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Résumé

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est une maladie rare, sans traitement efficace,
caractérisée par une prolifération de myofibroblastes responsables d’une synthése excessive de
matrice extracellulaire. La FPI est caractérisée par un départ sous-pleural suggérant un role de
la pleévre dans I’initiation de la maladie. Le transforming growth factor (TGF)-B1 est la cytokine
clé du processus fibrosant. Ce facteur est capable d’induire un processus de transformation des
cellules mésothéliales pleurales en cellules actives avec un phénotype de myofibroblaste. Les
protéines de choc thermique peuvent réguler la voie du TGF-B1. Le role de I’'inflammation dans
la FPI est controvers¢. L’ importance de la voie caspase-1/IL-1f, axe majeur de ’inflammation,

a été décrite dans les modeles animaux de fibrose pulmonaire.

Nous avons ¢étudié le role de la protéine de stress aB-crystallin dans la fibrose pulmonaire
au niveau des cellules mésothéliales avant de rechercher I’importance de 1’axe caspase-1/IL-13

au niveau des cellules structurales pulmonaires dans la toxicité de la bléomycine.

Nous montrons qu’aB-crystallin est surexprimée dans la FPI au niveau des cellules
mésothéliales. Chez le rongeur, I’inhibition de cette petite protéine de stress empéche la
transformation et la migration des cellules pleurales dans la fibrose pleuro-pulmonaire. Dans
un modele de fibrose pulmonaire induite par injections intraveineuses répétées de bléomycine,
la voie caspase-1 est activée dans les régions pleurales. /n vitro, I’inhibition de la caspase-1
interfére avec la transformation des cellules mésothéliales. En parall¢le, 1’activation de la
caspase-1 induit une transformation de ces cellules et entraine une réaction fibrosante chez la
souris. Dans une autre partie de ce travail, nous montrons que I’injection chez le rongeur d’une
forme déglycosylée de la bléomycine, incapable d’entrainer une activation de la caspase-1,
n’induit pas de toxicité pulmonaire tout en gardant une activité anti-cancéreuse. Contrairement
a la bléomycine, la déglyco-bléomycine n’entraine par la mort par pyroptose, processus

dépendant de la caspase-1, des cellules épithéliales alvéolaires.

Ce travail confirme I’importance des cellules mésothéliales dans la fibrose pulmonaire.
Nos résultats suggerent qu’aB-crystallin et la voie caspase-1/IL-1B pourraient étre des cibles
thérapeutiques dans les maladies fibrosantes comme la FPI ou dans les cas de toxicité
pulmonaire de la bléomycine. Enfin, nous apportons une preuve de concept de 1’utilisation de

la déglyco-bléomycine comme alternative non toxique a la bléomycine.

Mots-clés : Fibrose pulmonaire idiopatique, bléomycine, cellules mésothéliales pleurales,

transition épithélio-mésenchymateuse, aB-crystallin, caspase-1.
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La fibrose est la conséquence d’un mécanisme normal de cicatrisation développé par
I’organisme pour lutter contre les diverses agressions tissulaires auxquelles il est soumis. Dans
certains cas, ce processus de cicatrisation peut ne pas se résoudre. Il devient alors pathologique
pouvant étre responsable d’une dégradation des fonctions du tissu concerné. La fibrose
pulmonaire, qui peut provenir de plusieurs origines, est une maladie invalidante pouvant
conduire a une forte altération des fonctions respiratoires. Cette pathologie se caractérise par
une production et une accumulation disproportionnée de matrice extracellulaire, principalement

de collagéne, dans le parenchyme pulmonaire détruisant la structure alvéolaire des poumons.

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI), qui comme son nom I’indique n’a pas
d’étiologie connue, est une maladie fatale avec une prévalence de 19,3/100 000 et une médiane
de survie de 2 a Sans apres diagnostique (1). Deux molécules, la prifenidone et le nintedanib,
ont été approuvées pour la prise en charge de la FPI et permettent un ralentissement modéré de
la maladie. Cependant, aucune option thérapeutique n’a fait preuve d’efficacit¢ pour
contrecarrer le processus fibrosant. Le besoin de comprendre les mécanismes impliqués dans la
mise en place de la FPI demeure donc aujourd’hui primordial. Le développement clinique de la
FPI est hétérogene associant périodes stables a des épisodes d’aggravation menant rapidement
a la mort (2). Une caractéristique clé de la FPI est 1’origine sous-pleurale des Iésions qui
progressent ensuite vers I’intérieur du parenchyme. Cette spécificité de la maladie suggére un
role de la plévre dans la genese de la FPI. Parmi les cellules essentielles de la fibrogénese, les
myofibroblastes sont considérés comme les cellules clés du processus de fibrose puisqu’ils sont
les responsables essentiels de la synthése de collagéne et sont associés a la progression de la
maladie. Les cellules épithéliales constituent également un acteur important lors de la fibrose
pulmonaire puisqu’elles peuvent s’activer et acquérir un phénotype myofibroblastique et ainsi
participer a I’accumulation de collagéne dans le tissu pulmonaire. Cette transformation,
nommeée par les anglo-saxons « Epithelial-to-Mesenchymal Transition » (EMT), est initiée par
le « Transforming Growth Factor-f1 » (TGF-B1), facteur de croissance essentiel a la

fibrogenese.

La bléomycine est un agent de chimiothérapie utilisé dans le traitement de différents
cancer comme le lymphome de Hodgkin (3). La toxicité pulmonaire de la bléomycine est un
frein majeur a son utilisation (www.pneumotox.com) (4, 5). Chez ’homme, dans les cas de
fibrose pulmonaire induite la bléomycine, les atteintes toxiques et fibrosantes débutent aussi

classiquement au niveau de la pleévre (régions sous-pleurales) (6). La bléomycine est largement
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utilisée chez I’animal comme mod¢le afin d’induire une fibrose pulmonaire. Ce modéle a la
particularité d’étre associé a une inflammation importante, au moins les premiers jours. Le role
de ’inflammation dans ’initiation de la fibrogenése est bien établi mais reste discuté dans la
FPI méme si plusieurs arguments montrent une phase d’inflammation dans la maladie (7-10).
L’axe caspase-1/IL-f est une signalisation clé¢ dans le phénomene d’inflammation (11).
Récemment, I’implication de cellules pulmonaires structurales dans la production d’IL-p a été
montrée dans des cellules épithéliales alvéolaires primaires dans un modele de fibrose

pulmonaire induite par la bléomycine (12).

Pour lutter contre les agressions auxquelles elles sont soumises, les cellules développent
des mécanismes de protection afin de maintenir leurs fonctions. Les protéines de choc
thermique (HSP) sont des protéines cellulaires capables d'interagir avec des protéines pour
permettre leur stabilisation, leur transport vers les organites ou leur renouvellement (13). Les
HSP sont impliquées dans de nombreux mécanismes cellulaires essentiels tels que l'induction
des cytokines, l'inflammation, I’homéostasie du cytosquelette (14) mais aussi dans le cancer
(15). De nombreuses études ont attribué des rdles a différentes HSP dans les maladies

fibrosantes (16).

Ce travail de these est articulé autour de plusieurs projets. Aprés un état de 1’art sur les
différents facteurs évoqués ci-dessus nous décrirons les travaux que nous avons menés pendant
cette these. Tout d’abord, nous avons recherché les effets de I’inhibition d’aB-crystallin dans
différents modeles de fibrose pleuro-pulmonaire chez la souris avec une attention particulicre
au phénomene de transformation des cellules mésothéliales. Par la suite, dans un modele de
fibrose induite par injections intraveineuses de bléomycine, nous nous sommes intéressés a
I’implication de la plévre et des cellules mésothéliales dans ’axe caspase-1/IL-f3 au niveau
pleural et son role dans la fibrogenése. Enfin, dans une derniére étude, nous avons étudié le
potentiel thérapeutique d’une forme déglycosylée de la bléomycine avec une étude de ses

propriétés anticancéreuses de la bléomycine et de sa toxicité pulmonaire.
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Apreés une introduction sur la fibrose pulmonaire idiopathique, nous décrirons les
mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans la fibrogenese. Les processus initiateurs
seront détaillés en insistant sur I’inflammation, avec une description de I’axe caspase-1/IL-1f,
avant d’introduire les acteurs et facteurs de la fibrose avec une attention sur la signalisation du
TGF-B1. La place de la plévre dans la fibrose pulmonaire sera abordée avant de détailler
I’impact toxique de la bléomycine sur le poumon. Nous présenterons les principaux modeles
animaux utilisés au cours de ces travaux afin de comprendre les choix que nous avons fait dans
nos expériences. Enfin, apres avoir discuté les quelques thérapeutiques actuelles indiquées dans
la fibrose pulmonaire idiopathique, nous détaillerons I’implication des protéines de choc
thermique dans la fibrose pulmonaire et les cibles thérapeutiques potentielles que représentent

ces molécules.

I. La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI)

Le poumon peut étre le siege de nombreux désordres. Dans certaines conditions
pathologiques, le poumon peut devenir fibreux sous 1’effet de divers facteurs comme certains
médicaments tels que certaines chimiothérapies. Lorsqu’aucun facteur déclenchant n’est
identifi¢, la fibrose pulmonaire est dite idiopathique (FPI). La FPI est un désordre chronique
spécifique caractérisé par un phénomene de cicatrisation progressif et une fibrose au niveau
pulmonaire causant une perte irréversible de la fonction respiratoire (17). La FPI est une
maladie mortelle avec une médiane de survie de 2 a 5 ans apres diagnostique (18). Le taux de
mortalité des patients souffrant de FPI a été estimé a environ 13/100 000 (19). La prévalence
de la FPI semble variable mais tendrait a augmenter avec le temps. Aux Etats-Unis, la
prévalence est passée de 13,4/100 000 en 2005 a 18,2/100 000 personnes en 2010 (1). Cette
augmentation peut étre expliquée par une conscience plus élevée de la FIP de la part des
cliniciens et par I’évolution des techniques d’imagerie. L’incidence de cette maladie augmente
en fonction de 1I’age : de 1,1 pour les 18-34 ans a 19,3/100 000 personnes par an pour les 55-64
ans (1). La FPI a un développement clinique hétérogéne associant périodes stables, ou de
progression lente de la maladie, a des épisodes d’aggravation (Figure 1) (2). Différents groupes
de patients peuvent étre définis entre ceux avec une progression lente et ceux montrant une
progression rapide des symptdmes menant rapidement a la mort. De plus, la progression de la
FPI peut étre ponctuée de phénomenes d’exacerbation aigues (ou « acute exacerbation » en

anglais) significativement déléteres sur le plan clinique pour les patients et pouvant rapidement
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mener a la mort. Ils sont définis comme des épisodes de progression brutale sans cause évidente
identifiée (20). La cause de ces processus d’exacerbation est encore incomprise méme si des
infections virales semblent y étre associés (21, 22). De méme, des études ont montré que les
patients fumeurs atteints de FPI développent également de I’emphyséme (2).

Aucun traitement efficace de la FPI n’est connu a ce jour, les patients étant classiquement
diagnostiqués a des étapes avancées de la maladie. A I’heure actuelle deux composés, la
pirfenidone et le nintedanib, ont été approuvés pour le traitement de la FPI (23). Ces molécules
permettent de ralentir la progression de la maladie méme si leur efficacité reste encore limitée
voire controversée. Le besoin de comprendre les mécanismes impliqués dans la mise en place

et la progression de la FPI est donc primordial.
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Figure 1. Schéma de la progression de la FPI. La progression de la FPI est hétérogene en fonction des patients. La maladie
a une longue période (de quelques mois a plusieurs années) sans symptomes. Les patients sont diagnostiqués (temps O sur la
figure) lorsque la sévérité des 1ésions pulmonaires provoque des symptomes cliniques. La plupart des patients suivent un
schéma de progression lente du déclin des fonctions respiratoires. Environ 10% des patients peuvent présenter des épisodes
d’exacerbation aigues pouvant amener a la phase terminale de la maladie. Enfin certains patients montrent une progression

rapide de la maladie menant rapidement a la mort (d’aprées King et al., 2011 (2)).

Sur le plan histopathologique, la FPI est définie comme une pneumopathie interstitielle
avec des lésions hétérogenes (2). L’observation de coupes de poumons fait apparaitre une
coexistence de zones normales avec des zones de fibrose cicatricielles, classiquement dans les

régions sous-pleurales et regroupées en structures dites en « rayons de miel ». Dans ces régions

pathologiques, on peut observer des zones de prolifération de myofibroblastes activés formant
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des structures appelés foyer fibroblastiques (ou « fibroblastic foci ») entourés de pneumocytes

de type II hyperplasiques.

II. Les mécanismes de la fibrose

II.1. Mécanismes généraux de la cicatrisation

Aprés une 1ésion tissulaire, le processus de réparation comporte de maniere générale
plusieurs étapes (Figure 2) (7). Premierement, le tissu 1és€ entraine une phase d’inflammation
avec recrutement de cellules immunitaires capables d’éliminer les débris cellulaires et
productrices de cytokines. Une phase de cicatrisation se déroule secondairement ou le tissu
d’origine est localement remplacé par une matrice extracellulaire provisoire avec prolifération
de fibroblastes activés responsables de la contraction de la blessure. Dans des conditions non
pathologiques, une phase de retour a la normale permet une restauration de la composition
physiologique de la matrice extracellulaire et 1I’élimination programmée des fibroblastes
activés. Dans certains cas encore mal compris, ce processus est dérégulé empéchant ce
phénomene de retour a la normale et aboutissant a une situation pathologique comme par
exemple la fibrose. La fibrose, résultant d’un processus de cicatrisation incontrdlé, est donc
caractérisée par les mémes grands mécanismes : Iésion (épithélium et/ou endothélium),
recrutement de cellules immunitaires, sécrétion de cytokines (inflammatoires, profibrosantes)

et synthese de matrice extracellulaire.

