-21 expression during bleomycin induced lung fibrosis. (A) Normalized fluorescence expression
values of miR-21 in lungs from Balb/c and C57BL/S mice in response to bleomycin at the indicated time
points from microarrays experiments (n=3). Data are expressed as mean + SEM. **p < 0.01 (B) Real-time
PCR. was performed to confirm the enhanced expression of miR-21 in lungs of C57BL/6 and BALE/c mice
14 days following bleomycin exposure. n = 5 mice in each group, data are expressed as mean = SEM. **
p< 0.01_ (C) Paraffin sections were prepared from C57BL/6 mice harvested 14 days following bleomycin
intra-tracheal instillation. [n situ hybridization was performed fo show the localization of miR-21 in fibrofic
area of the lungs (i-Hv). Results represent one out of three independently performed experiments.

-90 -



127

1.0 1
*
0.87
0.6
0.4
0.2

miR-neg miR-199a-5p miR-199a-5p miR-199a-5p
10nM 30nM 50nM

Relative luciferase activity
(normalized to firefly)

Figure S4.

CAV1 is a direct target of miR-199a-5p. Co-transfection of pre-miR-199a-5p or pre-miR-Neg and human
CAV1 J'UTR-derived psiCHECK™-2 construct in AD49 cells show a significant decrease in normalized
luciferase activity 48 h post-transfection. * p< 0.05.
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Figure S5.

Decreased CAV1 expression after transfection of MRC5 lung fibroblasts with pre-miR-199a-5p. (A)
MRC5 Lung fibroblasts that were transfected with 10 nM of pre-miR-199a-5p for 48h show a significant
decrease in CAV1 expression as determined by real-ime PCR. Data are expressed as mean + SEM.
**p < 0.01. (B) Western blot analysis showing the downregulated expression of CAV1 protein after
transfection of MRC-5 lung fibroblasts with pre-miR-199a-5p. Data are representative of two independent
experiments
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Figure S6.

MiR-199a-5p mediates TGFp dependent differentiation of lung fibroblast into myofibroblasts through
CAV1 regulation. Normal human pulmonary fibroblasts MECS were transfected with a control LNA inhibitor
(LNA-CT). a LNA-miR-18%a-bp inhibitor or a target site blocker directed against CAV1 3-UTR (CAWVA
protector) (n=2). Protein samples were harvested at 48 h post-transfection and analyzed by western Blot
for CAV1 and oSMA.
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Pulmonary expression of CAV1 in BALB/c mice 14 days after bleomycin injection. Real-time
PCR was performed to assess the expression of CAV1 in lungs of BALB/c mice 14 days following
bleomycin exposure. n = 5 mice in each group, data are expressed as mean = SEM. ns. = non

significant.

Figure S8.

Scramble

miR-199a-5p

In Situ Hybridization (ISH) staining of miR-199a-5p in IPF lung section. ISH was performed to
determine the localization of miR-189a-5p in lung tissue of IPF patients from paraffin lung sections.
Experiments were performed twice. Scramble probe was used as a negative control.
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Expression of ACTAZ2 and PPARG following overexpression of miR-19%a-5p in lung
fibroblasts. Microarray analysis of lung fibroblasts transfected with 10 nM of miR-19%a-5p mimic or
control reveals a significant increase of ACTAZ expression (*p<0.05), a hallmark of myofibroblast
differentiation, as well as a significant decrease of PPARG expression ("p<0.01), a known inhibitor
of myofibroblast differentiation. Data are expressed as mean of normalized fluorescence values +

SEM.
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Figure S10.

Comparison of transcriptomic changes induced by miR-19%a-5p and a siRNA directed against
CAV1. Normal human pulmonary fibroblasts hFL1 were transfected with pre-miR-Neg, pre-miR-199a-5p as
well as siCAV1 or a confrol siENA (n=2). RNA samples were harvested at 48 h posi-transfection and
expression profiles were determined with pan genomic arrays. (A) Heatmap comparing the normalized
log2 of the ratios between pre-miR-199a-5p versus pre-miR-Neg or si-CAV1 versus si-Neg signals. (B)
Venn diagram comparing the set of down-regulated transcripts following miR-19%a-5p and si-CAV1. Cut-
offs for selection are equal to 7.0 for the log, (signal), to 0.7 for the log, (ratio), and to 0.05 for the adjusted
p-value.
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Figure S11.

Comparison of gene expression changes between miR-199a-6p regulated genes in lungs fibroblasts and
lungs from C57BL/é mice 14 days after bleomycin injection. (A) Venn diagram showing the relationships of
gene expression changes between miR-199a-5p transfected lung fibroblasts (two independent experiments) and
lungs from C57BL/6 14 days after Bleomycin treatment (n=5 mice). The numbers of genes whose expression was
differentially detected in each condition at p<0.05 are shown. Microarray analysis shows a significant reduction of
CAVZ (B), TGFBRI {C), CCL2 (D), ACTAZ (E) and MMP3 (F) expression in C57BL/& mice treated with bleomycin
for 14 days (n = 5) compared with control mice (n = 5). Data are expressed as mean + SEM. ** p<0.01.
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Figure S12.

Profibrotic genes significantly modulated in lung fibroblasts by miR-199a-5p independently of CAV1
regulation. Lung fibroblasts were transfected by miR-19%9a-5p mimic, si-CAV1 or negative controls.
Microarray analysis shows the expression of known profibrotic genes ., TGFERI (A), MMP3 (B), CAVZ (C),
PLALU (D) and CCL2 (E) 48h after transfection. Data are expressed as mean = SEM. “p<0.05, *p<0.01.
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Liver Fibrosis

Normal liver

Figure S$13.

Enhanced expression of miR-199a-5p in clinical samples from patients with liver fibrosis. In situ
iwbmizantmamaywaspermmledtndetennmﬁmkmlm ameiQB&ﬁpmmml and fibrotic
human livers. Results represent one out of three independent expe
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Figure 514.

Transfection of human lung fibroblasts with pre-miR-19%9a-5p or pre-miR-21
increases cell motility. Sratch wound was induced in confluent cell monolayers and
wound closure was measured using image J software (2 independent experiments).
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Effect of TGFP on mature and pri-miRNAs forms of miR-199a in lung fibroblasts . HFL1
human fibroblasts were treated or not with 10nM TGFp for 48 hours. Real Time Tag Man PCR
showing the levels of (A) mature miR-19%a-5p and miR-199a-3p ; (B) pri-miR-19%a-1 and pri-
miR-19%a-2. n=2. *p < 0.05.
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Abstract

Background

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is an interstitilung disease characterized by an
excessive matrix deposition promoted by apoptasssstance of fibroblasts. While miRNAs
are currently receiving extensive research attantiocancer biology the role of miRNAs in
fibrotic lung diseases, in particular the idiopatform (IPF) is largely unexplored. Consistent
with the fact that miR-214-3p is upregulated in thegs of mice with bleomycin-induced
fibrosis but also in the lungs of patients with JRFe explored the functions of miR-214-3p in
lung fibroblasts.

Methodology/ Principal findings

Ectopic expression of miR-214-3p in human lungdiddasts induced modulation of a large
set of genes related to “death receptor signalliriffI3K/AKT signalling” or “apoptosis
signalling”. COX-2 was found as the most downretpdagene and luciferase assays
experimentally validated that miR-214-3p targete@X=2 3'UTR. TGF$1, a central
pathological mediator of fibrotic diseases, enhdno@R-214-3p expression in primary
pulmonary fibroblasts. In lung fibroblasts, incrieaslevels of miR-214-3p diminished the
production of PGEZ2, increased the release of cetlaand affected KGF and HGF production,
two epithelial growth factors involved in the ala&o epithelial repair. Furthermore,
fibroblasts overexpressing miR-214-3p showed agtinhibition of FasL-induced apoptosis.

Conclusions
Our results highlight important profibrotic effe@gerted by miR-214-3p in lung fibroblasts

and suggest that therapeutic strategies aimingeaicgg this miRNA might be effective to
treat IPF.
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Introduction

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a chronid¢arstitial lung disease characterized
by an aberrant wound healing after recurrent abwemljury; which results in a progressive
loss of lung function (King Jr, Pardo, et Selmaayhumber of important profibrotic cytokines
have been identified in IPF such as transformingmn factor- beta (TGF-[3) or tumour
necrosis factor-alpha (TN&). Prostaglandin E2 (PGEZ2), an endogenous lipidiawed has
many inhibitory actions on lung cells that couldteially suppress fibrosis. PGE2 is
produced from endogenous arachidonic acid by cygigenases 1 and 2 (COX-1 and COX-
2) (Needleman et al. 1986) and is a major prodtifibmoblasts, epithelial cells and alveolar
macrophages. In particular, PGE2 decreases fisbipialiferation and collagen synthesis
(Huang et al. 2007; Huang et al. 2008) and inhitmi@fibroblast differentiation (Kolodsick
et al. 2003). Prostaglandins also play importatgsrin the regulation of apoptosis within the
lung. Recent studies have demonstrated that PG&2sean important antifibrotic effect by
promoting the survival of AECs but increasing tleastivity of fibroblasts/myofibroblasts to
apoptosis (Maher et al. 2010; Huang et al. 2009).