L’ensemble des phénomeénes impliqués dans la fibrogenese fait intervenir plusieurs types
cellulaires. Les cellules épithéliales alvéolaires sont les composants de base de I’épithélium
pulmonaire et sont en direct relation avec la lumicre alvéolaire, constituant la premicre barriere
contre les pathogenes ou molécules chimiques contenus dans I’air. Les Iésions de cet épithélium
sont considérées comme un facteur clé dans le déclenchant dans la FPI (24-26). Les échanges
gazeux au niveau pulmonaire sont possibles grace a une relation étroite entre cellules
épithéliales alvéolaires et cellules endothéliales. Parallélement a la 1ésion de I’épithélium
pulmonaire, I’agression des cellules endothéliales peut également jouer un réle important dans
I’initiation de la fibrogenese pulmonaire. Lors de 1’induction d’une fibrose pulmonaire induite
par la bléomycine chez le rongeur, une activation de la voie extrinséque de I’apoptose dans les

cellules endothéliales pulmonaire avec augmentation de la transcription des récepteurs au tumor
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necrosis factor (TNF) a été décrite (27). Les cellules endothéliales contribuent a la réaction

fibrosante en favorisant le recrutement de macrophages au niveau pulmonaire (28).
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Figure 2. Le cycle de la réparation tissulaire : entre cicatrisation et fibrose. Aprés un événement initiateur comme une
Iésion, les cellules épithéliales et/ou endothéliales produisent des facteurs responsables du recrutement de cellules immunitaires
au niveau de la lésion. Cette phase d’inflammation entraine une étape de remodelage puis d’une ré-épithélisation conduisant a
la régénération du tissu atteint. Dans certaines conditions, une inflammation chronique entraine une activation persistante des

myofibroblastes amenant & une situation pathologique fibrosante (d’aprés Wynn, 2007 (7)).

L’apoptose des cellules épithéliales pulmonaires semble aussi jouer un réle clé dans
I’initiation de pathologies comme la FPI (29). Dans les poumons de patients atteints de FPI et
comparé a des patients contrdles, le nombre de cellules épithéliales en apoptose est augmenté
(30). Dans le modele murin de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine, 1’apoptose
massive observée dans le modéle serait a 1’origine d’une activation du systéme Fas/FasL par
surexpression de I’ARN messager de FasL (31). L’inhibition du phénoméne de mort cellulaire,
par inhibition des caspases ou déficience d’expression de la protéine pro-apoptotique bid,
protége les souris de la fibrose induite par la bléomycine (32, 33). De plus, plusieurs études ont

montré que le phénomeéne de mort cellulaire entraine la réaction de fibrogénése (31, 34, 35).
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Chez la souris, I’injection intra-trachéale de molécules associées a la mort cellulaire tels que
I’annexine-V, ou le Fas ligand soluble pour directement induire un phénoméne de mort
cellulaire induit une fibrose pulmonaire (Figure 3 (34, 35). De plus, I’injection intra-trachéale
de cellules en apoptose induit une inflammation puis une réaction fibrosante chez le rat (36). Si
I’apoptose des cellules épithéliales est décrit comme un facteur déclenchant de la fibrose, la

résistance a I’apoptose des myofibroblastes est également impliquée dans ces processus de

fibrogeneses pathologiques (37, 38).

Figure 3. L’administration de signaux de mort cellulaire entraine une
réaction de fibrogenése. Tomodensitométrie de souris injectée par voie
intratrachéale avec de I’annexine-V (droite) ou le controle (gauche)

(d’apres Buckley ef al., 2015 (34)).

La lésion de 1’¢épithélium et/ou de I’endothélium pulmonaire est donc un élément
initiateur clé du processus de cicatrisation. Dans un contexte normal, ces 1€sions de I’épithélium
et/ou de ’endothélium pulmonaire entrainent le recrutement de cellules immunitaires. Les
macrophages et les neutrophiles sont recrutés sur le site des lésions par les signaux
apoptotiques. Ils produisent des facteurs pro-fibrosant, comme le transforming growth facteur
(TGF)-B, le tumor necrosis factor (TNF)-a, le connective tissue growth factor (CTGF) ou des
ligand Wnt, induisant la synthése de matrice extracellulaire mais aussi sa dégradation en
produisant des métallo-protéase de la matrice et de I’¢élastase (39-41). Les lymphocytes ont
¢galement un role dans le controle de I’environnement cytokinique pouvant mener a la fibrose.
IIs peuvent étre responsable de la production de TGF-P et d’IL-4 favorisant la production de
matrice extracellulaire (42). Cet environnement cytokinique favorise 1’activation de
fibroblastes en cellules appelées myofibroblastes. Dans un contexte normal, ces cellules
permettent la contraction de la lésion et synthétise une matrice extracellulaire provisoire
contenant des facteurs entrainant une phase de régénération des épithéliums ou endothéliums

(43).

L’¢établissement de I’environnement cytokinique lors de la phase d’inflammation doit étre
bien controlé car sa dérégulation peut transformer un processus de cicatrisation en phénomene
pathologique de fibrose chronique. Ainsi, les cellules immunitaires semblent avoir un role
important dans les processus fibrosants pathologiques (Figure 4, (44-46). Le transfert adoptif
de lymphocytes T régulateurs (CD4", CD25", Foxp3*) a des souris aggrave la fibrose induite
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par exposition a la bléomycine en favorisant la production de cytokines pro-fibrosantes de type
Th2 (47). Néanmoins, la place du systéme immunitaire adaptatif n’est pas indispensable a la
fibrogenese induite par la bléomycine chez la souris (48). En effet, ’administration de
bléomycine a des souris immunodéprimées (« nude » ou « severe combined immunodeficient »
-SCID-) entraine des réactions fibrosantes au niveau pulmonaire. La dérégulation de
I’environnement cytokinique associée a la matrice extracellulaire favorise 1’accumulation

incontrolée de myofibroblastes.
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Figure 4. Modéle d’amplification de la fibrose par les cellules immunitaires. La Iésion induit I’activation des fibroblastes
et des macrophages. Les macrophages exacerbent la phase d’inflammation créée par la 1ésion, stimulant les fibroblastes. Les
fibroblastes favorisent la production d’IL-17 par les lymphocytes T induisant le recrutement de polynucléaires neutrophiles

pouvant activer les macrophages (d’apres Barron et al., 2011 (39)).

La suite détaillera le role de I’inflammation dans le contexte de la FPI avec en particulier

la signalisation de I’IL-1P et I’axe de la caspase-1, particuliérement étudié au cours de cette

these.
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I1.2. Inflammation et fibrose

I1.2.1.  Place de ’inflammation dans la fibrogenese

L’implication de I’inflammation dans la fibrogenese est bien établie (7). Ce phénomene
joue un role important dans les processus de cicatrisation « normaux » ainsi que dans les
situations de fibroses pathologiques. Dans le contexte de la FPI, le r6le de I’inflammation reste
discuté (8-10). En effet, I’efficacité de molécules anti-inflammatoires ou anti-oxydantes en
essais cliniques dans le traitement de la FPI n’a pas ¢t¢ démontrée chez I’homme (49).
Néanmoins, il existe plusieurs preuves d’une phase d’inflammation dans la FPI. Des analyses
du lavage broncho-alvéolaire (LBA) ont montré que les échantillons provenant de patients FPI
ont un nombre de cellules immunitaires supérieur a des échantillons de sujets sains (fumeurs
ou non-fumeurs) (50). De plus, cette étude montre une augmentation dans les LBA du nombre
de cellules de I’immunité innée (macrophages et polynucléaires neutrophiles) mais aussi de
lymphocytes. Dans la FPIL, une augmentation du recrutement de polynucléaires éosinophiles a
aussi été décrite dans les LBA (51). Au niveau pulmonaire, une infiltration par les cellules T
CD8+ a été montrée. Cet infiltrat est corrélé a la sévérité de la maladie (52). Dans les poumons
de patients FPI, des cellules immunitaires activées (lymphocytes T et B, cellules dendritiques)
sont regroupées dans des structures lymphoides (53). Une étude sur 73 patients souffrant de FPI
a analysé I’importance de I’inflammation dans la progression de la maladie mesurée par le
déclin de la capacité vitale forcée. La présence et I’importance de I’infiltrat inflammatoire est
corrélé a la progression de la maladie chez les patients (54). Durant les phases d’exacerbation
aigue de la FPI, le nombre de polynucléaires neutrophiles est augmenté dans les LBA des
patients (55). Comparés a des sujets sains, les patients atteints de FPI ont un taux élevé de
lymphocytes T CD4+ périphériques. Ces cellules T CD4+ expriment plus d’IL-10 et de TGF-
B1 et sont spécifiques d’auto-antigénes (56). Des anticorps dirigés contre la protéine de stress
HSP70 ont été retrouvés chez les patients atteints de FPI. La présence de ces anticorps est un
signe de mauvais pronostic (57). Chez le rongeur, le role du facteur d’activation des
lymphocytes B (B-cell activating factor BAFF) a été montré dans la fibrogenese induite par la
bléomycine (58). BAFF est produit par les cellules de I’'immunité innée et est surexprimé dans
la FPI chez ’homme. Il favoriserait la fibrogenese via la production de I’'IL-17 par les

lymphocytes Th17 et serait ainsi un lien entre immunité innée et immunité adaptative.
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I1.2.2.  Origine de I’inflammation

Dans des conditions normales, ce sont les 1ésions qui sont a I’origine de I’initiation de la
phase inflammatoire. Néanmoins, cette inflammation peut devenir chronique. Un phénomene
de mort cellulaire massif a été avancé pour expliquer la persistance de cette phase
d’inflammation dans la FPI (29, 59). Le phénomeéne d’apoptose a initialement été décrit comme
un phénomene de mort cellulaire n’induisant pas d’inflammation (60). In vivo, les cellules
engagées dans la voie de 1’apoptose expriment des signaux dits « eat-me » a leur surface
permettant la reconnaissance et la phagocytose par des cellules immunitaires comme les
macrophages. Ce phénomene de clairance est appelé efferocytose. Cette clairance des corps
apoptotiques empéche le relargage de contenus cytoplasmiques dans le milieu extracellulaire
qui peuvent étre reconnus comme des signaux de danger. Lors de Iésions répétées, qui peuvent
entrainer un phénomene de cicatrisation chronique, 1’apoptose massive ne peut pas étre
¢liminée et I’efferocytose incompléte ameéne a 1’établissement d’une phase d’inflammation
(61). Des macrophages alvéolaires isolés de patients atteints de FPI ont une capacité
d’efferocytose altérée comparé a des sujets atteints d’autres pneumopathies interstitielles (62).
Ce défaut dans I’¢élimination des cellules apoptotiques peut donc largement contribuer a la

persistance de la fibrogenese dans la FPI.

11.2.3. Conséquence de ’inflammation

Dans les modeles expérimentaux de fibrose pulmonaire chez le rongeur, I’implication de
I’inflammation a été clairement démontrée dans la réaction de fibrogenese. La surexpression
chez le rat de I’IL-1pB, une des principales cytokines de I’inflammation, entraine une fibrose
pulmonaire (63). Il a ét¢ montré que I'induction d’une phase d’inflammation au niveau
pulmonaire entraine directement un processus fibrosant en favorisant la production de TGF-1
(64). En effet, des animaux déficients pour Smad3, une protéine impliquée dans la signalisation
du TGF-B1 sont protégées de la fibrose induite par surexpression d’IL-1p. L’accumulation
d’une autre cytokine pro-inflammatoire, 1’IL-6, a également été décrite dans les LBA de
patients atteints de FPI (65). L’inhibition de la signalisation de 1I’IL-6 interfere avec la fibrose
pulmonaire induite par la bléomycine chez le rongeur (66). Le TNF-a a lui aussi été décrit
comme pro-fibrosant. En présence de cette cytokine, des fibroblastes pulmonaires surexpriment
le TGF-B1 (67) et les souris déficientes pour le récepteur TNF-a sont protégées de la

fibrogenése induite par I’amiante (68). Cependant, le role du TNF-a semble controversé. Une
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¢tude a montré chez le rongeur que I’injection dans une cinétique thérapeutique de TNF-a
améliore la résolution de la fibrose induite par la bléomycine (69). Le TNF-a a de nombreux
roles dans 1’apoptose et 1’administration de cet inducteur de mort cellulaire pourrait favoriser
la résolution d’un processus fibrosant en augmentant 1’¢limination par apoptose de cellules
effectrices comme les myofibroblastes ou les macrophages qui proliféerent anormalement dans

les situations de fibroses pathologiques.

I1.3. L’axe caspase-1/IL-1p

I1.3.1. Présentation

L’interleukine(IL)-1f est une des principales cytokines de I’inflammation avec le TNF-a
et I’IL-6. La famille de I’IL-1 est composée de trois membres ; les deux agonistes IL-1a et IL-
1B et le récepteur antagoniste IL-1ra (70). L’IL-1P est synthétisée sous forme de précurseur de
31 kDa. Le passage de la forme précurseur inactif vers la forme mature active de 17 kDa se fait
par clivage protéolytique et requiert la caspase-1 (71). Plus récemment, le clivage de I’'IL-18
par la caspase-8 a été montré dans des contextes d’activation des TLR ou des récepteurs Fas
(72). Cependant, la caspase-8 serait moins efficace dans le processus d’activation de I’'IL-13

que la caspase-1.

La caspase-1, appelée également IL-1 converting enzyme (ICE), est une enzyme
protéolytique nécessaire a 1’activation de I’IL-1 et de I’'IL-18 (71, 73, 74). Elle fait partie des
caspases impliquées dans les processus d’inflammation incluant les caspase-4 et caspase-5
humaines, la caspase-11 murine et la caspase-12 (75). Toutes ces caspases inflammatoires
possedent un domaine CARD (« caspase activation recruitment domain ») impliqué dans les
interactions protéiques. La caspase-1 a ¢té premierement découverte dans des cellules de
I’immunité innée comme les monocytes et macrophages puis depuis largement étudi¢e dans ces
types cellulaires (11, 71, 76-78). La caspase-1 est produite sous une forme précurseur inactif de
45 kDa (procaspase-1) qui peut étre clivé en deux unités de 20 kDa (p20) et 10 kDa (p10)
(Figure 5 (73).

L’activation de la caspase-1 se fait dans des complexes protéiques nommés
inflammasomes (79). L’assemblage de ces complexes multi-protéiques est initié par I’activation
de récepteurs sensibles a des signaux de danger ou « pattern recognition receptor » (PRR). Ces

signaux peuvent étre associés aux pathogenes (« pathogen-associated molecular pattern »,
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PAMP) ou des signaux de danger endogenes (« dammage-associated molecular pattern »,
DAMP). Ils peuvent étre membranaires comme la majorité des « Toll-like receptor » (TLR) ou
cytoplasmiques comme les NOD-like receptor (NLR) qui sont plus particulierement impliqués
dans I’activation de la capsase-1. L activation des PRR induit un changement de conformation
entrainant, par homologie de domaines protéiques, le recrutement de protéines adaptatrices
(80). Ces protéines dites d’échafaudage permettent le recrutement de la procaspase-1. La

procaspase-1 s’autoactive par clivage protéolytique menant a la forme caspase-1 clivée active.

a Units ICE Figure 5. Découverte des fragments de la caspase-1 active p20 et p10. Les
M, 0.92.09.8 47 75 40 17 4.9 2717 . \ .
(Y g7 - 3 auteurs ont isolé la caspase-1 par HPLC a partir de macrophages THP.1. La
;‘g i @ e b 1 i B B b i w0 présence des fragments de caspase-1 a 20 et 10 kDa est corrélée a 1’activité
. gEss-===oco caspase-1 mesurée pour chaque fraction (d’apreés Thornberry et al., 1992 (73)).
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I1.3.2. Voies d’activation de la caspase-1

Le terme inflammasome a ét¢ avancé en 2002 par Tschopp et collaborateurs pour désigner
des complexes multi-protéiques cytosoliques qui ont un role dans 1’activation protéolitique de
la caspase-1 (79). Depuis, de nombreux acteurs et voies d’activation de la caspase-1 ont été
décrits. La formation de ces inflammasomes implique la reconnaissance de signaux de danger
par des PRR cytosoliques. Plusieurs de ces récepteurs ont été¢ décrits (75, 81). On trouve les
récepteurs NLR contenant des domaines « nucleotide-binding domain » (NOD) et des
séquences « leucine-rich repeat » (LRR), tels que NLRP1, NLRP3 et NLRC4. Ils sont tous
composés d’un domaine « nucleotide-binding and oligomerisation domain » (NACHT) associé
a des domaines « caspase activation and recruitment domain » (CARD) ou « pyrin domain »
(PYD) permettant le recrutement de la protéine « apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD » (ASC). La présence des séquences LRR serait associée a la localisation
cytoplasmique de ces récepteurs. NLRP1 est le seul membre incluant un domaine CARD et
pouvant donc directement interagir avec la caspase-1. D’autres récepteurs a domaine HIN ou
pryin ont été décrit, comme « absent in melanoma 2 » (AIM2) et la pyrin (82). Ils forment avec

les NLR un groupe d’inflammasomes dits classiques.
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A. Les inflammasomes « classiques »

De nombreux récepteurs formant des structures de type inflammasome ont été décrits. Ces

récepteurs sont activés par différents stimuli comme des PAMP ou des DAMP (Figure 6).
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Figure 6. Les principaux inflammasomes et leur stimuli activateurs. Différents récepteurs ont été décrits dans la littérature
avec des spécificités envers des stimuli différents. NLRP1 reconnait la toxine de Bacillus anthracis, NLRC4 les bactéries de
type Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Legionella et AIM2 les PAMP issus de Listeria ou les molécules d’ADN virales. Les
ligands de NLRP6 ne sont pas complétement connus mais semblent étre des molécules associées aux bactéries. NLRP3
reconnait un grand nombre de ligands tels que des PAMP bactériens, des DAMP endogenes ou des crystaux (acide urique)
(d’apres Lamkanfi & Dixit, 2012 (81)).

L’inflammasome NLRP1 a été le premier décrit en 2002 (79). Une seule forme de
NLRPI a été démontrée chez I’homme alors que plusieurs isoformes existent chez le rongeur.
Chez la souris, NLRP1b reconnait la toxine produite par Bacillus anthracis et agirait comme
un récepteur leurre de cette toxine. Sa fonction chez I’homme reste mal comprise. NLRC4 a été
identifié par son homologie de structure avec la protéine « apoptotic-protease activating factor-
1 » (APAFT1) (83). Ce récepteur est capable de s’activer suite a la reconnaissance de flagelline
bactérienne et d’entrainer la maturation de la procaspase-1 en forme active. AIM2 est un
récepteur cytosolique composé d’un domaine HIN200 lui permettant de reconnaitre les
molécules d’ADN impliquées dans la défense contre les virus (cytomegalovirus) et aussi les
bactéries intracellulaires (84). L’activation de AIM2 dans le cas d’infection par bactéries

intracellulaires est dépendante de la lyse des pathogénes dans le cytosol. De plus, des études

25



ont montré que AIM2 est capable de détecter de I’ADN endogéne. Cette particularité semble
étre a la base d’une activité anti-tumorale dans un mod¢le de cancer du codlon (85). La pyrine
est le plus récent récepteur décrit pour former un inflammasome induit par des toxines d’origine
bactérienne telles que la toxine B de Clostridium difficile, C3 de Clostridium botulinum, VopS
de Vibrio parahaemolyticus ou IbpA de Histophilus somni (86). Le mode d’action de ces
toxines passe par I’inactivation de la petite GTPase RhoA. C’est I’inactivation de RhoA qui
entraine la formation de I’inflammasome formé par la pyrine. Cependant, la pyrine ne semble
pas interagir directement avec RhoA mais avec les molécules d’actine. De plus, I’induction de

la dépolymérisation de 1’actine entraine 1’activation d’un inflammasome via la pyrine (87).

B. L’inflammasome NLRP3

L’inflammasome NLRP3 (aussi appelé NALP3 ou cryopyrin) est le plus étudié et répond
a une variété de stimuli incluant non seulement des PAMPs mais aussi des signaux endogénes
tels que des cristaux (acide urique, silice, amiante, alum) ou I’ATP extracellulaire (78, 88, 89).
L’induction de stress cellulaire par des molécules de chimiothérapie entraine la formation de
forme réactive de I’oxygeéne (ou « reactive oxygen species » -ROS-) au niveau mitochondrial.
Les chimiothérapies ciblant la mitochondrie ont montré le role important de ce compartiment
cellulaire dans I’activation de I’inflammasome NLPR3 (90, 91). L’induction d’un stress
oxydant peut amener au relargage d’ADN mitochondrial dans le cytosol. Ce phénomene serait
lié¢ a I’activation de NLRP3 (92, 93). La bléomycine induit le relargage de la cathepsine B des
lysosomes vers le cytosol permettant sa liaison avec NLRP3 et I’activation de I’inflammasome
(76). Une baisse des ions potassium K+ dans le milieu intracellulaire semble étre une
caractéristique commune de ’activation du récepteur NLRP3 (94). Cependant, 1’activité¢ de
détection directe de la présence de potassium par NLRP3 n’a jamais été démontrée.
Récemment, la protéine « never in mitosis A-related kinase-7 » (NEK7), a été décrite comme
un composant clé¢ de I’activation de I’inflammasome NLPR3 (95). NEK7 est une
serine/threonine kinase impliquée dans la dynamique des microtubules lors de la mitose. Dans
certaines conditions liées a une baisse intracellulaire en potassium mais encore mal connues,
NEK?7 se lie a NLRP3 favorisant son activation de fagon indépendante de son activité protéine

kinase (95-97).
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C. Voies d’activation « non classiques »

La caspase-1 peut également étre activée via des voies non classiques. La présence d’ATP
extracellulaire entraine une activation de la caspase-1 via le récepteur membranaire P2X7 (98).
Suite a I’exposition a Listeria, le récepteur pannexin-1, protéine canal impliquée dans le
transport de I’ATPn peut activer I’inflammasome NLRP3 (99). Le récepteur P2X7 est exprimé
par les cellules épithéliales pulmonaires (100). Une connexion entre le signal P2X7 et la
protéine pannexin-1 a été montrée dans la maturation de ’IL-1p (101). Les autres caspases
inflammatoires (caspase-4 et caspase-5 chez I’homme et la caspase-11 chez la souris) semblent
aussi étre impliquées dans des processus d’activation non classiques (102, 103). L’activation
de ces caspases inflammatoires entraine la maturation de la procaspase-1 en favorisant la
formation de I’inflammasome NLPR3 (104). Cette voie d’activation semble répondre
majoritairement a la présence de PAMPs tels que le LPS ou des molécules d’ARN double brin
poly(I :C). La délétion de la caspase-11 interfére avec 1’activation de la caspase-1 et de I’IL-13

induit par les signaux « non classiques » (103).

D. L’inflammasome ; un systeme d’amplification

Le terme inflammasome a été proposé par analogie avec I’apoptosome (79), la plateforme
multi-protéique responsable de I’activation de la procaspase-3 effectrice de I’apoptose. Ceci a
¢té démontré pour I’inflammasome NLRC4 (105). Concernant le récepteur aux acides
nucléiques AIM2, des études structurales ont permis de proposer un schéma selon lequel AIM2
se liant a ses cibles permet I’établissement d’un complexe multimérique (106). De la méme
fagon que pour NLRC4, la présence de ces complexes de récepteurs activés entraine le
recrutement de protéines ASC qui forment des polymeéres en forme de tube favorisant le
recrutement et 1’activation de la procaspase-1 (107). Il a récemment ét€ montré 1’existence de
complexes macromoléculaire d’oligomérisation de protéine ASC (77). Ces oligomeres d’ASC
sont ¢galement retrouvés dans le milieu extracellulaire dans les LBA de patients atteints de
broncho-pneumopathie chronique obstructive. Cette étude a montré la présence d’auto-
anticorps dirigés contre la protéine ASC chez des patients avec des maladies auto-immunes. La
formation des polymeres de protéines ASC semble agir comme un mécanisme d’amplification
et est I’¢lément clé du recrutement et donc de I’activation de la caspase-1. De plus, I’assemblage
d’oligomeres extracellulaires de protéines ASC forment une plateforme pouvant favoriser la

propagation d’un phénomeéne d’activation de la caspase-1 (108, 109). De la méme manicre, il a

27



¢té montré que 1’inflammasome NLRP3 peut étre libéré dans le milieu extracellulaire ce qui a

pour action d’amplifier la réponse inflammatoire de fagon paracrine (110).

11.3.3. Les mécanismes effecteurs

A. La maturation de [’'IL-1f

La conséquence la mieux caractérisée de 1’activation de la caspase-1 est la maturation des
cytokines pro-inflammatoires IL-1p et IL-18. La production de forme active de I’'IL-1p peut
étre présentée en plusieurs étapes ; ’induction de ’expression de I’'IL-1p, 1’activation de la
caspase-1 et la sécrétion de la cytokine mature active (Figure 7 (111, 112). Dans des conditions
normales, le niveau d’expression de I’IL-1f est relativement bas. L’induction de son expression
implique ’activation de la voie NF-kB suite a la stimulation de récepteur aux molécules de
danger tels que les TLR. Un deuxi¢me signal est nécessaire pour la maturation de la proforme
de ’'IL-1pB qui passe par I’activation de la caspase-1 via les voies de I’inflammasome comme
nous 1’avons vu au paragraphe précédent (cf. 1.3.2). La derniére étape est la libération de la

cytokine mature dans le milieu extracellulaire.