PGE2 and COX-2 are found in reduced levels in Itheys of patients with IPF
(Petkova et al. 2003; Borok et al. 1991). This otign is due to a failure of patients with IPF
to up-regulate the expression of the key inducdriezyme COX-2 in the PGE2 biosynthetic
pathway. This has been demonstrated to contritutedreased proliferation and collagen
production by fibroblasts from IPF lung after stiation with COX-2 agonists when
compared with control lung fibroblasts (Wilbornat 1995). Previous studies have shown
that epigenetic abnormalities, such as histone &ygtylation can contribute to this
diminished COX-2 expression in IPF (Coward et G0D9.

MicroRNAs are small non-coding RNAs of approximgt@R nucleotides in length.
They bind to the 3'-untranslated region (3’'UTR) target mRNA based on sequence
complementarity and result in target mRNA degraaabr suppression of translation (Bartel
2004). MicroRNAs are recognized to play criticalein various physiological processes
such as tissue development and differentiation (eaual. 2001), cellular proliferation,
apoptosis or tissue repair (Cimmino et al. 2009)erhant expression of miRNAs is closely
associated with initiation and progression of pg#roc processes including diabetes (Ferland
et al.2010), cancer (Calin et al. 2006), and camaboular disease (Taft et al. 2010).
Furthermore, miRNAs have emerged in the recentd#eea regulators of organ phenotypes
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and potential targets for therapeutic interventionsnultiple diseases (Brown and Naldini
2009; Bader, Brown, and Winkler 2010)

However, the role of miRNAs in fibrotic diseasespecially lung fibrosis, is poorly
documented (Pandit et al. 2010; Liu et al. 2010shing et al. 2011; Pottier et al. 2009;
Pandit, Milosevic, and Kaminski 2011). Genomewidsegsment of miRNA expression of
IPF lungs has shown that 10% of the microRNAs fedfiwere significantly different
between IPF and control lungs (Pandit et al. 200®)date, few miRNA including let-7d,
miR-21, miR-155 and members of the miR-29 familyehndeen characterized in details and
further linked to IPF (Pandit et al. 2010; Liu ét 2010; Cushing et al. 2011; Pottier et al.
2009; Pandit, Milosevic, and Kaminski 2011).

Recently, we identified miR-199a-5p as an importaegulator of lung fibrosis
(unpublished observation). Interestingly, miR-1%@ais associated with miR-214-3p in the
miR-199a/214 cluster, and a previous report hag/shasignificant upregulation of miR-214
in lungs of patients with IPF. Nevertheless, miR-2itofibrotic effect remains elusive. In the
present study, we have shown that miR-214-3p neggtiregulates COX-2 in lung
fibroblasts by binding to its 3'UTR and subsequgmiiodulates PGE2 production. We also
demonstrate that overexpression of miR-214-3p iy léibroblast not only influences the
production of KGF and HGF; two main epithelial gtbwactors secreted by fibroblasts; but
also impacts the production of collagen. Furtheemare show that miR-214-3p contributes
to the increased resistance to Fas-ligand-indupegtasis in lung fibroblasts.

Taken together, our results highlight the main fioms of miR-214-3p in lung fibroblasts and

suggest that therapeutics aiming at silencingrthBNA might be effective to treat IPF.
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Materials and methods

Cell lines, reagents

Human normal pulmonary fibroblasts MRC-5 (CCL-1ahg Human normal kidney cell line
transformed with adenovirus HEK 292T/17 (CRL-11p6&re purchased from the American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USkpzen at an early passage and each
vial used for experiments was cultured for a limhitaumber of passages (<8). For
maintenance, cells were cultured in DMEM mediumtamring 10% foetal calf serum (FCS),
at 37°C with 5% v/v CO2. Recombinant TBWwas purchased from Sigma-Aldrich.

Isolation and culture of pulmonary fibroblasts

Primary lung fibroblasts were derived from bronthissues of patients undergoing surgery
for lung carcinomas using methods previously desdri(Keerthisingam et al. 2001; Jordana
et al. 1988). After surgical resection, macroscalbychealthy areas of lobar bronchi were
immediately immersed in a nutrient medium contagridubelcco’s modified Eagle’s medium
(DMEM), 1% Penicillin-streptomycin, and 2% fungizgrthen stored at 4°C until used. Lung
tissue samples were isolated under sterile comditaoxd small fragments from them (about 2
mn?) were used as a source of primary cells. They wemed and placed in 9 érplates
coated with 0.8 % collagen G in 500 pl of DMEM slgmpented with 10% fetal calf serum
(FCS), 1% penicillin-streptomycin, and 2% fungizoAdéter an adherence period of 24 hours,
2 ml of culture medium were added and were changeery 2-3 days. Fibroblasts
proliferating from these specimens were grown t&8®nfluence and serially passed in the
same medium. They were used for experiments difthgassage.

Pre-miRNAs transfection in lung fibroblasts

Pre-miR-214-3p, and control miRNA (miR-Neg # 1) equrchased from Ambion. MRC5
cells were grown in DMEM supplemented with 10% F@® transfected at 40 to 60%
confluency in 6 well plates using Lipofectamin RNMIAX™ (Invitrogen) with pre-miRNA

at a final concentration of 10 nM.

Pre-miRNAs and psiCHECK™-2 plasmid constructs emfection

Molecular constructs were made in psi-CHE®K (Promega) by cloning COX-2 3'UTR
downstream of the Renilla luciferase. HEK293 celisre plated onto 96-well plates and
cotransfected using lipofectamin 2000™ (Invitrogemth 0.2 ug of psiCHECK™-2 plasmid
construct and pre-miR-214-3p or control miRNA ati®as concentrations. 48 hours after
transfection, Firefly and Renilla Luciferase adias were measured using the Dual-Glo™

Luciferase assay (Promega).
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COX-2 (Sense)

CTC GAG GGA TGC AAA GAG GCT AGT GC

COX-2 (Reverse)

GCG GCC GCTTTC TTC AGA AAAGATCTG TCAATTT
COX-2 SDM (Sense)

GTT ATT AAC ATT GAT CGG CCG ACA AAA CCT GCG
COX-2 SDM (Reverse)

CCC AGG TTT TGT CGG CCG ATC AAT GTT AAT AAC

RNA isolation

Total RNA were extracted from cell samples with Z&lIsolution (Invitrogen).

Mature miRNA expression.

MiR-214-3p expression was assessed using TagMaroRIMA Assay (Applied Bioystems)
as specified in their protocol. Real-time PCR wasfgymed using Universal Master Mix
(Applied Biosystems) and Step One Plus Real-TimeR P8ystem machine (Applied
Biosystems). Expression levels of mature miR-214~@pe evaluated using comparative CT
method (2-deltaCT).Transcript levels of RNU44 andC5251 were used as endogenous
control.

Gene expression.

Expression levels of human COX-2 were analyzed gusiagMan MicroRNA Assay (Applied
Biosystems) according to the manufacturer’'s recontagons. Real-time PCR was performed using
TagMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosyss) andStep One Plus Real-Time PCR
System machine (Applied Biosystems). Expression levels @DX-2 were evaluated using
comparative CT method {2wcT). Transcript levels of 18S were used as endogecmisol.

Protein extraction and immunoblotting

Cells were lysed in lysis buffer (M-PER protein rextion reagent) containing protease
inhibitors cocktail (Pierce). Lysates were quaatfifor protein concentrations using a
spectrophotometer (Spectronic Unicam). ProteinquiPer sample) were separated by SDS-
polyacrylamide gel and transferred onto nitroceli@é membranes using iBlot Dry Blotting
System (Invitrogen). Membranes were blocked with fa¥dree milk in Tris-buffered saline
(TBS) containing 0.1% Tween-20 (TBS-T) and subsatijyencubated with COX-2 primary
antibodies (rabbit anti-COX2 polyclonal; Cayman @ineal; number 160107) overnight at
4°C. After washing with TBS-T for 30 minutes at nodemperature, the membrane was

further incubated with horseradish peroxidase—agatgd secondary antibodies for 1 hour,
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followed by 30 minutes of washing with TBS-T. Piatdands were visualized with the
ChemiDoc XRS (Biorad).