De nombreuses cytokines comme les cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-a sont
externalisées par voie classique ; apres synthése dans le réticulum endoplasmique et passage
dans le compartiment de Golgi, le transfert vers la membrane plasmique se fait via des granules
de sécrétion. La brefeldin A, inhibiteur du transport du réticulum endoplasmique vers le Golgi,
ne permet pas de bloquer la sécrétion de I’IL-1 suggérant que ce processus ne passe pas par
un mode classique (114). Le mécanisme exacte est encore mal compris et donne lieu a plusieurs
hypotheses : I’exocytose via les des microvesicules lipidiques (exosomes, lysosomes sécréteurs,
microvésicules de la membranes plasmiques), la libération par transport spécifique ou encore
la libération apres lyse de la membrane plasmique dans certains cas de mort cellulaire (112,
115). De nombreux facteurs restent encore inconnus : la maturité de I’IL-1p présente dans ces
vésicules au moment de son export cellulaire ou la présence de molécules impliquées dans la
maturation de I’'IL-1p (caspase-1, ASC, NLR). Il a été montré que 1’activation de la voie du
récepteur P2X(7) induit la sécrétion d’exosomes (116). La présence d’IL-1p dans ces particules

n’a cependant pas ¢té mise en évidence.
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Figure 7. Les étapes de la production d’IL-1f. L’activation des récepteurs a I’IL-1 a la surface de macrophages ou de cellules
dendritiques permet le rapprochement de domaines « Toll/interleukin-1 receptor » (TIR) et le recrutement de MyD88 et
’activation de la voie NF-kB et de la transcription de I’'IL-1f. Les macrophages sécrétent de I’ATP qui active leur récepteur
P2X7 entrainant un efflux de potassium vers le milieu extracellulaire responsable de I’activation de NLRP3 et la formation de
I’inflammasome activant la caspase-1. La caspase-1 permet le relargage de forme mature de I’IL-1f clivée dans le cytosol ou

dans les lysosomes de sécrétion (d’aprés Dinarello 2011 (111)).

L’IL-1PB a des roles dans plusieurs maladies a composante inflammatoire telles que
l'arthrite rhumatoide, 1’arthrose, la maladie de Crohn, la leucémie myéloide chronique ou encore
certaines maladies vasculaires mais aussi dans des processus physiologiques comme la fievre
(111, 117, 118). Elle serait responsable de I’augmentation des niveaux circulants de monoxyde
d’azote, prostaglandine ou leucotriéne. L’IL-1 favorise le recrutement de différentes cellules
my¢loides incluant les neutrophiles et les macrophages (119). Elle est aussi impliquée dans
I’immunité adaptative. Chez le rongeur, I’'IL-1p a un rdle dans le développement d’une
population de lymphocytes T CD4+ mémoires lors d’immunisation avec injection de LPS
comme adjuvant (120). Cet effet semble corrélé avec la production d’IL-17. L’IL-1p favorise
la différenciation des lymphocytes Th17, sous-type de lymphocytes T CD4+ avec une activité

pro-fibrosante via la production d’IL-17 (121).
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B. La pyroptose

Au-dela de DI'importance de la caspase-1 dans la maturation des cytokines pro-
inflammatoires, de récentes études ont mis en évidence I’implication de la caspase-1 dans un
processus de mort cellulaire nommé pyroptose. La pyroptose est définie comme un processus
de mort cellulaire pro-inflammatoire dépendant de la caspase-1. Elle a initialement ét¢ montrée
dans des macrophages infectés par Shigella et confirmée dans des macrophages exposés a de
I’ATP extracellulaire ou a des nanoparticules de noir de carbone (122-124). Plus récemment,
ce type de mort cellulaire caspase-1 dépendante a été mis en évidence dans des hépatocytes et
dans des cellules endothéliales (125-127). Durant des épisodes d’infection, la mort de cellules
immunitaires comme les macrophages semblent étre un mécanisme de défense pour controler
les infections microbiennes (125, 128-130). Dans ce processus de mort cellulaire, on retrouve
une activation de la voie de la caspase-1 avec formation d’inflammasomes et maturation de la
caspase-1 en forme active responsable de la formation de pores dans la membrane plasmique
entrainant une lyse osmotique des cellules (131, 132) (Figure 8). Dans un mod¢le murin de
1ésion hépatique, il a été montré que les hépatocytes libeérent la protéine « High mobility group
box 1 » (HMGBI), associée au dommage a I’ADN, dans le milieu extracellulaire. HMGBI1 agit
comme un DAMP pour activer I’inflammasone NLRP3 et est alors responsable de I’activation

de la voie caspase-1/IL-1B amplifiant la 1ésion du foie dans le modéle (133).

3.0 min 10.5 min 22.5 min

Figure 8. Le phénoméne de pyroptose. Des cellules THP-1 exprimant la protéine ASC fusionnée a la GFP ont été cultivées
en présence de LPS pour induire la pyroptose. Double observation : fluorescence (marquage ASC, images du haut) et lumicre
transmise (images du bas). La rupture de la membrane plasmique (fleche noire) intervient dés 3 minutes suivie d’un gonflement

de la cellule visible a 10 minutes avant une condensation du noyau (fléche blanche) (d’aprés Labbé & Saleh, 2008 (132)).

Les récepteurs membranaires P2X7 et Pannexin-1, des récepteurs impliqués dans I’efflux

de potassium et d’ATP, semblent avoir un réle important dans la pyroptose. Le clivage de la
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protéine canal pannexin-1 semble €tre un facteur central dans I’initiation de la pyroptose. En
effet, I’activation de la caspase-11 entraine des efflux de potassium et d’ATP pouvant agir sur
P2X7 (134). L’augmentation de la pannexin-1 par induction de P2X7 entraine un processus de
mort cellulaire inflammatoire proche de la pyroptose (135). A ’inverse, la déficience de P2X7
ou de pannexin-1 protege de la pyroptose induite par le LPS ou la toxine du choléra (136).

En comparaison avec I’apoptose, on retrouve dans la pyroptose des mécanismes et acteurs
communs (activation de la caspase-7, clivage de PARP-1, clivage de I’ADN) mais aussi
différents avec notamment la rupture de la membrane plasmique (137) (Figure 9). Pour ces
raisons, la détection du phénomene de pyroptose en recherche n’est pas facile et plusieurs
marqueurs plus ou moins indirects étaient étudiés comme [’activation de la caspase-1,
I’externalisation des phosphatidylsérines, I’incorporation de 1’acridine orange ou la libération
de la LDH (138). Plus récemment, il a été proposé une méthode de caractérisation basée sur un
marquage positive a I’iodure de propidium, négatif a I’annexine-V avec une forte activité
caspase-1 et une faible activité caspase-9 (139). Cependant, la rupture de la membrane
plasmique lors de la pyroptose expose les phosphatidylsérines a des molécules extracellulaires
comme 1’annexine-V (130). Un marquage annexine-V ne permet donc pas de distinguer la

pyroptose de I’apoptose.
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Figure 9. Les caractéristiques morphologiques et moléculaires de la pyroptose et de I’apoptose. Des phénomeénes sont
partagés entre les deux types de mort cellulaire : 1’activation de la caspase-7, le clivage de PARP-1 ou la dépolarisation
mitochondriale. A la différence de I’apoptose, des pores se forment dans la membrane plasmique avec rupture de cette dernicre

lors de la pyropotse. Ceci a pour conséquence une libération du contenu cytoplasmique qui est une différence fondamentale
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avec le processus d’apoptose ou la formation de corps apoptotique empéche la libération du contenu cellulaire dans le milieu

extracellulaire (d’aprés de Vasconcelos et al., 2016 (137)).

Le mécanisme par lequel 1’activation de la caspase-1 induit cette rupture de la membrane
plasmique est encore mal connu. Trés récemment, la protéine Gasdermin-D (GsdmD) a été
décrite comme un marqueur spécifique de la pyroptose (140, 141). La famille des gasdermin
est composée de plusieurs membres (142). GsdmA est une protéine impliquée dans le
renouvellement de certains épithéliums et est induit par le TGF-f (143). GsdmD peut étre clivée
par les caspases inflammatoires 1 et 11. Dans des lignées cellulaires humaines, le domaine N-
terminal de GsdmD s’accumule & la membrane plasmique durant le processus de pyroptose et
peut s’associer aux phospholipides (phosphoinositide, cardiolipine). Le clivage de GsdmD
libére le domaine N-terminal qui entraine la pyroptose en formant des pores de 10 a 14 nm de
diametre dans les structures lipidiques (144-146). De fagon intéressante, la seule production du
domaine N-terminal de GsdmD est suffisante pour induire la pyroptose (146). Son inhibition
par délétion génique supprime la pyroptose chez la souris ou in vitro dans des lignées de
macrophages RAW 264.7 ou J774 (145, 146). De fagon intéressante, la délétion de GsdmD
entraine les cellules vers un processus de mort de type apoptose avec activation des caspases-3
et -7, montrant un dialogue entre les deux mécanismes de mort cellulaire (Figure 10). Chez la
souris, GsdmD peut étre clivé par la caspase-11. Cette forme clivée GsdmD p30 favorise la
formation de pores membranaires responsables de la lyse osmotique de la cellule (147).
Cependant, dans des macrophages murins infectés par Legionella, la caspase-11 ne serait pas
indispensable a la pyroptose induite par la caspase-1 activée par I’inflammasome NLRC4 (148).
Ainsi, la caspase-1 aurait un role central dans le processus de pyroptose et, suivant les stimuli
et les inflammasomes activés, la caspase-11 pourrait tre un mécanisme d’amplification.

Le mécanisme de sécrétion de 1I’IL-1f reste encore peu compris (cf 1.3.3.A). La pyroptose
a été avancée comme responsable de la libération de 1’IL-1p qui ne serait donc pas un processus
actif (72). Une étude a montré que des macrophages exposés a une combinaison LPS+ATP
libérent de I’IL-1 apres activation du récepteur P2X7 en méme temps que la mort des cellules
visualisée par mesure de la lactate déshydrogénase (LDH) dans le surnageant de culture (149).
Cette étude suggere que le processus de libération d’IL-1 peut étre directement li¢ a la mort
par pyroptose des cellules productrices d’IL-1pB. De plus, 1’activation de 1’axe caspase-1/IL-13
dans des mod¢les déficients pour GsdmD n’interfére pas avec la maturation de I’IL-1p mais

inhibe sa libération (145, 146). Cependant, il a également été montré que 1’activation de la
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caspase-11 par oxPAPC, un phospholipide oxyd¢, entraine la libération de I’IL-1p sans induire

de mort cellulaire de cellules dendritiques (150).

pro-Caspasel (Pro-Caspasel)
Asc . ASC Figure 10. Modéle du réle de la gasdermin D dans le processus de

pyroptose proposé par He et collaborateurs. L’activation de
I’inflammasome NLPR3 entraine la maturation de la caspase-1
pouvant cliver la gasdermin D (GSDMD) induisant la pyroptose.
NLPR3 peut également favoriser I’activation de la caspase-3 par les
mécanismes encore incompris. L’inhibition de la gasdermin D
interfére avec le processus de pyroptose et les cellules meurent par

apoptose (d’aprées He et al., 2015 (145)).

-
- -
GSDMD J C \Cw l

1 :f;‘-‘ - Casp-3/7/8

T Lp
l ~.
. Y
Pyroptosis ==+ —> Apoptosis
Secretion

C. Reégulation géenique

Certaines protéines de cet axe caspase-1/IL-1p ont récemment été décrites pour avoir des
roles indépendants de I’activation de la caspase-1 ou indépendant de la production d’IL-1
active. Plusieurs études montrent que NLRP3, le plus étudié¢ des récepteurs impliqués dans
I’activation la caspase-1, et ASC sont impliqués dans la signalisation du TGF-B. Des cellules
épithéliales rénales primaires isolées de souris déficientes pour NLPR3 ou ASC sont protégées
de la transformation induite par TGF-f in vitro comparé a des cellules isolées de souris sauvages
(151). Cet effet a été aussi retrouvé sur des lignées de cancer du colon (152). NLRP3 est
augmenté en réponse au TGF-f dans des fibroblastes cardiaques murins primaires (153). Dans
ce modele, NLRP3 potentialise la voie du TGF-B en induisant la production de forme active de
I’oxygene. Dans la lignée de cancer du colon HT29, la délétion de NLRP3 réduit 1’expression
de Snail, un facteur de transcription impliqué dans le processus de transformation cellulaire

(151).

11.3.4. Axe caspase-1/IL-1P et fibrose pulmonaire

La fibrose étant la conséquence d’une phase d’inflammation, ’implication de 1’axe
caspase-1/IL-1p a été étudiée durant ces dernicres années dans les maladies pulmonaires et/ou

fibrosantes (154, 155). La surexpression de I’IL-1B dans des poumons de souris induit une
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fibrose pulmonaire (63). La molécule récepteur antagoniste de I’'IL-1, I’IL-1ra, semble
¢galement jouer un role majeur dans la fibrose pulmonaire. Un polymorphisme du gene IL1IRN
(codant pour I’IL-1ra) a été décrit et a pour conséquence un niveau plus bas d’expression de ce
récepteur antagoniste de 1I’IL-1. Chez I’homme, ce polymorphisme est li¢ a la susceptibilité de
développer une FPI (156, 157). L’IL-1ra interfére avec la fibrogénése dans les modeles de
fibrose pulmonaire chez le rongeur (158). Le role central de la signalisation de I’IL-1P dans la
fibrose pulmonaire a été démontré chez la souris (11). Dans cet étude, ASC est indispensable a
la fibrogenése. NLRP3 semble jouer un réle clé dans ’activation de I’axe caspase-1/IL-1f dans
les modeles animaux de fibrose pulmonaire en reconnaissant des signaux de danger comme
I’acide urique ou I’ATP extracellulaire (78, 159). Dans la FPI, la libération de plusieurs de ces
signaux de danger endogenes a été décrite (113). La fumée de cigarette et les nanoparticules
sont aussi des signaux de danger impliqués dans 1’activation de processus inflammatoires au
niveau pulmonaire pouvant mener a des réactions fibrosantes (160, 161). Les particules de noir
de carbone peuvent induire un processus de pyroptose de macrophages alvéolaires humains
(124). Chez le rongeur, I’inhibition de la caspase-1 par le YVAD diminue la fibrose induite par
le LPS. Dans ce mode¢le, le YVAD interfere avec la pyroptose des macrophages alvéolaires
(162). In vitro, les macrophages THP-1 cultivés en présence de nanoparticules d’oxyde d’étain
meurent par pyroptose (163). De facon intéressante, ce phénomeéne dépendant de NLPR3 est
diminué dans un systeme de co-culture avec des cellules mésenchymateuses.

La majorité de la littérature sur 1’axe caspase-1/IL-1p dans I’inflammation et la fibrose
pulmonaire est centrée sur le role des cellules immunitaires. Cependant, plusieurs études ont
montré un role de la caspase-1 dans des cellules structurales. Dans un modéele de choc septique,
un phénomeéne de pyroptose a été¢ mis en évidence dans les cellules endothéliales pulmonaires
(127). Dans la fibrose hépatique, 1’activation de NLRP3 dans les hépatocytes induit leur mort
par pyroptose et est responsable d’une phase d’inflammation puis de fibrose (126). En présence
du signal profibrotique Wnt3a, des cellules épithéliales alvéolaires murines primaires
produisent de I’IL-1P participant ainsi au contexte inflammatoire dans un mod¢le de fibrose

pulmonaire (12).

I1.4. Les voies de signalisation de la fibrogenése

De nombreuses ¢études suggerent que la 1ésion de I’épithélium alvéolaire est a 1’origine
de la FPI (26). Dans des conditions physiologiques, les 1ésions initiales peuvent se réparer avec

I’activation de différentes voies de signalisation incluant la réactivation de programmes
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impliqués dans le développement comme les voies du TGF-1, Wingless/integrase-1 (WNT),
Sonic Hedgehog ou la signalisation Notch (24).

I1.4.1. Le signal Wingless/integrase-1 (WNT)

La famille des protéines WNT est composée de plusieurs glyco-protéines et 19 membres
sont décrits chez 1’homme. Leur production est souvent suivie de modifications post-
traductionnelles comme la palmitoylation qui est une étape clé dans le processus de sécrétion
dans le milieu extracellulaire (164). Les ligands WNT agissent comme des molécules
extracellulaires pour activer différentes voies de signalisations (165). La voie « classique »
WNT/B-catenin passe par la liaison d’un ligand WNT sur les récepteurs Frizzled et les « low-

density lipoprotein receptor-related » (LRP) 5 et 6 (166) (Figure 11).
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Figure 11. Représentation de la voie WNT classique. En absence de ligand WNT (gauche) ; la protéine B-catenine est liée a
des protéines membranaires comme les cadhérines ou reconnue par le complexe de destruction composé des protéines Axin,
«adenomatous polyposis coli » (APC), « casein kinase-1 » (CK-1) and « glycogen synthase kinase-3 » (GSK-3). La B-catenine
est alors phosphorylée, ubiquitinylée puis dégradée par le protéasome. En présence de ligand WNT (droite) ; le ligand WNT
se lie aux récepteurs membranaires « Frizzled » (FZD) et au « low density lipoprotein receptor related proteins » (LRP) 5 ou

6. La liaison des récepteurs phosphoryle la protéine « dishevelled » (DVL) qui perturbe le complexe de destruction et permet
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I’accumulation cytosolique de la B-catenine. Avec les cofacteurs transcriptionnels « T-cell factor/Lymphoid enhancer factor »

(TCF/LEF), B-catenine a son action de régulation génique (d’apres Baarsma et al. 2013 (166)).

Le signal WNT peut induire aussi deux voies dites « non-classiques » : la signalisation
WNT/Ca?" via I’activation de la calmodulin kinase II et la protéine kinase C et la voie
WNT/INK impliquant des GTPases. La voie WNT est impliquée dans différents processus
comme la polarité cellulaire dans les épithéliums, la migration ou la différenciation des cellules.
Différents inhibiteurs de la voie WNT sont disponibles tels que 1’« inhibitor of WNT
production » (IWP). IWP inhibe I’action de la porcupine, une acétyltransférase responsable de
la palmitoylation et donc de la sécrétion et de 1’activité des ligands WNT (167). De nombreux
liens entre la voie WNT/B-catenin et les mécanismes de la fibrogenese ont été reportés. Par
exemple, B-catenin joue un réle central dans I’activation de cellules épithéliales A549 (168). Le
blocage de la signalisation WNT inhibe la fibrose pulmonaire induite chez le rongeur (169,
170). In vivo, le role pro-fibrosant de LRPS, un corécepteur des ligands WNT, a été mis en
¢vidence dans la FPI (171). De fagon intéressante, des souris déficientes pour le géne LPRS
sont protégées de la fibrose pulmonaire uniquement dans des modeles ou I’inflammation joue
un réle déclenchant. Des connexions ont été décrites entre le signal WNT et les autres voies
impliquées dans le développement (172). Dans la FPI, l’activité pro-fibrotique du ligand
WNTI0A est dépendante du TGF-f (173).

I1.4.2. Le Transforming Growth Factor-f1 (TGF-B1)

La dérégulation de I’environnement cytokinique est un facteur majeur dans I’initiation et
la progression du processus fibrosant. Si I’'IL-1p joue un role important dans I’initiation de la

fibrogenese, le TGF-f est aussi une cytokine clé de la fibrose (174, 175).

A. Présentation

La famille du TGF-B représente un groupe de cytokines ubiquitaires et multifonctionelles
essentielles dans de nombreux mécanismes tels que le développement, 1’inflammation, la
cicatrisation, ou I’immunité. Cette famille est composée de nombreuses cytokines dont le TGF-
B, les activines, les « bone morphogenetic protein » (BMP) et la myostatine. Chez I’homme,
trois isoformes du TGF-3 sont décrites. La cytokine active est composée de deux sous-unités
liées par un pont disulfure. On trouve donc des dimeres TGF-B1.1 ,-f2.2 ou -f3.3 mais des
hétérodiméres peuvent aussi se former (176). Ces isoformes ont des fonctions dans des

mécanismes spécifiques et ne peuvent pas se compenser entre-elles. Une mortalité périnatale a
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¢té observée chez des souris déficientes pour le TGF-f2 (177). Dans le contexte de fibrose
pulmonaire, I’expression de 1’isoforme TGF-B1 est un facteur central comparé a la

surexpression du TGF-B3 qui induit une réaction fibrosante transitoire (178).

Le TGF-B est traduit sous forme de précurseur inactif de 392 acides aminés. Sa maturation
vers sa forme active se fait par plusieurs clivages successifs (Figure 12) (176). Le peptide signal
de la pro-forme est ¢liminé dans 1’appareil de Golgi avant clivage par des endopeptidases de
type furine libérant la partie C-terminal correspondant aux monomeres de 12.5 kDa (179). Le
fragment clivé de I’extremité N-terminal se dimérise pour former un peptide appelé « latency
associated peptide » (LAP) dont le role est d’aider a la dimérisation des monomeres. Ces
peptides, liés de fagon non-covalente, peuvent interagir avec le peptide « latent TGF-B-binding
protein » (LTBP) d’environ 135 kDa portant des résidus mannoses. La présence des deux
complexes TGF-B/LAP (aussi appelé « Small Latent Complex » -SLC-), et TGF-B/LAP/LTBP
(ou « Large Latent Complex » - LLC-) sont décrits dans la littérature (180, 181). Ces complexes
TGF-p latents peuvent étre libérés dans le milieu extracellulaire ou stockés, notamment dans
des granules plaquettaires qui constituent un réservoir important de TGF-8 chez ’homme (176).
De facon intéressante, le phénomeéne de coagulation semble jouer un rdle dans la
pathophysiologie de la FPI. L’usage d’anticoagulant a des effets négatifs sur la survie des

patients atteints de FPI (182).

Nucleus

Figure 12. Schéma des étapes de la production du TGF-. Cas du TGF-1
dont la synthése est la mieux documentée. TGF-B1 est traduit sous une forme
de précurseur qui apreés N-glycolysation permet la libération de monomeéres

de TGF-B1 qui se dimérisent, se lient dans le cytoplasme avec les peptides

« latency associated peptide » (LAP) et « latent TGF-B-binding protein »
90000 (LTBP) formant un complexe de TGF-B1 latent et inactif pouvant étre sécrété
dans le milieu extracellulaire (d’apres Clark & Coker, 1998 (176)).
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B. Activation du TGF-f

Le TGF- est produit et conservé sous forme inactive et son action sur ses récepteurs
spécifiques de la cytokine requiert une phase d’activation (Figure 13). Cette étape d’activation,
qui est une étape cruciale dans la régulation de I’activité¢ du TGF-p, peut étre effectuée in vitro
par de nombreux stimuli de dénaturation protéique (lyse acide, exposition a des molécules
oxydantes) ou dans 1’organisme par différentes protéases clivant le lien TGF-B/LAP. L’étape
clé est la dissociation du complexe TGF-B/LAP avec la matrice extracellulaire sous 1’action de
protéases comme la plasmine (183). La plasmine peut interagir avec la région N-terminale du
peptide LAP libérant la forme active de TGF-B (184). Les deux récepteurs « mannose-6-
phosphate/type II insulin-like growth factor receptor » (M6P/IGFII-R) et « I’urokinase
plasminogen activator receptor » (UPA-R) ont aussi été décrits pour leurs rdles dans 1’activation
du TGF-. Ces récepteurs sont exprimés par les macrophages et les cellules endothéliales. Ces
deux récepteurs forment un complexe pouvant lier le complexe TGF-B/LAP/LTBP. La partie

du TGF-p active peut alors étre libérée via 1’action de la plasmine produite par uPA-R.

Figure 13. Cinétique de production et
d’activation du TGF-B. Le TGF-B est
synthétisé sous la forme pre-pro-TGF-f
qui se dimérise pour former le pro-TGF-§

et apres action enzymatique le complexe

i TGF-B/LAP (ici SLC). Par la suite, le SLC
== _-—. tyms - LTBP  peut interagir avec le latent TGF-B-binding
\ — protein (LTBP) pour former le complexe
TGF-B/LAP/LTBP  (ici LLC). De
Pre-pro-TGF-B TGF;B / TSP-1 nombreux facteurs induisent la libération
’;ﬁ:& M ROS du TGF-B actif a partir du LLC (stress
o e | | . g;fién;?_'grms oxydant-ROS, intégrine av, plasmin,

msp";‘“ MMPs) (d’aprés Biernaka 2011 (181)).

D’autres voies d’activation ont aussi été décrites comme celle passant par les intégrines
(185). Le TGF-B inactif est reconnu par les intégrines via la séquence d’acides aminés RGD
(Arg-Gly-Asp) qui est une séquence de liaison aux intégrines contenue dans le LAP. L’intégrine
liée au cytosquelette d’actine avB6 peut fixer le précurseur TGF-f via une interaction entre le
domaine (36 et le LTBP (186, 187). L’ importance de I’intégrine avf6 a été mis en évidence dans
la fibrose pulmonaire. L’induction de la fibrose pulmonaire induit chez le rongeur une
surexpression de ’intégrine avp6 a la surface des cellules pulmonaires. Des souris déficientes
pour avp6 sont protégées de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine. Le role d’avp8 a
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¢galement été décrit dans ’activation du TGF-B. avp8, en interagissant avec le LAP du TGF-3
inactif permettant son exposition a la matrix metalloprotease (MMP)-1 responsable de la
libération du TGF- actif (188). Outre MMP-1, les collagénases MMP-2 et MMP-9 peuvent
cliver et activer le TGF-f (181).

C. Implication dans le processus fibrosant

La voie du TGF-B est une voie impliquée dans le développement. Des expériences
d’invalidation de I’expression de TGF-B2 ont montré que la voie du TGF- est impliquée dans
le développement (177). La déficience pour TGF-B1 chez la souris est associée a une mortalité
in utero dans presque 50% des cas. Les souris TGF-B17" sont cliniquement « normales » durant
les premiers jours de vie avant I’apparition de maladies a composante inflammatoire. Le TGF-
B est aussi connu pour son role dans les processus de cicatrisation et donc dans les désordres de
type fibrotique. Les processus de cicatrisation et de fibrose font intervenir un recrutement de
cellules immunitaires, une prolifération et une activation de fibroblastes et une production
excessive de matrice extracellulaire. Le TGF-p et plus particulierement 1’isoforme TGF-B1 joue
un role central dans ces processus. Lors d’une 1ésion, les plaquettes vont s’activer et libérer du
TGF-B1 latent qui peut étre activer au site de la 1ésion et diffuser dans I’organisme. Un gradient
de TGF-B1 permet alors le recrutement de cellules immunitaires qui sont activées sur le site de
la Iésion par de fortes concentrations de cytokines pro-fibrosantes. Les macrophages, avec les
cellules résidentes (épithéliales, endothéliales, fibroblastes), produisent des facteurs pro-
fibrosants FGF, TNF, IL-1 mais aussi du TGF-B1 entretenant et augmentant son action (189).
Le TGF-B1 a aussi comme conséquence finale d’activer les fibroblastes induisant une
surproduction de matrice extracellulaire. Ce phénomeéne d’amplification semble étre a la base
de la transition d’un processus de cicatrisation vers une situation pathologique de fibrose
chronique. Cependant, un réle important semble étre joué par le processus d’activation du TGF-
B1. Dans les poumons de patients atteints de FPI, le taux de TGF- actif est augment¢ alors que

la forme synthétisée inactive reste stable (190).