Determination of PGE2, HGF, and KGF production framg fibroblasts.

Forty eight hours after transfection, lung fibratitea (MRC-5) were washed with PBS and
medium was replaced by 1ml of DMEM without serurheifi cells were stimulated/ or not
with TNFo at a final concentration of 10ng/ml. After 24h ubation, supernatants were
collected and PGE2 was quantified using enzymestinkmmunoassay (EIA; Cayman
Chemical, Ann Arbor, USA) according to the manufiaet’s instructions. HGF and KGF
were measured by ELISA kit purchased from R&D systeaccording to manufacturer’s
recommendations.

Assessment of collagen accumulation from lung filarsts.

MRC-5 cells were transfected with pre-miR-neg a-piiR-214-3p, as described above, and
maintained in serum- free medium for 48 hours. Blelwollagen levels in the culture media
were measured using the Sircol collagen dye bindgsgy (Biocolor).

Apoptosis assay

170000 cells /well were cultured in 6 well platesDMEM supplemented with 10% FCS.
After 24H, cells were serum-starved and transfeatithl pre-miR-214-3p or pre-miR-neg for
48H. Medium was then replaced by DMEM with 5% FCfd aells were exposed or not to
Fas-ligand (Calbiochem, CA) at a final concentratd 200ng/ml during 24H. Apoptosis was
then assessed by flow cytometry using the annexikIVC apoptosis detection kit (Sigma
Aldrich) according to the manufacturer’s instruoso

Expression microarray procedure.

Total RNA was processed and hybridized to the HG3AL oligonucleotide microarray
(Affymetrix, Santa Clara, California, United Stgte$his array contains 22,215 gene probe
sets, representing approximately 12,357 human geles approximately 3,820 expressed
sequence tag clones with unknown function. Genaesspn signals were scaled using
Affymetrix Microarray Suite (MAS) 5.0 software. Sed expression values of all probe sets
were logarithmically transformed to stabilize vada. Three biological replicates were

performed for each comparison.

Statistical analysis and Biological Theme Analysis.
Differentially expressed genes were selected uBmgjamini-Hochberg correction of the p-
value for multiple tests, based on a p-value be@@5 (t-test). Data from expression

microarrays were analyzed for enrichment in biatagithemes (Gene Ontology molecular
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function and canonical pathways) and build biolagionetworks built using Ingenuity
Pathway Analysis software (http://www.ingenuity.ddm and Mediante
(http://www.microarray.fr:8080/merge/index), an amhation system containing diverse

information about probes and data sets.

MiRNA targets analysis. MiRonTop is an online java web tool (available at
http://www.microarray.fr:8080/miRonTop/index) thattegrates DNA microarrays data to
identify the potential implication of miRNAs on aexific biological system (Le Brigand et
al. 2010). Briefly, MiRonTop ranks the transcriptdo 2 categories (“Upregulated” and
“Downregulated”), according to thresholds for exgsien level and for differential
expression. It then calculates the number of pteditargets for each miRNA, according to
the prediction software selected (Targetscan, MB@B®icTar, exact seed search: 2—7 or 1-8
first nucleotides of the miRNA, TarBase v1), in leaet of genes. Enrichment in miRNA

targets in each category is then tested usingythergeometric function.
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Results and Discussion

Expression of mir-214-3p is increased in bleomycimduced mouse model of lung
fibrosis and in patients with idiopathic pulmonary fibrosis.

To investigate which miRNAs may participate in thethogenesis and progression of lung
fibrosis, we previously determined the miRNA exgien profile associated with pulmonary
fibrosis using two different mouse strains withtidist sensitivity to the profibrotic effects
induced by bleomycin (unpublished data). MiR-214v&ps found as the most up-regulated
MiRNA in the lungs of sensitive mice C57BL/6 14 dagfter bleomycin instillation.
Interestingly, we previously identified miR-199a-8p a new determinant of tissue fibrosis
(unpublished observation). Furthermore, these tWRNAs are regulated as a cluster on pri-
miR-199a2 within the human Dnm3os gene and thezefimared common regulatory
mechanisms (Loebel et al. 2005; Watanabe et aB)2®0evious report have indeed shown
that the transcription factor Twistl positively vdgfes the expression of both miR-199a-5p
and miR-214 during mouse development and in EOE (ete et al. 2009; Yin et al. 2010).
We independently confirmed results obtained with thiRNA microarray using Tagman
assay on a larger set of mice at day 7 and 14woilp bleomycin treatment (Figure 1). Our
results showed an increased expression of miR-pldf&r bleomycin instillation that was
more pronounced in the sensitive mice C57BL/6 caoeghao resistant BALB/c mice.
Furthermore, to assess whether miR-214 expressicaasp dysregulated in lungs of IPF
patients, we used a recently published datasetd{Pah al. 2010) consisting of ten IPF
samples and ten control samples and further shawvsnificant increased expression of

miR-214 in IPF samples.

MRNA profiling of miR-214-3p overexpressing fibrobhsts

To determine the fibroblast-specific targets of R2RI-3p, we transfected human lung
fibroblasts MRC-5, either with a synthetic pre-n#R4-3p or a negative premiRNA, used as a
control. We then performed human pangenomic artaydetermine mRNA profiles and
identify genes whose expression levels are modulaigowing miR-214-3p overexpression.
This analysis was performed on RNA samples init@pé for each condition and at 48 hours
post-transfection. Statistical analysis revealeanges in the expression of 1423 genes (644
down and 779 up-regulated). A functional annotatdrthe modulated genes indicated an

overlap for canonical pathways including “deathepgor signalling”, “PI3K/AKT signalling”
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and “apoptosis signalling”. We neldoked for putative direct targets in the populatiof
down-regulated transcripts using the web tool “nmRap”(Le Brigand et al. 2010; available
at http://www.microarray.fr:8080/miRonTop/index)rhree independent prediction tools
(Target Scan, miRanda and Exact seed 3'UTR) ingiicah overrepresentation of miR-214-
3p predicted targets in the population of down-taga transcripts (Figure 2). Different
prediction tools provided contrasted results (d@tashown), but we focused our analysis on a
subset of 29 transcripts containing miR-214-3p dementary hexamers in their 3'UTR,
showing the largest inhibition of expressien4 fold), and identified by the three prediction
tools cited above (Table 1). One of these transcgprresponding to theTGS2(COX-2)
gene exhibited the most reduced level of expresgmmre than 10 fold) after overexpression
of miR-214-3p. COX-2, the inducible enzyme involvad®?GE2 biosynthesis, a prostaglandin

that plays a central role in fibrogenesis, coujgresent a key miR-214 target.

COX-2 is a miR-214-3p target.

Alignment of miR-214 with the COX-2'8TR sequence revealed one potential conserved
binding site. To evaluate whether miR-214-3p altibies expression of COX-2, the human
COX-2 3'-UTR was cloned into the psiCHEK™-2 vectord transfected into HEK293 cells
in the presence of either a pre-miR-214-3p mimi@ q@re-miR-control. After normalization
of the Renilla luciferase signal to the Firefly ilecase signal, human pre-miR-214-3p
induced a significant decrease in the normalizezifdtase activity compared to control,
indicating that COX-2 is a direct target of miR-214-3p. Additionally, tesdirected
mutagenesis on the potential binding site of théTR of COX-2generated a mutant that had
no inhibitory effect on the luciferase activity pnesence of miR-214-3p. To validate results
obtained with the pangenomic arrays we used TagRIB#PCR. Thus, Overexpression of
miR-214-3p in the human fibroblasts MRC-5 inducesigmificant decrease in the expression
of COX-2 (Figure 2). Immunoblotting confirmed thesults at the protein level (Figure 3).
Taken together, these data confirm that COX-2 imiR-214-3p target in human lung
fibroblasts.

Moreover, in the presence of two inducers of COXFRIFa and Phorbol myristate acetate
(PMA), MRC-5 transfected with pre-miR-214-3p exlkéloi a strong inhibition of COX-2
expression compared to control fibroblasts trarieteevith pre-miR-neg. (Figure 4). These
results suggest that miR-214-3p could contributeéhto failure of fibroblasts from patients
with IPF to upregulate the expression of COX-2ragtanulation. Coward et al postulated that

histone hypoacetylation was responsible for dinhieds COX-2 expression in IPF. However,
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actinomycin D used in their experiments to test mMRMability represses DNA translation

into MRNA as well as miRNA. Thus, histone hypoalatgn but also posttranscriptionally

regulation mediated by miRNA are probably both ired in COX-2 decreased expression in
IPF fibroblasts.

TGFB-1 regulates miR-214-3p expression.

Consistent with the fact that TGH- plays a central role in the development of pulargn
fibrosis; we investigated whether TGHE-could influence miR-214-3p expression levelst as
was reported for other miRNAs (Liu et al. 2010; Qing et al. 2011; Pandit et al. 2010) . As
detected by Tagman RT-PCR, T@E-treatment of the human fibroblasts MRC-5 and
primary lung fibroblasts for 48h led to a markedigrease of miR-214-3p expression while
its level decreased following stimulation of MRCwith TNFa (Figure 5). These results
suggest that TGB1 is involved in the increased expression of miR-3p during IPF,

although other mechanisms may also be involved.

MiR-214-3p inhibits PGE2 production, causes releasef collagen and affects HGF and
KGF production.

To explore whether miR-214-3p has an effect on P@&Rluction in lung fibroblasts, we
transfected MRC-5 either with pre-miR-neg or prdrr2il4-3p, in the presence or absence of
an inducer ofCOX-2 TNFa, we measured the production of PGE2. ImportarfigE2
realease by lung fibroblasts in response to dN#as significantly decreased in cells
transfected by miR-214-3p compared to control,datihg that miR-214-3p is involved in the
attenuation of PGE2 production in lung fibrobla$tgyure 6).

Because PGE2 has been reported to decrease codlpginesis (Goldstein et Polgar 1982; S.
Huang et al. 2007), we explored whether miR-2143gnificantly affects collagen
production. MRC-5 were transfected either with npiR-neg or premiR-214-3p and
synthesized collagen produced during 48 hours wasasored in culture medium.
Interestingly, fibroblasts overexpressing miR-2p4k&ad an increased production of collagen
(Figure 7). Furthermore, among dysregulated trapiscafter overexpression of miR-214-3p
in lung fibroblasts, many genes encoding collagechsasCOL15A1, COL18A1, COL13A1,
COL5Alor COL5A3were upregulated (Table 2). Our results suggesetare that miR-214-
3p contributes to pro-fibrotic effects of lung fitrasts.

The Hepatocyte growth Factor (HGF) is known to éersted by pulmonary fibroblasts and is

involved in alveolar epithelial repair after injuffPanganiban et Day 2011) by regulating
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proliferation and apoptosis of alveolar epithetialls (Mason et al. 1994; Okada et al. 2004).
Recent studies have shown that regulation of HGE madiated through a PGE2/COX-2
dependent mechanism (Marchand-Adam et al. 2003 sii@lest al. 2008). To determine
whether miR-214-3p influences the production of H&upernatants from pulmonary
fibroblasts overexpressing miR-214-3p and stimdlatenot with TNF, a known inducer of
COX-2 and HGF (Kang et al. 2007; Tamura et al. 98&e collected. Our results revealed
that overexpression of miR-214-3p had no effecH@F release; but in presence of TAF
miR-214-3p significantly decreased production of H@igure 6). These data strongly
suggest that miR-214-3p is involved in the atteiomabf HGF production in lung fibroblasts
following inflammatory cytokine stimulation.

PGEZ2 signalling via the prostanoid (EP) receptd?@ Bnd EP4 leads to increased cAMP and
could therefore stimulate the Keratinocyte Growtacter (KGF) secretion, in a cAMP
dependant pathway (S. Huang et al. 2007). KGF igpthelial growth factor secreted by
fibroblasts that also plays a key role in alvedpithelial repair (Stern et al. 2003)(Finch et
Rubin 2004)). As we showed that miR-214-3p was Ivea in the attenuation of PGE2
production in lung fibroblasts, we then testedhgpothesis that miR-214-3p could affect the
secretion of KGF. For this, pre-miR-214-3p or atcolpre-miR-neg were transfected in lung
fibroblasts in the presence or absence of dMér 48H and the production of KGF was
measured. In basal conditions without any stimafgtimiR-214 induced a significantly
decrease in KGF release, as well as following datian with TNFa (Figure 6). These results
suggest that miR-214-3p could participate in theratation of KGF production by lung
fibroblasts.

It should be noted that overexpression of miR-2f4n&irectly induced upregulation of
genes previously associated with lung fibrogenddMGA2, a mediator of TGB-induced
epithelial- mesenchymal transition (Thuault et 2006) CXCL12 a potent fibrocytes
chemoattractant (Phillips et al. 200@QTGFa potent enhancer of fibroblast proliferation and
collagen deposition (Lasky et al. 1998) EiDN1 (endothelin-1), an important mediator in the
pathogenesis of IPF (Swigris et Brown 2010) (Ta&)leThese results highlight that miR-214-
3p may modulates the expression of several comp®neh various distinct biological

pathways to elicit, in lung fibroblasts a profibootesponse.

MiR-214-3p decreases the sensitivity of lung fibrdlasts to FasL- induced apoptosis
Recent studies have demonstrated that reducedssipmeof COX-2 and PGE2 in fibroblasts

from patients with IPF is one factor that promotisoblast survival in the fibrotic lung
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(Maher et al. 2010). In normal human lung fibroldasPGE2 increases apoptosis and
potentiates apoptotic signals delivered by Famtigés. K. Huang et al. 2009). By contrast,
fibroblasts from patients with IPF are resistanttlie proapoptotic effects of PGE2 (S. K.
Huang et al. 2009). Because miR-214 is involvedhm attenuation of PGE2 production in
lung fibroblasts, we expected that it also mighvenactions on fibroblast apoptosis. To
explore whether miR-214-3p has an effect on lubgoblasts apoptosis, we transfected lung
fibroblasts with a pre-miR-214-3p or a control anduced apoptosis by incubating the cells
for 24H with Fas ligand in the culture medium. Apuje cells were detected with a flow

cytometer after staining with Annexin and propidiuiodide solution. Interestingly,

fibroblasts overexpressing miR-214 showed a stiohgition of apoptosis in presence of
Fas ligand, in comparison with control fibroblagEsgure 8). Our results indicate that miR-

214-3p confers to lung fibroblasts resistance ®Ig@and- induced apoptosis.

In this study, we investigate the potential rolemoR-214-3p in IPF. Previous results
had shown that expression of miR-214-3p was inectas the lungs of bleomycin-treated
mice and in lungs of patients with IPF (unpublistoédervation). We show th&OX-2is a
miR-214-3p target and that TBE induces the expression of miR-214-3p. OverexpesH
miR-214-3p in lung fibroblasts causes a decreasedugtion of PGE2 and also affects the
secretion of KGF and HGF, two growth factors inwaalvin the alveolar epithelial repair.
Furthermore, we demonstrate that miR-214-3p inhibpoptosis in lung fibroblasts. Thus,

miR-214-3p represents an attractive target to paténts suffering from IPF.
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Table 1. List of the main miR-214-3p predicted targts significantly downregulated

following miR-214-3p overexpression in human fibrokasts using the bioinformatics tool

miRonTop
Symbol Description Log2 FC P-value
ADSS Adenylosuccinate synthase - 2,44 1,97E-05
AKR1C2 Aldo-keto reductase family 1, member C2 -2,02 raa)
ARL2 ADP-ribosylation factor-like 2 -2,21 2,47E-0b
C110RF10 Chromosome 11 open reading frame 10 -2,84 9,51E-06
C190RF56 Chromosome 19 open reading frame 56 - 2,28 2,68E-05
CCDC56 Coiled-coil domain containing 56 - 2,22 6,87E-04
CD151 CD151 molecule (Raph blood group) - 3,60 1,75E{04
COMT Catechol-O-methyltransferase -2,14 5,73E-04
CSF1 Colony stimulating factor 1 (macrophage) -2,02 135
CYLD Cylindromatosis (turban tumor syndrome) -2,19 048123
FAM134A Family with sequence similarity 134, member A -12,3 2,05E-04
FAM189B Family with sequence similarity 189, member B 2,0 1,01E-04
FGF9 Fibroblast growth factor 9 (glia-activating factor) - 2,37 1,65E-04
HMG20A High-mobility group 20A - 2,20 1,70E-04
KCNE4 Potassium voltage-gated channel, Isk-related famigmber 4 - 2,46 3,89E-04
LEPROTL1 Leptin receptor overlapping transcript-like 1 -2,2 1,46E-06
MAP2 Microtubule-associated protein 2 - 2,46 1,19E-05
MESDC2 Mesoderm development candidate 2 -2,01 1,80E-05
PLA2G15 Phospholipase A2, group XV -2,07 0,00552858
PLSCR4 Phospholipid scramblase 4 -3,32 0,00158907
PSMD10 |Proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ndfasdd, 10 - 2,41 7,47E-05
PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 - 4,48 2,71E-05
SCAMP3 Secretory carrier membrane protein 3 - 2,67 9,84E-0
SNX12 Sorting nexin 12 -2,42 1,59E-0%
SRD5A1 Steroid-5-alpha-reductase, alpha polypeptide 1 08 3, 2,59E-05
SRXN1 Sulfiredoxin 1 homolog (S. cerevisiae) -2,33 3,985
TMEDS5 Transmembrane emp24 protein transport domain gonggb | - 2,50 8,94E-05
TPP1 Tripeptidyl peptidase | -2,09 2,71E-06
USP46 Ubiquitin specific peptidase 46 -2,41 6,79E-06