11.4.3.  La signalisation du TGF-1

La signalisation du TGF-B passe par différentes voies. La voie dite classique fait
intervenir les protéines de la voie de signalisation intracellulaire des Smad. TGF- peut aussi
activer d’autres voies comme les voies « mitogen-activated protein kinase » (MAPK) :

« extracellular signal-regulated kinase » (ERK), p38 MAPK et « c-Jun-N-terminal kinase »
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(JNK). Ces voies sont indépendantes de la voie des Smad méme si des régulations croisées ont
¢été¢ mises en évidence. TGF- impacte ¢galement les voies P13 kinase/Akt et Rho GTPase. De
nombreuses études ont montré le role déterminant de la voie ALKS5/Smad3 dans le processus

fibrosant (191).

A. Les récepteurs du TGF-f

Les cytokines de la superfamille du TGF-B se lient et activent des récepteurs
transmembranaires (192). Chez I’homme, 12 de ces récepteurs ont été décrits, 7 sont des
récepteurs dits de « type I » (TGF-BRI) ou « activin like kinase-5 » (ALK) et 5 « de type II »
(TGF-BRII) (193, 194). L’ensemble de ces récepteurs ont une organisation en plusieurs
domaines : un domaine N-terminal extracellulaire de liaison au(x) ligand(s), un corps
transmembranaire et une partie C-terminal intracellulaire a activité sérine/thréonine kinase. Il
existe des différences entre les deux types de récepteurs. Les récepteurs de type I possedent
dans la partie N-terminal une séquence de résidus SGSGSG (domaine « GS ») phosphorylé par
les récepteurs de type II. Les récepteurs de type Il sont responsables de la liaison du ligand. La
liaison TGF-B/TGF-BRII entraine le rapprochement de monomeres de récepteur pour former
un complexe composé de 2 TGF-BRI et 2 TGF-BRII permettant la phosphorylation des
récepteurs de type I par TGF-BRII. Le TGF-p interagit alors avec les domaines des 4 récepteurs
(Figure 14).

Figure 14. Modéle de la structure du complexe
extracellulaire TGF-p/récepteurs. Le TGF-B
interagit premiérement avec les TGF-BRII et induit le
rapprochement des TGF-BRI ce qui permet la trans-

phosphorylation des domaines intracellulaires des

récepteurs (d’apres Shi & Massague 2003 (194)).

cytoplasm

kinase domain kfnase domain kinase doma.lin kinase domain
of TRRII of TPRI of TBRI of TRRII

L’activation du TGF-BRI entraine alors la suite de la cascade intracellulaire de
phosphorylations des protéines de la voie des Smad. Dans le contexte de la fibrose pulmonaire,
les récepteurs TGF-BRII et ALKS (récepteur TGF-f3 de type I) sont particulierement impliqués.
Le blocage d’ALKS interfere avec la fibrose induite chez le rongeur (191). Les niveaux des
récepteurs TGF-BRII et ALKS sont altérés dans la FPI (190). L’expression d’ALKS est

réprimée a la surface des cellules épithéliales, interférant avec le role de TGF-3 dans I’inhibition
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de la prolifération des cellules épithéliales favorisant ainsi la réparation d’épithéliums
endommagés. A la surface des fibroblastes, TGF-BRII et ALKS5 sont surexprimés, ce qui permet

leur prolifération et leur activation.

B. La voie des Smad

La voie des Smad (« mothers against decapentaplegic homolog ») est une voie de
signalisation intracellulaire qui permet la transduction du signal de la liaison du TGF-f aux
récepteurs membranaires vers le noyau cellulaire et la régulation transcriptionelle de geénes

cibles (192, 194) (Figure 15).

La voie des Smad fait intervenir un ensemble de protéines dont huit membres ont été
identifiés sur la base de différences structurales et fonctionnelles. Ces membres ont été divisés
en trois groupes: 1) les Smad associées aux récepteurs (R-Smad) qui sont les substrats directs
des récepteurs de la famille du TGF-p (Smadl, 2, 3, 5, 8), 2) la Smad co-régulatrice (Smad4),
et 3) les protéines Smad inhibitrices (Smad6, 7) qui ont un réle antagoniste de la fonction de
signalisation des R- et Co-Smad (195). Parmi les R-Smad : Smadl, Smad5 et Smad8 sont des
substrats pour les récepteurs aux BMP tandis que Smad2 et Smad3 sont des substrats du TGF-
BRI (194). Les R-Smad, ainsi que la co-Smad ont une homologie de structure caractérisée par
deux domaines conservés « homology MAD domains » (MH)1 en N-terminal et MH2 en C-
terminal séparés par une région de liaison dont la séquence est variable (196). Les R-Smad
peuvent interagir directement avec le TGF-BRI activé et sont ensuite phosphorylées sur deux
résidus sérines dans un motif SSXS conservé dans leur domaine C-terminal. La protéine « Smad
Anchor for Receptor Activation » (SARA) est une protéine d’ancrage qui peut interagir
directement avec les R-Smad et avec le TGF-BRI (197). Elle favorise le recrutement de Smad2

et Smad3 au niveau du récepteur active.

La phosphorylation des R-Smad entraine leur dissociation de SARA. Les résidus
phosphorylés sont reconnus par les domaines MH2 d’un autre R-Smad amenant a la formation
de diméres (198). Le type d’association des R-Smad, en homo- ou hétéro-dimeres, reste encore
mal documenté. Les diméres de R-Smad sont reconnus par la protéine Smad4. La protéine
Smad4 est liée a TRAP-1 dans le cytoplasme (199). Le role de TRAP-1 est peu connu mais la
délétion de cette protéine semble diminuer I’interaction de Smad4 a Smad2. Smad4 se lie au
dimére de R-Smad par affinité de son domaine MH2 pour les résidus phosphorylés du dimere.

La liaison a Smad4 est un éveénement clé qui permet la translocation nucléaire du complexe R-
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Smad/Smad4 (200). L’import se fait de facon différente selon la nature du dimére. Smad3
phosphorylé s’associe a I’importin-f1 permettant I’entrée dans le noyau du complexe. La forme
phosphorylée de Smad?2 ne se lie pas aux importines et semble entrer de fagon automatique dans
le noyau. Une fois localisé dans le noyau, les Smad peuvent directement se lier a I’ADN grace
a une séquence consensus appelée « Smad-binding element » (SBE). La liaison a I’ADN est
augmentée par la présence de facteur de transcription, souvent tissus spécifiques (192). Parmi
ces facteurs, on retrouve des enzymes liées aux modifications post-traductionelles des histones :
« histone acetyltransferases » (HATSs) et « histone deacetylases » (HDACs), responsables des

transferts de groupement acétyl, ou des enzymes responsables de la méthylation des histones
(201).
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Figure 15. Schéma de la voie classique de signalisation du TGF-p. Le TGF-f est produit sous forme latente dans le milieu
extracellulaire. Aprés activation, il se lie au récepteur de type II (TGF-BRII) puis a celui de type I (TGF-BRI) entrainant la
phosphorylation de TGF-BRI. Le TGF-BRII activé recrute la protéine d’ancrage SARA et les R-Smad. La phosphorylation des
R-Smad par TGF-BRI entraine leur interaction avec Smad4 permettant la translocation nucléaire du complexe. Dans le noyau,
les Smad se fixent a I’ ADN sur les régions consensus SBE et participent a la régulation transcriptionelle de génes cibles (d’apres
Shi & Massague 2003 (194)).
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C. Régulation de la voie des Smad

Comme toutes les voies de signalisation, la voie des Smad est finement régulée a
différents niveaux. Tout d’abord, un point de régulation se trouve au niveau des récepteurs
membranaires. La Smad initiatrice Smad7 interfére avec le recrutement des R-Smad au niveau
du récepteur activé (202). Cette action est potentialisée en présence de la protéine adaptatrice
STRAP-1 (203). Le niveau d’expression des récepteurs a la surface des cellules est régulé par
ubiquitination. Avec la protéine Smurf, Smad7 entraine I’ubiquitination puis la dégradation par
le protéasome du récepteur de type 1 (202, 204). Plus récemment la proté€ine a activité ubiquitine
ligase « Transcription Intermediary Factor 1 gamma » (TIF-1y, aussi appelé TRIM33) a été
décrite pour favoriser la dégradation du récepteur de type I dans le systeme hématopoiétique

(205).

La protéine Smad4 est aussi un facteur clé dans la régulation de la voie des Smad. La
délétion de Smad4 interfére avec la signalisation du TGF-§§ dépendante de Smad3 (206). Des
souris ou I’expression de Smad4 est supprimée dans les cellules épithéliales rénales sont
protégées de la fibrose rénale induite expérimentalement. Smad4 semble effectuer un cycle
entre le cytoplasme et le noyau de fagon indépendante de celle des autres Smad (207). A 1’¢état
basal, Smad4 entre dans le noyau et est exporté directement vers le cytoplasme via la protéine
CRMI1 (208). Si la majorité des protéines de la voie des Smad sont régulées par
phosphorylation, la régulation de Smad4 se fait par ubiquitination (209). Il a ét€ montré que le
statut d’uquitination du résidu lysine 519 de la protéine Smad4 contrdle sa localisation (Figure

16) (200, 210).
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Treés récemment, notre équipe a montré que la localisation de Smad4 a un role clé dans la
sensibilité a la stimulation par le TGF-f (211). Nous avons montré que la protéine de choc
thermique aB-crystallin protege Smad4 de ’ubiquitination par TIF-1y. Des souris déficientes
pour I’expression d’aB-crystallin, ou 1’'ubiquitination de Smad4 n’est donc plus controlée, ont

une voie du TGF-p altérée et sont protégées de I’induction de fibrose pulmonaire.

Enfin, un dernier point de régulation se fait sur les formes phosphorylées des R-Smad. Dans le
noyau, les formes phosphorylées de Smad3 et Smad2 sont ubiquitinylées par Rocl et Smurf2,

respectivement, pour étre dirigées vers une voie de dégradation protéasomale (212, 213).

I1.5. Le myofibroblaste

I1.5.1. Présentation

Le myofibroblaste est la cellule clé du processus de cicatrisation qu’il soit physiologique ou
pathologique (214). Deux principaux rdles sont attribués a ces cellules : le remodelage de la
matrice extracellulaire et la contraction du tissu durant la régénération. Ils sont caractérisés par
I’expression de la protéine a-smooth muscle actin (a-SMA) qui est le marqueur le plus utilisé
pour leur mise en évidence (215). Comme évoqué précédemment, la 1ésion d’un épithélium va
entrainer des changements dans le tissu. Avec le recrutement de cellules inflammatoires sur le
site de la 1ésion, le milieu extracellulaire va contenir de nombreux facteurs impliqués dans les
différents mécanismes de la cicatrisation. La matrice extracellulaire change alors en architecture
mais aussi en composition impliquant largement les myofibroblastes. Ils sont responsables de
la synthése de protéases de la matrice (ou « matrix metalloproteinases » -MMP-) mais aussi de
la production d’une nouvelle matrice riche en collagéne (216). Durant le processus de
cicatrisation physiologique, les myofibroblastes sont ¢liminés par apoptose (29). Dans certains
cas de lésions répétées ou lorsque la Iésion ne peut pas étre réparée complétement, les
myofibroblastes continuent de proliférer. Cette persistance des myofibroblastes serait a
I’origine du déséquilibre entre destruction de la matrice existante et production d’une matrice
cicatricielle intermédiaire entrainant la progression d’un mécanisme physiologique vers un
processus chronique et pathologique comme la fibrose. Dans la FPI, les myofibroblastes sont
regroupés dans les poumons fibreux en structures particuliéres appelées « fibroblastic foci » ou

foyers fibroblastiques (217) (Figure 17). La présence et le nombre des foyers fibroblastiques
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ont été corrélés avec la perte des fonctions respiratoires et une baisse de la survie des patients

(218).

Figure 17. Les foyers
fibroblastiques. Observation de coupe
de poumon de patients atteint de FPI.
Le foyer fibroblastique correspond a
un dépdt de collagene immature (bleu-
vert) avec autour un dépot hétérogeéne
de collagéne mature (jaune) (d’apres

Cool et al. 2006 (217)).