P-value (t-test) <0, 05; Log2FC>2.0; Aver exp>8.0.
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Table 2. Profibrotic genes significantly and indiretly modulated in lung fibroblasts

following overexpression of miR-214-3p

Genes Description Fold Chang®egulation
COL15A1 collagen, type XV, alpha 1 2,6752765 up
COL18A1 collagen, type XVIII, alpha 1 2,1755786pH up
COL13A1 collagen, type XIlll, alpha 1 4,8614297 up
COL5A1 collagen, type V, alpha 1 3,0659846 up
COL5A3 collagen, type V, alpha 3 2,5230239 up

HMGA2 high mobility group AT-hook 2 3,37666925 up

EDN1 endothelin 1 4,7678884 up

TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 2,66428705 up
CXCL12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12 3,051811 up

CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2 6,3645215 up

CTGF connective tissue growth factor 2,8870058 up

KGF keratinocyte growth factor-like protein|122,014749 down

HGF hepatocyte growth factor 2,6266923 down
p value< 0.05
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Article 3
|dentification d’'un modele cellulaire pulmonaire

d’exposition aux xénobiotiques
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Introduction de I" article 3

La muqueuse respiratoire est exposée en permaaaheanultiples agents agresseurs
de I'environnement qui sont inhalés au cours deefpiration. Les capacités métaboliques
d’un tissu conditionnent sa capacité a se défefatre aux toxiques de I'environnement. La
métabolisation des xénobiotiques peut aussi awsralfets toxiques directs et engendrer un
stress oxydant ou une réaction inflammatoire quirgot favoriser le développement de
maladies pulmonaires. Les agressions répétéesedehElium alvéolaire par des facteurs
environnementaux seraient ainsi a l'origine de #hpgenése de la fibrose pulmonaire
idiopathique.

La mise en évidence chez 'lhomme d’un effet toxigigst jamais simple a démontrer
du fait de [l'existence d'une importante variabiliiéterindividuelle de réponse aux
xénobiotiques et de trés nombreux facteurs confasdeomme le tabagisme, I'alcoolisme,
les habitudes alimentaires ou médicamenteuses,pquvent géner linterprétation des
résultats. Les approches expérimentatesitro ont I'avantage de mettre directement en
relation le polluant et sa cible cellulaire, pertapt ainsi d’établir facilement une relation
dose-effet et d’'identifier les mécanismes d’actiaxique a I'échelle cellulaire et moléculaire.
De nombreuses lignées cellulaires épithéliales paohites sont couramment utilisées afin
d’étudier I'impact des polluants sur I'appareil pgatoire. Cependant, peu de données sont a
ce jour disponibles sur les capacités métaboliggiebales de ces modeles cellulaires
pulmonaires et sur leurs différences ou similitualesc le tissu pulmonaire.

Le but de cette étude est d'identifier le(s) mo@glede cellules épithéliales
pulmonaires le(s) plus proche(s) du tissu pulmeriairvivo. Pour cela, nous avons (i) mesuré
'expression de 380 genes codant pour des protémplguées dans le métabolisme et
I'élimination des xénobiotiques dans 10 lignéesutales épithéliales pulmonaires et dans 4
cultures primaires de cellules bronchiques, et domparé les résultats obtenus a ceux
précédemment décrits dans les tissus pulmonairesihg. Ce(s) modéle(s) nous permettra
(ont) de mesurer les variations d’expression defNWRet microARN dans les cellules
épithéliales pulmonaires exposées a différentuipots aériens.

Cette analyse devrait nous aider a mieux comprefidrpact global de la pollution
lair sur I'appareil respiratoire et son implicatiodans le développement des maladies
pulmonaires a composante environnementale dont gaitie la Fibrose Pulmonaire
Idiopathique.

Les résultats de nos travaux sont exposés datisléa3.
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Discussion générale
Et perspectives
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Depuis la découverte des microARN, de nombreuseslest ont montré leur
implication dans des processus physiologiques o8 daverses maladies, et plus récemment
dans la réponse de I'organisme aux composés taxided'environnement. La dérégulation
de certains microARN survenant dans des situafiatisologiques ou lors de I'exposition a
des polluants peut engendrer des modificationspiéssion de nombreux génes et contribuer
a la pathogenese de certaines maladies. L'int&@®tmicroARN réside également dans leur
potentiel thérapeutique puisque les premiers esgaitsés chez I'homme et I'animal ont
démontré que l'administration d’antagomiR dirigésirte cetains microARN était capable
d’avoir un effet bénéfique sur I'évolution des nthés (Brown et Naldini 2009; Kota et al.
2009; Bader, Brown, et Winkler 2010; Brown et Nald2009). En outre, d’aprées les résultats
des premiers essais cliniques, les antagomiR setd®ir peu de toxicité chez 'homme et
sont bien tolérés chez I'adulte sain.

L’un des objectifs de mes travaux était d’identifies microARN susceptibles d’avoir
une implication dans le développement de la FibrBsgmonaire Idiopathique et qui
pourraient ainsi constituer des cibles thérapeatigpotentielles. La Fibrose Pulmonaire
Idiopathique est une maladie qui se caractériseupaprocessus fibrosant irreversible de
lintersitium pulmonaire et qui ne bénéficie actaslent d’aucun traitement réellement
efficace. L'origine environnementale est fortementspectée dans la FPI puisque les
agressions répétées de I'épithélium alvéolairedearcomposés toxiques de I'environnement
seraient a l'origine de cette maladie (Taskar andli@s 2006). Le second objectif de mon
projet de recherche consistait a identifier le n@dellulaire d’étude le plus proche du tissu
pulmonaire afin de pouvoir mieux cerner I'impact @®mposés toxiques de I'environnement
sur I'épithélium respiratoire, et en particulies lmécanismes génétiques et/ou épigénétiques

pouvant étre a l'origine de processus pathologigdest ceux intervenant dans la FPI.

Afin de cibler les microARN susceptibles d’interiterdans les phénoménes de
fiborogenése dans la FPIl, nous avons réalisé, gracdutilisation de techniques
transcriptomiques a haut débit, un profil d’expi@ssles microARN dans des poumons de
souris développant ou ne développant pas une &bm#monaire apres injection de
bléomycine. Cette approche a déja permis de miempeendre I'implication des microARN
dans la pathogeneése, le diagnostic ou le prondsticombreuses maladies et, en particulier,
de certaines maladies fibrosantes (Thum et al. ;2D0&t al. 2005; C. Zhang 2008). C’est
ainsi gu’'a été mis en évidence I'importance de @iReu de let-7d dans les processus de

fibrogenése pulmonaire (Liu et al. 2010; Pand&le2010). Notre travail est le premier dans
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la recherche sur la FPI a étudier les différencespdession des microARN entre des souris
sensibles et des souris résistantes au développetoee fibrose pulmonaire apres injection
de bléomycine. L’identification d’un profil d’expssion de microARN spécifiguement
associé aux souris sensibles a la bléomycine nendbls, en effet, illustrer I'importance
fonctionnelle des microARN dérégulés dans le dgmment de la FPl. MiR-199a-5p est
apparu comme étant le microARN dérégulé de facoplua significative entre les souris
résistantes et les souris sensibles et ayant, ilaurs, une bonne corrélation avec la
progression de la fibrose pulmonaire. Parmi lesT2&0ARN les plus dérégulés, miR-214
était celui qui était le plus surexprimé dans lesimpons fibrosés de souris 14 jours aprés
l'injection de bléomycine.

De fagon intéressante, mir-199a et miR-214 sonérosgs sous forme de cluster a
partir d’'un gene commum®nm3o0s.Dnm3osest situé dans la partie intronique du gene
dynamin-3 Dnm3 et est transcrit sous la forme d’'un ARN non cadarécurseur (ou pri-
microARN) contenant 4 microARN : miR-199a-3p, miB9A-5p, miR-214-3p et miR-214-5p
(Loebel et al. 2005; Yin et al. 2010). Des étudesmontré quédnm3osétait indispensable
au développement du squelette et a la croissanmreat® des mammiferes (Watanabe et al.
2008). De plus, I'expression de ce cluster estlééda facon commune, en particulier par le
facteur de transcription TWIST-1 (Lee et al. 200Bh effet, il existe en amont du géene

Dnm3osune séquence promotrice E-Box qui permet la fixatle ce facteur de transcription.

DiYbA3 Figurel3. D’aprés Lee et al. (2008)
s- 1N n |1 Fooneme e _ o
Le cluster miR-199a/214 est transcrit a
3 3
. partir d'une région intronique du géne
ff—
DNM3os DNM3 (Dnm303. Le schéma montre que

Dnm3oscontient une séquence promotrice
TWISTA = E-Box capable de fixer le facteur de
E-Box ﬁ; (1? g transcription Twist-1.

CATCTG  miR.199a miR-214

Yin et ses collaborateurs ont montré chez 'homenedle de ce cluster miR199a /miR-214

dans la différenciation des cellules épithélialascg&reuses ovariennes, et sa régulation par
twist-1 (Yin et al. 2010). Par ailleurswist-1est I'un des génes les plus surexprimé dans les
poumons de patients atteints de FPI (Bridges €2(4l9); la présence de sa protéine dans les

foyers fibroblastiques a été mise en évidence panunohistochimie (Lomas et al. 2012).
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L’augmentation de twist-1 irait dans le sens deidimentation de la transcription du gene
Dnm3oset donc du cluster hsa miR-199a/miR-214 dans la FP

MiR-199a est un microARN conservé entre les espécgsavait été initialement
identifié comme ayant un role dans le développerdestcellules ciliées de l'oreille interne et
dans la chondrogenese (Friedman et al. 2009; Lal. &009). Des études ont depuis mis en
évidence son implication dans divers cancers (letrial. 2007; Ueda et al. 2010; Garzon et al.
2008). Dans le contexte de la fibrose tissulage,deux formes matures de miR-199a (c'est-a-
dire miR-199a-5p et miR-199a-3p) ont été asso@dasprogression de la fibrose hépatique a
la fois chez ’lhomme et chez la souris (MurakamaleR011; Kanda et al. 2010). Nous avions
retrouvé une augmentation significative de miR-19pat de miR-199a-3p dans les poumons
de souris sensibles a la bléomycine, alors queeskexpression de miR-199a-5p était
significativement surexprimée dans les poumonsadienqts atteints de FPI. Cette constatation
nous a amené a étudier plus précisément les effeifbrotiques de miR-199a-5p.
L’implication de miR-214 a été démontré dans ldédénciation des cellules musculaires au
cours du développement embryonnaire (Juan et 80;28lynt et al. 2007) mais aussi dans
certains cancers (Zhang et al. 2010; Bar-Eli 2(Hhg et al. 2009).

Nos résultats ont mis en évidence une augmentdtexpression de miR-199a-5p et
de miR-214-3p dans les poumons fibrosés de sfiis d’'identifier les transcripts modulés
par ces deux microARN, nous avons combiné les dmnobtenues expérimentalement apres
surexpression de miR-199a-5p et de miR-214-3p dasdignées de fibroblastes pulmonaires
humains, avec les informations recueillies gracégiciel bioinformatique miRonTop. Cette
méthode avait déja été utilisée et fait ses prepuastdemment (Pottier et al. 2009; Marcet et
al. 2011). L'analyse fonctionnelle de miR-199a-5mantré I'association des génes dérégulés
avec des fonctions biologiques telles que «la \d@esignalisation des intégrines » ou «
la voie de signalisation de I'endocytose médiée Iparcavéoles ». Parmi les génes sous-
exprimeés apres surexpression de miR-199a-5p ddigmée fibroblastique hFL1, nous avons
sélectionné 21 génes montrant des variations désspon importantes qui étaient donnés par
3 logiciels de prédiction indépendants et qui aviaies p-values les plus basses. Cette liste
restreinte de genes incluait le g&b&V1,codant pour une protéine composante des cavéoles
qui avait été associée précédemment a la pathageeda FPI (Wang et al. 2006; Drab et al.
2001). L'utilisation de cette stratégie nous a perégalement d’associer miR-214 aux voies
de signalisation « récepteurs de mort cellulaire BJ3K/AKT », ou « apoptose cellulaire »,
etd’identifier COX-2 comme cible potentielle du miR43p.
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miR-199a-5p et CAV1
Les cavéoles sont des vésicules de 50 a 100 nmad®etle qui proviennent des

invaginations de la membrane plasmique (Figuresefl4l5). Elles ont des fonctions

biologiques majeures telles que le trafic membranau la signalisation cellulaire (Severs

1988). CAV-1 et CAV-2, les principales protéiness dmvéoles, sont fortement exprimées
dans les cellules endothéliales et les fibroblgstismonaires. Les cavéoles ont un réle majeur
dans la voie de signalisation du TGFigure 16). En effet, alors que I'endocytose du
récepteur au T@Fdans les vésicules a clathrine favorise le sigi@H, I'internalisation de

ce méme récepteur par les vésicules a cavéoliilédaa dégradation, et donc diminuera le
signal TGEB (Chen et Wang 2009).

Feuillet exte me.
.

Figure 14. D’aprésGrelier et al. (2004).
Structure descaveolae.

Quatorze a seize monomeres de cavéoline-1
s’assemblent en oligomeéres qui s'assemblent
en homo-oligoméres ompacts et créent une
invagination interne de la membrane d’'un
diamétre de 50-70 nm.

Cavéaline

?c.palmmque

Figure 15. D’aprés Parton et al. (200&Cgll Science L o . i A, g ‘li

Cavéoles (fleches etstérisque) dans un fibroblaste " {
primaire visualisées en microscopie électronique. ("*« ¥ t‘f

Des études avaient mis en évidence que lI'expressidnite de CAV-1 dans les
fibroblastes pulmonaires contribuait a la pathogende la FPI en favorisant la voie TGF
(Wang et al. 2006). Nos travaux ont permis de démonque miR-199a-5p pouvait

directement réprimer CAV1 dans les fibroblastesrmraires, et qu’il pouvait stimuler leur
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prolifération, leur migration et leur différenciati en myofibroblastes. De plus, nous avons
constaté une augmentation d’expression de miR-59%a4r une large cohorte de poumons de
patients atteints de FPI ainsi que dans 3 modelegmindépendants de fibrose. En parallele
de cette augmentation d’expression de miR-199a6ps avons observé une diminution de
CAV1 chez les patients atteints de FPI ainsi quesdas modéles murins. Ces résultats
indiquent que miR-199a-5p apparait comme un réguades fonctions biologiques médiées
par les cavéoles telles que I'endocytose et lasthaction de signaux cellulaires, en

particulier, la voie de signalisation du TBF

Figure 16.

D’aprés Rosembloom et al. 20A0n

Caveolae

Nonlipid Intern Med

Le récepteur TGPR est internalisé et
degradé par les vésicules a cavéoles,
alors que l'internalisation du TGR
par les vésicules a clathrine favorise la
transduction du signal T@Fet la

fibrogenése tissulaire.

a1(h)
o2()
Collagen

Tissue
Fibrosis

miR-214-3p et COX-2

COX-1 (ou cyclooxygenase 1) et COX-2 (cyclooxygées&) sont deux enzymes
impliquées dans le métabolisme de la prostaglan8ihéPGE?2). La PGE2 est synthétisée a
partir de l'acide arachidonique (AA) des phosphdigs membranaires. L'AA est libéré des
phospholipides par la phospholipase A2, puis eststormé en prostaglandine H2 (PGH2)
grace aux cyclooxygénases. La PGE2 est engendré€apton d'une prostaglandine E
synthase sur la PGH2 (Needleman et al. 1986).tlladmis que COX-1 est une enzyme
constitutive responsable d’'une production de bagerdstaglandine, alors que I'expression de
COX-2 est induite par de nombreux stimuli, en jgaiter inflammatoires (Kang et al. 2007;

Diaz et al. 1998; Pruzanski et al. 1998). La PGB&spde des actions inhibitrices sur les
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fonctions des fibroblastes : elle diminue leur {éohtion, leur production de collagene ainsi
que la différenciation des fibroblastes en myofitastes (S. K. Huang et al. 2008; S. Huang
et al. 2007; Kolodsick et al. 2003). La PGE2, gsii la principale prostaglandine produite
dans le poumon, est retrouvée diminuée dans lesi@uosi de patients atteints de FPI (Borok
et al. 1991; Vancheri et al. 2000). Des étudesmohtré que cette réduction était due a
limpossibilité chez les patients atteints de FPlaugmenter I'expression de la
cyclooxygénase COX-2, aprés stimulation par desiatgs (Wilborn et al. 1995). Des
données antérieures nous avaient indiqué que Bssmn de miR-214-3p était augmentée
dans les poumons de patients atteints de FPI@imsdans les poumons de souris sensibles a
la bléomycine (Pandit et al. 2010). Nous avons emsévidence que miR-214-3p pouvait
directement réprimer COX-2 et qu'il limitait fortemt 'augmentation de COX-2 aprés
stimulation par des agonistes (PMA, T&Flans les fibroblastes pulmonaires. Nous avons
également montré que la surexpression de miR-21daBg les fibroblastes entrainait une
diminution de leur production de PGE2 ainsi qu’'uneggmentation de leur production de
collagéne.