11.5.2. Origine

Comme abord¢ plus haut, les roles et la localisation des myofibroblastes sont bien décrits.
Cependant, 1’origine de ces cellules clé du processus fibrosant reste discutée (219). Trois
hypothéses ont été avancées et la contribution et I’importance de chacune est encore largement
débattues dans la FPI. Le point commun de toutes ces hypothéses est le role central du TGF-3
dans D’activation des cellules et 1’acquisition d’un phénotype agressif de myofibroblaste.
Chacune de ces hypotheses est centrée sur un type cellulaire différent comme progéniteurs de
myofibroblastes : les fibroblastes pulmonaires résidents, les cellules mésenchymateuses issues
de la moelle osseuse appelées fibrocytes ou la transformation de cellules structurales

pulmonaires comme les cellules pulmonaires de type épithéliale (220, 221) (Figure 18).
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Figure 18. Les compartiments cellulaires impliqués dans la population de myofibroblastes. Différents types cellulaires

peuvent contribuer a la population de myofibroblastes dans la FPI via un processus d’EMT. De gauche a droite : les cellules
¢épithéliales alvéolaires, cellules endothéliales, fibrocytes, fibroblastes résidents, péricytes et cellules mésothéliales pleurales

(d’aprés Fernandez & Eickelberg, 2012 (221)).
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A. Les fibroblastes pulmonaires résidents

La premicre hypothése suggere que les myofibroblastes résultent de I’activation des
fibroblastes résidents dans le poumon comme les fibroblastes péri-bronchiques et péri-
vasculaires (222). En réponse aux lésions tissulaires, ces cellules acquierent un phénotype
spécifique caractérisé par I’augmentation de 1’expression d’a-SMA, la sécrétion de TGF-J et
leur capacité migratoire (215, 223). Ainsi, 1’acquisition par des fibroblastes résidents d’un
phénotype agressif de type myofibroblaste est un facteur majeur dans la production incontrdlée

de matrice extracellulaire qui caractérise la fibrose (224).

B. Les fibrocytes

Les fibrocytes ont été décrits en 1994 comme une nouvelle population de cellules
originaires de la moelle osseuse et caractérisées par 1’expression de marqueurs a la fois
hématopoiétiques pluripotents (CD45/ CD34") et mésenchymateux (collagéne'/vimentine")
(225-227). Ces cellules sont retrouvées dans les phénomenes de réparation tissulaire et donc
dans les pathologies fibrosantes comme la fibrose hépatique, la sclérodermie, 1’asthme ou la
FPI (220, 228, 229). Les fibrocytes expriment a leur surface le récepteur aux chemokines
CXCRA4. Les cytokines responsables du recrutement de ces cellules vers le poumons sont encore
mal connues. Les cytokines CCL12 et CXCL12 semblent indispensables au recrutement de ces
cellules vers le poumons dans le modéle murin de fibrose pulmonaire induit par la bléomycine
(230, 231). L’induction d’une fibrose pulmonaire dans un modele murin ou les cellules
hématopoiétiques exprimaient la protéine fluorescente GFP montre que des cellules GPF
positives sont retrouvées dans les poumons des souris fibreuses (232). Dans les poumons de
patients atteints de FPI, les fibrocytes ont été identifiés dans les zones de 1€sion tissulaire ou le
tissu cicatriciel se forme (227). L’implication de ces cellules dans le pool de myofibroblastes
dans les processus fibrosant comme la FPI a ét¢ démontré (233, 234). La détection des
fibrocytes circulants a été avancée comme biomarqueur dans la FPI. En effet, une augmentation
du pourcentage de fibrocytes circulant semble corrélée avec un mauvais pronostic chez les

patients atteints de FPI (235).

C. Les cellules alvéolaires épithéliales

L’épithélium alvéolaire assure sa fonction grace principalement a deux types de cellules

épithéliales alvéolaires, les cellules de type I ou « type I Alveolar epithelial cells » (AEC I) et
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les cellules de type II ou « type II Alveolar epithelial cells » (AEC II). Les AEC II représentent
5% des cellules pulmonaires et proliferent lors du phénomene de régénération de 1’épithélium
alvéolaire. Une sous-population existerait au sein des AEC de type 2 (236). Ces cellules seraient
des cellules progénitrices exprimant moins d’E-cadhérine et avec une activité t€lomérase €levée
par rapport aux autres AEC II. Malgré le caractere différencié de ces cellules, les AEC II
peuvent se différencier pour former des cellules proches du phénotype AEC I mais peuvent
aussi acquérir un phénotype plus agressif et présenter des marqueurs mésenchymateux

caractéristiques du fibroblaste activé (25, 237).

Cette activation est fortement liée au processus induit par le TGF-p appelé transition
épithélio-mésenchymateuse ou « epithelial-mesenchymal transition » (EMT). C’est un
processus par lequel une cellule épithéliale polaire, interagissant avec une membrane basale va
subir des changements biochimiques pour acquérir des capacités de migration et d’invasion,
devient résistante a 1’apoptose et produit de grande quantité de composants de la matrice
extracellulaire (238) (Figure 19). Ce processus a des implications dans différents phénomenes
physiologiques ou pathologiques allant du développement au cancer (239). Kalluri et Weinberg
ont proposé une classification du processus d’EMT en 3 sous-types : le type 1 correspond aux
processus d’EMT impliqué dans I’embryogenese et le développement des organes, le type 2 est
associ¢ a la régénération tissulaire et a la fibrose et le type 3 correspond au phénomene
impliquant la formation de métastases dans le cancer. Les voies du développement, et
particulicrement le TGF-f, sont largement impliqués dans ce processus d’EMT illustré figure
19. Premiérement la diminution de 1’expression des protéines impliquées dans les jonctions
cellules-cellules (E-cadherine, zonula occuldens-1) entraine la perte du caractére polaire et
I’individualisation des cellules (240). Par la suite, une surexpression des protéases de la matrice
MMP-2 et MMP-9 va dégrader le collageéne constituant la membrane basale. Un remodelage
du cytosquelette d’actine et I’expression de 1I’a-SMA permettent la migration des cellules a
travers la membrane basale (241). Les cellules ont alors un phénotype mésenchymateux avec
I’expression de collageéne, vimentine, fibronectine, N-cadherine et OB-cadherine (240-242). Le
TGF-B joue un rdle central dans I’initiation du processus de transformation en régulant
I’expression de facteurs de transcription clé de ’EMT comme Slug et Snail. La surexpression
de Snail induit une diminution de I’expression de 1’E-cadhérine conduisant a la rupture des

jonctions serrées entre les cellules épithéliales.
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Figure 19. Les marqueurs de PEMT. L’EMT implique une transformation fonctionnelle d’une cellule de type épithéliale
polaire vers une cellule de phénotype mésenchymateux avec des capacités migratoires et sécrétrices de composants de la

matrice extracellulaire (d’aprés Kalluri & Weinberg, 2009 (239)).

L’EMT des cellules épithéliales bronchiques et alvéolaires a été mis en évidence dans la
FPI et dans des mod¢les de fibrose pulmonaire chez le rongeur (243). Snail est surexprimé dans
les AEC II hyperplasiques dans la FPI et in vitro en présence de TGF-B1 (244). La
colocalisation de la protéine C du surfactant (marqueur des AEC II) et de la N-cadherine
(marqueur mésenchymateux) a été montré sur des coupes de poumons de patients atteints de
FPI (245) (Figure 20). Dans cette étude, les auteurs ont marqué spécifiquement les AEC II en
utilisant des souris transgéniques ou les cellules exprimaient la -galactosidase sous le contrdle
du promoteur de la protéine C du surfactant spécifique des AEC II. L’induction de fibrose
pulmonaire dans ce modéle murin a montré que des cellules exprimant la B-galactosidase étaient

aussi positives pour les marqueurs mésenchymateux fibronectine et a-SMA.

Figure 20. Evidence du phénoméne d’EMT des cellules
épithéliales alvéolaires dans la FP1. Double marquage pro-
SPC (rouge, marqueur des AEC II) et N-cadhérine (vert,
marqueur mésenchymateux) sur coupe de poumon de
patients atteint de FPL. Les fléches indiquent les cellules
doublement marquées (d’apres Kim et al., 2006 (245)).
inters;['itium
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Cependant, la contribution des cellules épithéliales dans le pool de myofibroblastes est
controversé dans la FPI (246). En effet, une équipe américaine a montré dans un mode¢le de
fibrose pulmonaire chez la souris que les AEC II ne participent pas a la génération de

myofibroblastes (247). A 1’aide de souris transgéniques dont les AEC II exprimaient une
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protéine fluorescente rouge, les auteurs ont montré que ces cellules se transformeraient en un
type cellulaire proche des AEC I sans évidence d’une transformation vers un phénotype de

myofibroblaste.

Outre les cellules épithéliales, d’autres cellules structurales du poumon semblent aussi
pouvoir se transformer et acquérir un phénotype myofibroblastique durant les pathologies
fibrosantes. Les cellules endothéliales peuvent s’activer en cellules agressives productrices de
collagéne via un phénomene d’EMT (248). Ce phénomeéne d’« endothelial-mesenchymal
transition » a été mis en évidence dans le modéle murin de fibrose pulmonaire induite par la
bléomycine (249). Les cellules mésothéliales pleurales ont aussi la capacité, sous I’influence de
divers stimuli dont le TGF-B1, d’acquérir un phénotype de myofibroblastes. Ceci sera détaillé

dans le chapitre suivant.

I11. La plévre

II1.1. Présentation

La plévre est une membrane entourant les poumons et intimement connectée au
parenchyme pulmonaire méme si ils ont des origines embryonnaires différentes. Durant
I’embryogenese, les poumons se développent dans la cavit¢ ccelomique d’origine
mésodermique. La plevre est la portion de la cavité ceelomique qui juxtapose les poumons en
formation. Structurellement, la plévre est constituée d’un tissu fibreux et de deux couches de
cellules mésothéliales formant un mésothelium richement vascularisé (250). On distingue la
plévre pariétale accolée a la cage thoracique et la plévre viscérale adhérente au parenchyme
pulmonaire (Figure 21).

Chez I’homme, et contrairement aux rongeurs, la plevre englobant le poumon droit ne
communique pas avec la plévre gauche. Les deux feuillets viscéral et pariétal sont séparés par
un espace pleural contenant un volume minimal de liquide riche en glycoprotéines et favorisant
le « glissement » des deux feuillets de la plévre d’un contre I’autre durant la respiration (251).
Ce liquide pleural est finement régulé entre production et absorption. On estime de 6 4 12 ml le
volume de liquide pleural chez une personne de 60 kg avec un renouvellement d’environ 14 ml
sur 24 h (250). En conditions normales, le liquide pleural contient de rares cellules incluant des
macrophages, lymphocytes et cellules mésothéliales. La plévre est richement vascularisée et

posséde un réseau lymphatique développé. Ce dernier est lié a des pores (stomata) dans la plévre
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parié¢tale capables de transférer des particules ou des cellules directement dans le réseau

lymphatique (251).

Figure 21. Représentation schématique de la plévre. Coupe

Parenchyme longitudinale de la cage thoracique laissant apparaitre les deux

feuillets pleuraux qui sont normalement accolés. La cavité intra-
Plévre pariétale

pleurale est donc une cavité virtuelle ne contenant que quelques
Plévre viscérale
millilitres de liquide facilitant le glissement des deux feuillets lors

de la respiration.
Cavité intra-pleurale

Chez le rongeur, la plévre est composée d’une monocouche cellulaire de cellules
mésothéliales reposant sur une lame basale. Chez I’homme, elle est organisée en une structure
plus complexe. Méme si leur distinction est difficile en microscopie optique classique, cing
couches composent la plévre chez I’homme (Figure 22) (251);

- le mésothélium composé de cellules mésothéliales liées entre elles par des jonctions serrées,

- une fine couche de tissu conjonctif,

- une couche de tissu ¢élastique superficiel,

- une deuxiéme couche de tissu conjonctif sous-pleural riche en vaisseaux sanguins,
lymphatiques et en nerfs,

- et une couche de tissu fibro-élastique adhérant au parenchyme pulmonaire (pour la plévre

viscérale) ou a la cage thoracique (pour la plévre pariétale).

La plévre est intimement liée au parenchyme pulmonaire. Au contraire des poumons, la
plévre n’est pas en contact avec I’environnement extérieur et a donc une fonction de barriére
physique et plus important une fonction de défense immunitaire (252). La plévre participe a

différents processus comme 1I’immunité innée avec la sécrétion de cytokines inflammatoires,

mais est aussi une source de composants de matrice extracellulaire ou de facteurs de croissance

(253).

Figure 22. Structure de la plévre viscérale chez ’homme. 1)
mésothélium composé de cellules mésothéliales ; 2) tissu conjonctif
sous-mésothélial ; 3) couche de tissu élastique superficiel ; 4) couche de
tissu conjonctif sous-pleural riche en vaisseaux sanguins, lymphatiques
et en nerfs (les structures dilatées sur 1’image correspondent a des
vaisseaux sanguins) ; 5) couche de tissu fibro-élastique adhérant au

parenchyme pulmonaire (d’aprés English ez al., 2006 (251)).
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I11.2. La cellule mésothéliale

Les cellules mésothéliales forment des monocouches appelés mésothéliums, composés
de cellules spécialisées liées par des jonctions serrées, qui entourent les cavités séreuses et les
organes internes comme les poumons. Dans des conditions normales, les cellules mésothéliales
ont un taux de prolifération bas avec moins de 0,5 % des cellules en mitose au méme moment
(254). Cependant, leur stimulation peut faire largement augment¢ leur activité mitotique allant
jusqu’a 80% des cellules en prolifération. Les cellules mésothéliales expriment de nombreuses
protéines impliquées dans les jonctions cellules-cellules comme les cadhérines (de type P, E et
majoritairement N) et aussi la protéine ZO-1 (255). L’expression de la N- cadhérine et ZO-1
montrent la complexit¢ du phénotype des cellules mésothéliales a la fois épithélial et
mésenchymateux. Différents marqueurs sont utilisés pour leur identification avec plus ou moins
de spécificité. Parmi ces marqueurs, on retrouve la calretinine (256, 257), la mésothéline (258),

la protéine WT-1 (259, 260) ou la cytokeratine (261).