Le KGF (keratinocyte growth factor) et le HGF (hejmyte growth factor) sont deux
facteurs de croissance secrétés par les fibroblgatémonaires. lls ont un role dans la
prolifération des cellules épithéliales alvéolaistsdans leur réparation aprés une agression
alvéolaire (Stern et al. 2003; Panganiban and mEyl 2Finch and Rubin 2004). Des études
ont montré que la production de HGF était déperddatla voie métabolique PGE2/COX-2
(Marchand-Adam et al. 2006; Quesnel et al. 2008)aécord avec ces données, nous avons
pu mesurer une diminution de la production d’'HGH pes fibroblastes pulmonaires
surexprimant miR-214-3p, en paralléle de la dimowtde leur production de PGE2 et de
'expression deCOX-2.De facon intéressante, nous avons aussi congtatéliminution de
leur production de KGF dans les mémes conditiores @sultats nous montrent que miR-
214-3p a une influence sur la sécrétion du HGRIK@F par les fibroblastes pulmonaires.

Des études avaient reconnu que PGE2 avait desigéspipro-apoptotiques sur les
fibroblastes pulmonaires et que la résistance @optose induite par le Fas-ligand observée
dans les fibroblastes provenant de patients astdmt-PI était dépendante de la diminution de
production de PGE2 (Maher et al. 2010; S. K. Huah@l. 2009). Nous avons donc testée
linfluence de miR-214-3p sur I'apoptose des filesbes et nos résultats ont montré que
laugmentation d’expression de miR-214-3p induisaite résistance des fibroblastes

pulmonaires a I'apoptose induite par le Fas-ligand.
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L’ensemble de ces résultats nous a permis de nezitevidence le role et l'influence
du miR-214-3p dans les événements pro-fibrotiqueseiwés au cours de la FPI dans les

fibroblastes pulmonaires humains.

Les microARN sont capables de moduler I'expressiemombreux genes mais aussi
de réguler des processus biologiques complexes. rhedifications d’expression des
microARN survenant au cours de processus pathalegicen particulier dans la FPI, peuvent
ainsi avoir un impact important sur certaines vdigdogiques. Ainsi, I'identification des
genes et des voies de signalisation régulés panitgeARN est primordiale pour comprendre
les mécanismes par lesquels ils exercent leurssgighogenes. L'analyse systématique des
profils d’expression génique de fibroblastes surexant miR-199a-5p et miR-214-3p nous a
permis d’identifier un grand nombre de genes qaieét significativement modulés par ces
deux microARN. Ces expérimentations ont établi quiR-199a-5p et miR-214-3p étaient
directement ou indirectement impliqués dans la ledgun de génes qui sont associés au
développement de la FPL. En ce qui concerne miR-BpY CCL2, une chimiokine des
cellules sanguines mononuclées, PLAU (Swaisgoadl @000), un composant du systeme de
fibrinolyse, TGEBRI (Bonniaud et al. 2005), le récepteur au PGHe type I, la
métalloprotéinase matricielle-3 MMP3 (Yamashitalet2011) et CAV2 (Razani et al. 2002),
une protéine appartenant au complexe des cavéwniegté retrouvés dérégulés. Pour miR-
214-3p, des genes codant pour différents typesotlagene dont COL15A, COL13A1 ou
COL5A1, mais aussi d’autres genes profibrotiguesroe HMGAZ2 (Thuault et al. 2006) ou
EDN1 (Swigris and Brown 2010), qui interviennenhslda différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes, ou CTGF (Lipson et al. 2012), aatéur de croissance du tissu conjonctif,

sont apparus surexprimeés dans ces conditions expétales.

Perspectives 1

MiR-199a-5p et miR-214-3p étant impligués dans larédulation de genes
profibrotiques, ils pourraient, par conséquent, résenter des cibles thérapeutiques
intéressantes. L'utilisation d’antagomiR anti-miB9a-5p et/ou d’antagomiR anti-miR-214-
3p seraient en effet envisageables pour diminuer dfets profibrotiques dus a la
surexpression de ces microARN dans les poumons afiengs atteints de FPI. Nous
envisageons prochainement de tester ces antagosuiRsin modele murin (C578BL/6)
développant une fibrose pulmonaire aprés injectn bléomycine afin d’évaluer si

'administration de ces antagomiRs pourraient auaibénéfice sur I'évolution de la maladie
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et/ou sur la survie des souris. De plus, pour @rdlimpact de ces deux microARN sur la
pathogenese de la fibrose pulmonaire, nous utiliserégalement des souris C57BL/6
transgéniques qui nous permettront de moduler tesgion des microARN d'intérét afin de

mieux cerner leur implication dans le développendenia FPI.

Le second objectif de mes travaux de recherchensisté a identifier le modéle
d’étude de cellules épithéliales pulmonaires lesgdtoche du tissu pulmonaire, ce qui nous
permettrait de mieux étudier l'impact des compos#smiques environnementaux
(xénobiotiques) sur la pathogenése des maladiesgmalires, en particulier la FPI. Pour cela,
nous avons évalué pour la premiére fois les cagmaitétaboliques de cultures primaires de
cellules épithéliales bronchiques humaines et déigti@es cellulaires pulmonaires (A549,
H292, H358, H460, H727, Calu-1, 16HBE, 1 HAEO, BE2B et L-132) en mesurant les
profils d’expression de 380 génes codant pour degyrees du métabolisme des
xénobiotiques (EMX), des transporteurs membrana@iesi que des récepteurs nucléaires et
des facteurs de transcription régulant les prosesi métabolisme et de transport des
xénobiotiqgues. Nous avons réalisé cette analysaitdisant une technique de RT-PCR
guantitative en temps réel fonctionnant a haut tdékagMan™ Low Density Arraysu
TLDA). Nous avions pu valider cette méthode préodment a partir de tissus pulmonaires
sains et tumoraux (Leclerc et al. 2010; Leclerale2011).

Les résultats de notre étude ont mis en évidensalifférences d’expression génique
entre les lignées cellulaires pulmonaires, de mé&muentre ces lignées et les cellules
bronchiques primaires ou les tissus pulmonaireasTes modeles cellulaires que nous avons
testés ont montré une diminution significative dumibre de genes exprimés par rapport aux
tissus pulmonaires, ce qui apparait comme un c@ctommun a d’autres modéles
cellulaires comparés aux tissus correspondant (Boeret al. 2012; Hart et al. 2010;
Olsavsky et al. 2007). De plus, excepté pour ladl@gcellulaire A549, le nombre de génes
sous-exprimés par rapport aux tissus pulmonaireples important que le nombre de genes
surexprimés. La diminution voire la perte d’expressde certains genes est le reflet des
limitations de la culture cellulaire, qui ne repuddpas complétement la complexité du
microenvironnement physiologique et de son infleersur I'expression génique et le
phénotype cellulaire (Flaim, Chien, et Bhatia 200ges et al. 2011). Par ailleurs, les lignées
cellulaires dérivées de cancers pulmonaires poesél@s proprietés tumorales telles que des

altérations chromosomiques qui peuvent avoir unachgur leurs capacités métaboliques
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(Kunzschughart, Simm, et Muellerklieser 1995; K@thughart et al. 2000) et qui doivent
étre prises en compte au cours de leur utilisgimur tester I'effet de composés toxiques sur
des tissus pulmonaires sains.

Le récepteur aux hydrocarbures aromatiques AhR, régule I'expression de
nombreux génes d’'EMX et de transporteurs (Nakatd &006), a un role prépondérant dans
le poumon puisque son niveau d’expression y esttuedlement élevé en comparaison a
d’autres xénosenseurs (Leclerc et al. 2010; Lea¢ral. 2011). Nos résultats ont montré
gu'AhR et la plupart de ses cofacteurs (AIP, ARWR3 et HSP90) avaient également des
niveaux d’expression élevés dans les lignées e@ld pulmonaires. Par contre, certains
CYPs comme les CYP2F1, CYP4B1 ou le CYP2B6 (Lartiz¥aost 2001; Baer, Rettie, et
Henne 2005; Hodgson et Rose 2007), connus pouverncles procarcinogenes et ayant des
niveaux d’expression élevés dans le tissu bronehigat montré des niveaux d’expression
plus faibles voire indétectables dans la plupastdedeles cellulaires. De la méme maniere,
des genes codant pour des enzymes de phase Hiydikmhent fortement exprimés dans la
mugueuse bronchique, étaient sous-exprimés (GSTAIkZs les A549 et les cellules
primaires) ou non-exprimeés dans les modeles t¢&83A1-3). Ainsi, La perte d’expression
de certains GST et CYP dans les modeles cellulpuésonaires est prendre en compte au
cours de I'étudén vitro de I'impact des toxiques inhalés sur le poumon.

Aucun des modeles cellulaires pulmonaires testésefiete exactement les profils
d’expression observés dans les tissus pulmon&@egsendant, nos résultats indiquent que les
cellules épithéliales primaires semblent étre ledéh® expérimental le plus adapte,
puisqu’elles présentaient, par rapport a la mucuéduenchique, les plus fortes similitudes
dans les profils d’expression et le nombre de gééesgulés le plus faible. Il faut noter que
les variations d’expression géniques interindivithgseconstatées pour certains géenes dans les
cellules primaires pourraient affecter la reprothiliié des expérimentations. Les lignées
cellulaires H292 et BEAS-2B ont montré les coriéla les plus fortes (respectivement
86,7% et 84, 4%) avec les cellules primaires, eblabre de genes dérégulé le plus faible par
rapport aux tissus pulmonaires sains. De plusBIEAS-2B présentent des coefficients de
corrélation élevés avec le tissu bronchique et deemchyme pulmonaire. Ces données
suggerent que les lignées H292 et BEAS-2B pourrae utilisées pour évaluer I'impact
des xénobiotiques sur I'épithélium bronchique. igade A549 est largement utilisée dans les
études toxicologiques et a été probablement laxrdatactérisée (Castell, Donato, et Gomez-
Lechon 2005; Hukkanen et al. 2000; Foster et @8L9Nous avons mis en évidence que ces

cellules présentaient des caractéristiques commames certains échantillons tumoraux
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concernant les enzymes de phase | et de phasepen@ant, les coefficients de corrélation
des A549 avec les tissus pulmonaires et les csljuienaires étaient parmi les plus faibles, et
le nombre de génes surexprimés par rapport auxstigit le plus élevé. Ces observations
suggerent que la lignée cellulaire A549 ne corredgmas au modele cellulaire pulmonaire le

plus approprié pour mesurer I'impact des xénobimsgysur la muqueuse respiratoire.

Per spectives 2

Nous envisageons d’explorer les modifications epégigues des cellules épithéliales
pulmonaires, et en particulier les modificationexgiression des microARN, sous l'action de
polluants aériens. Pour cela, nous exposerons kelmaellulaire le plus proche du tissu
pulmonaire, c’est a dire des cellules bronchiguasagires, a des polluants particulaires (PM
2,5) et nous sélectionnerons les microARN qui pries# les variations d’expression les plus
marquées. L'analyse fonctionnelle de ces microARNt@&éts nous permettra de définir
leur(s) gene(s) cibles mais aussi les voies deabggtion biologiques qui leur sont associées.
Par ailleurs, nos résultats nous permettront depeoen les microARN dérégulés par les PM a
ceux qui apparaissent déregulés au cours de l'toplude la FPI. Pour les études
fonctionnelles, l'utilisation des H292 ou des BEAB-pourra étre envisagée en alternative
aux cellules primaires en raison de leur plus geamdniabilité pour des expérimentations de
transfection. Nous espérons ainsi explorer le rptentiel des microARN dans la
pathogenese des maladies pulmonaires a composaitenmementale, et en particulier dans
la FPI.
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Conclusion

L’étude des microARN dérégulés au cours de I'évolutde la Fibrose Pulmonaire
Idiopathique nous a permis de mettre en évidernn®lication de deux microARN, miR-
199a-5p et miR-214-3p, dans la pathogenése de pwttadie. Notre travail illustre ainsi
limpact des modifications épigénétiques sur leal@wpement de maladies pulmonaires a
composante environnementale. Des molécules antigerde ces microARN pourraient étre
développées; leur I'administration pourrait avoireuaction thérapeutique dans la FPI. Les
travaux réalisés chez les animaux et les premissai® cliniques réalisés chez 'hnomme
concernant l'utilisation d’antagomiR a des finsrpeutiques dans d’autres maladies ont en
effet donné a ce jour des résultats encourageants.

L’'analyse du profil d’expression de la majoritésdgenes codant pour les protéines
impliquées dans la prise en charge des xénobictigiams différents modeles de cellules
épithéliales pulmonaires nous a également permdemtifier le modelein vitro le plus
proche des tissus pulmonair€®e modele nous servira a étudier les variatiorgpiession
des microARN et des ARNm en réponse a la polluéiérienne. Nous espérons que lI'analyse
globale de la réponse cellulaire aux composés duies de I'environnement nous permettra
de mieux comprendre le lien possible entre les esggons environnementales et le

développement des maladies pulmonaires, en paeticla FPI.
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TITRE : Implication des microARN dans le développenent des maladies
pulmonaires a composante environnementale.

Exemple de la Fibrose Pulmonaire Idiopathique

RESUME

Les microARN sont des petits ARN non codants d'vingtaine de nucléotides qui ont pour
fonction de réguler 'expression des genes enxsafisur I'extrémité 3'UTR d’ARNm cibles,
permettant ainsi leur dégradation ou l'arrét de fgaduction en protéines. A ce jour, de
nombreuses études ont montré l'implication des oABN dans divers processus
physiologiques ou pathologiques ; leur réle danséf@onse de I'organisme aux substances
toxiques environnementales commence a étre évoque.

La FPI appartient au groupe des pneumopthies ftitieltes diffuses idiopathique dont elle
est la forme la plus fréquente. Elle se caractgrésda présence de foyers de prolifération de
fibroblastes/myofibroblastes responsables d'une dymtbon excessive de matrice
extracellulaire, une destruction progressive eéversible de larchitecture pulmonaire
entrainant la perte de la fonction respiratoireagression répétée de I'épithélium respiratoire
par des composés chimiques environnementaux (oobi@igues) est fortement suspectée
dans le déclenchement de la FPI.

Le premier objectif de mes travaux de recherchi a'@entifier des microARN susceptibles
d’intervenir dans la pathogenése de la fibrose puokare idiopathique (FPI) et de préciser la
(les) fonction(s) de ces microARN d’intérét. Potteimdre cet objectif, nous avons étudié
deux microARN, le miR-199a-5p et le miR-214-3p guésentaient la particularité d’'étre
significativement surexprimés dans les poumonsaieis souffrant de fibrose pulmonaire.
L’analyse systématique des profils d’expression gieises de fibroblastes surexprimant le
miR-199a-5p et le miR-214-3p nous a permis d’idamtiun grand nombre de géenes qui
étaient significativement modulés par ces deux oWiBN. Nous avons pu établir
implication respective du miR-199a-5p et du miR423p dans la régulation de la voie
profibrotique TGP et dans I'apoptose des fibroblastes pulmonairediéaéar le Fas-ligand.
L’ensemble de nos résultats nous permet de sugbdtibsation de molécules ciblées contre
ces 2 microARN dans le traitement de la FPI.

Le second objectif de mes travaux de recherché d’iéfentifier le modele cellulairia vitro

le plus proche du tissu pulmonaire afin d'étudi@mpact des composés toxiques
environnementaux sur la pathogenése des maladipsatoires et, en particulier, de la FPI.
Pour cela, nous avons comparé les profils d’expresgenique de I'ensemble des protéines
impliquées dans le métabolisme et I'éliminations ®génobiotiques, de 10 lignées cellulaires
et de 4 cultures primaires de cellules épithéliam®nchiques humaines, a ceux
précédemment observés par notre équipe dans kss tisroncho-pulmonaires humains.
L’exposition du modele cellulaire le plus pertinentles polluants atmosphériques permettra
d’identifier les microARN associés a la toxicitémonaire de ces composés chimiques et de
vérifier si ces microARN régulent des voies de alggations communes a celles impliquées
dans la pathogenése de la FPI.

MOTS CLES: MicroARN, Fibrose Pulmonaire Idiopathique, Xémlmues, modeéle
cellulaire pulmonaire.
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