La fonction primaire attribuée des cellules mésothéliales est de former une barricre
physique protectrice limitant I’invasion de pathogénes infectieux dans I’organisme. Dans des
conditions d’infection de la plevre, les cellules mésothéliales initient une réponse pro-
inflammatoire en recrutant et activant des cellules immunitaires. L’autre fonction attribuée aux
cellules mésothéliales est la production du liquide pleural permettant le mouvement sans
friction des deux plevres (253). Néanmoins, les cellules mésothéliales ont de nombreuses autres
fonctions allant des processus d’inflammation ou d’immunité innée ou adaptative, aux
phénomenes de régénération tissulaire, de coagulation ou de fibrinolyse (253) (Figure 23) :

- la réponse immunitaire : les cellules mésothéliales sont capables d’induire la prolifération des
cellules CD4" T helper ainsi que leur capacité a présenter des antigénes. Cette présentation se
fait grace a la protéine « intercellular adhesion molecule-1 » (ICAM-1). Elles peuvent aussi
sécréter de 1I’[L-15, en présence d’IFN-y, une cytokine impliquée dans 1’activation et la
prolifération de cellules T et des cellules « natural killer ».

- la fixation et la croissance tumorale : méme si des études ont montré que les surfaces 1ésées
des cellules mésothéliales pouvaient former un site privilégi¢é pour la fixation de cellules
tumorales, le role exact des cellules mésothéliales dans ce mécanisme reste encore mal compris.
En effet, I’hyaluronane présent au niveau de la surface des cellules mésothéliales pourrait étre
un point d’ancrage pour les cellules tumorales. Cependant, il a également été montré que le

traitement in vitro de cellules mésothéliales par du milieu conditionné contenant de
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I’hyaluronane sécrété par d’autres cellules mésothéliales empéchait la fixation des cellules
tumorales. Ceci pourrait avoir un intérét lors d’interventions chirurgicales durant lesquelles, les
lavages, ayant pour but d’enlever le sang ou d’autres matériels biologiques, pourraient
¢galement enlever le liquide contenant 1’hyaluronane et les autres glycosaminoglycanes et
favoriser ainsi la formation d’un environnement propice a la fixation et au développement
tumoral (253).

- le transport de liquides et de cellules permettant la communication avec le réseau lymphatique
sous-meésothélial et ainsi I’évacuation rapide de liquides ou de cellules présents dans la cavité
pleurale (253).

- la régulation de la fibrinolyse : les cellules mésothéliales jouent un role important dans
I’équilibre entre dépot et élimination de la fibrine. Leur activité fibrinolytique permet de réguler
le taux de fibrine au niveau du mésothélium. Cependant, si cette capacité¢ de dégradation de la
fibrine est insuffisante, un dépdt excessif de cette dernicre entrainerait des adhésions fibreuses
au sein des surfaces séreuses. La régulation du taux de fibrine est contrdlée par PAI-1, PAI-2
(dépot de fibrine) et par tPA, uPA (activité fibinolytique). Les cellules mésothéliales sont les
productrices majeures de tPA dans les cavités séreuses mais produisent de I'uPA en quantité
plus limitée. Le taux de ces médiateurs est sous le contrdle de facteurs de I’inflammation comme
IFN-a, IL-1 et TGF-B (253).

Les cellules mésothéliales ont également un role dans I’initiation et la résolution de
I’inflammation et de la réparation tissulaire. Elles peuvent en effet sécréter aprés une agression,
des cytokines, des chimiokines, des facteurs de croissance, des especes radicalaires de
I’oxygene, des prostaglandines, des prostacyclines ainsi que des composants de la matrice
extracellulaire (262). Ces éléments vont directement promouvoir la migration de cellules de
I’inflammation. Les cellules mésothéliales sont ¢galement responsables de 1’efflux des cellules
inflammatoires. La régulation de cette balance de facteurs pro- et anti-inflammatoires est tres
importante puisqu’elle permettra une réparation tissulaire normale alors qu’une perte de cette
balance pourra conduire a une augmentation de la perméabilité, a des cedémes et éventuellement
a une fibrose (253).

L’activation de I’axe caspase-1/IL-1B dans les cellules mésothéliales a déja été mise en
évidence. L’amiante induit in vitro la formation de I’inflammasome NLPR3 et 1’activation de

la caspase-1 dans des cellules mésothéliales pleurales humaines (263).

52



Prevention of tumour

Coagulation cell adhesion

and fibrinolysis : |‘ /
@ D 7y
Antigen ' ot =
Release of surfactant, o

proteoglycans and GAGs / | 1\ L
HA
FAY
e

R r.'!..---,-
YooR 1 FARLI M
I D D Ll L

Barrier against
invading pathogens

Secretion of inflammatory mediators
Secretion of cytokines, 'gr-':-mh factors and ECM

Leukocyte migration
through stomata

Fluid transport

Figure 23. Les différentes fonctions des cellules mésothéliales. Les cellules mésothéliales sont impliquées dans de nombreux
processus incluant le transport de fluide, particules ou cellules a travers la cavité pleurale, la libération de cytokines pro- et
anti-inflammatoires, la présentation d’antigenes, la sécrétion de facteurs stimulant le dépdt et 1’élimination de fibrine, la
synthése de facteurs de croissance et de protéines de la matrice extracellulaire ou encore la protection contre les micro-

organismes (d’aprés Mutsaers ef al., 2004 (253)).

II1.3. L’importance de la plévre dans la FPI

Une des caractéristiques de certaines maladies fibrosantes intersitielles, telles que la FPI
ou la fibrose induite par la bléomycine, est I’origine sous-pleurale des 1ésions. En effet, la FPI
débute classiquement dans les régions sous-pleurales et le tissus fibreux se propage par la suite
vers I’intérieur du parenchyme pulmonaire (Figure 24) (264). Cette origine sous-pleurale
suggere que la plévre et les cellules mésothéliales ont un rdle dans la fibrogenése et plus
précisément dans son initiation. Cependant, ce rdle dans la genese du processus fibrosant reste
mal compris et peu documenté. En analysant I’histologie des poumons dans les trés nombreuses
¢tudes menées sur la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine, et quand les photographies
montrent la région pleurale, on peut observer que souvent la fibrose est prédominante dans la

région sous-pleurale. Cependant, malgré ces constatations, peu d’auteurs relévent cette
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observation pour s’interroger sur le réle de la plévre elle-méme. La plévre chez les patients

atteints de FPI est trés pathologique et remaniée avec une fibrose et une néo-vascularisation

importante.

Figure 24. La FPI débute classiquement depuis les régions sous-pleurales. A) Tomodensitométrie d’un patient de 57 ans
atteint de FPI au moment du diagnostic (gauche) et deux ans (milieu) ou trois ans (droite) plus tard. Les 1ésions fibrotiques
apparaissent dans les régions sous-pleurales et se développent et progressent vers I’intérieur du poumon avec le temps. B)
Coupe histologique de poumon d’un patient souffrant de FPI avec zones fibreuses dans les régions sous-pleurales (d’apres

Souza et al., 2005 (264)).

La plévre peut étre, comme le parenchyme pulmonaire, le siége de pathologies
importantes incluant la fibrose. Celle-ci résulte souvent d’autres pathologies pleurales induisant
une réaction fibrotique au niveau du mésothélium. Les étiologies les plus connues de la fibrose
pleurale sont, sans étre exhaustif, I’exposition a I’amiante (265), les infections a germe banal
ou les pleurésies tuberculeuses (266), les réactions pleurales induites par les médicaments
(ergots de seigle (267), cyclophosphamide (268)), les hémothorax (épanchement de sang dans
I’espace pleural), la polyarthrite rhumatoide (269), la radiothérapie ou encore trés rarement

I’insuffisance rénale.

Les cellules mésothéliales jouent un role crucial dans l'initiation de la réponse
inflammatoire pleurale puisqu’elles sont les premicres cellules a reconnaitre une perturbation
dans l'espace pleural. L’inflammation au niveau de la plévre n'est pas seulement associée a un
afflux d'un grand nombre de cellules inflammatoires, mais également a un changement de la
perméabilit¢ de la plévre. Le mésothélium pleural libere des cytokines avec une forte
concentration sur la surface apicale, qui dirige la migration des cellules immunitaires dans
l'espace pleural. En outre, un grand nombre de cytokines pro-inflammatoires sont également

libérées par les cellules recrutées dans I'espace pleural.

Comme au niveau pulmonaire, la fibrose pleurale est caractérisée par une accumulation
excessive de composants de la matrice extracellulaire qui détruisent la structure de la plévre
perturbant les fonctions du mésothélium et de 1’espace pleural. La plus forte expression du

TGF-P au sein des régions fibrosantes dans des biopsies de patients souffrant de fibrose pleurale
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due a une exposition a I’amiante démontre, 1a encore, un rdéle de cette cytokine dans la
fibrogenese pleurale (270). Dans un contexte fibrosant, les cellules mésothéliales participent
¢galement au renouvellement de la matrice extracellulaire. Apres stimulation par le TGF-f, les
cellules mésothéliales peuvent synthétiser du collagéne, des MMP (MMP-1 et MMP-9), ainsi
que des TIMP démontrant leur réle actif dans le développement de la fibrose pleurale (271,
272). De plus, le TGF-B inhibe la fibrinolyse en inhibant les activateurs du plasminogene
tissulaire (tPA et uPA) et en activant la production par les cellules mésothéliales des inhibiteurs
des activateurs du plasminogéne PAI-1 et PAI-2 (273). En outre, il a ét¢ démontré que
'administration intrapleurale du TGF-f était capable d’induire une fibrose pleurale dans divers

mod¢les animaux (274, 275).

En 2007, notre équipe a publié les premiéres évidences montrant chez le rongeur que des
cellules pleurales peuvent dans un environnement pro-fibrotique riche en TGF-B1 se
transformer et migrer vers les régions sous-pleurales a 1’intérieur du parenchyme pulmonaire
(Figure 25) (261). Ce phénomene a été confirmé chez la souris dans un autre mod¢le de fibrose
pleuro-pulmonaire induite par co-administration de bléomycine et de nanoparticules de carbone
développé dans notre équipe (276). Nos travaux ont été de plus confortés par I’équipe du Dr
Veena Antony qui a montré dans des biopsies de poumons de patients atteints de FPI, que des
cellules exprimant la calrétinine (marqueur de cellules mésothéliales) pouvaient étre retrouvées
dans les zones fibreuses a I’intérieur du poumon (257). Le nombre de cellules pleurales
présentes dans les poumons était corrélé avec la sévérité de la maladie. Par la suite, les auteurs
ont injecté des cellules mésothéliales transformées exprimant la GFP dans la cavité pleurale de
souris développant ou non une fibrose pulmonaire. Des cellules exprimant la GFP ont été mises
en évidences dans les liquides de lavage broncho-alvéolaires de souris fibrotiques mais pas chez
les souris contrdles. Plusieurs études de notre équipe et d’autres ont montré que les cellules
mésothéliales peuvent subir une transformation vers un phénotype de type myofibroblastique

in vitro (277), chez le rongeur (261, 276) ou dans la FPI chez I’homme (257, 278).

L’ensemble de ces études, combiné a I’initiation sous-pleurale observée dans la FPI,
suggerent que la plevre et les cellules mésothéliales jouent un role dans cette pathologie, au
moins dans les phases d’initiation. Le role des cellules mésothéliales dans ce processus semble
di a leur facilit¢ a subir une transformation et a participer ainsi a la population de
myofibroblastes. L’ensemble des myofibroblastes présents dans la FPI n’est a I’évidence pas

issu de cellules mésothéliales car de nombreuses études ont déja montré que les myofibroblastes
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peuvent avoir différentes origines (cf. I1.5.2). La contribution des cellules mésothéliales dans
le processus fibrosant reste peu comprise et pourrait ne pas se limiter a la formation d’un pool
de cellules agressives dans la pathologie. Ces cellules pourraient contribuer a 1’établissement

d’un environnement pro-fibrotique au sein du parenchyme pulmonaire.

Figure 25. Les cellules mésothéliales peuvent subir une EMT in vivo. Immuno-marquages sur coupes histologiques de
poumon de rat 14 jours aprés injection intra-pleurale avec un adénovirus vide (gauche) ou un adénovirus codant pour le TGF-
B1 (droite). Les cellules mésothéliales marquées avec de la cytokératine 18 (en vert) forment un feuillet homogene chez les
animaux controles (gauche). L’a-SMA (en rouge) est tres peu exprimée en condition non pathologique (gauche) mais présente
au niveau de la plévre lors du développement de la fibrose pleurale induite par le TGF-f1 (droite). Des cellules doublement
positives (fleches blanches) sont visibles au sein de la plévre épaissie montrant que les cellules mésothéliales subissent une

EMT (d’apres Décologne et al., 2007 (261)).

IV. La bléomycine

La bléomycine a été isolée en 1966 par Umezawa et collaborateurs a partir de
Streptomyces verticillus et fait référence a une famille de glycopeptides partageant le méme
corps de structure (279). On distingue quatre grandes parties dans la structure de la bléomycine :
une partie de liaison a I’ADN, une partie de liaison a des métaux, un disaccharide et une chaine
variable portant un groupement amine (280). Plusieurs formes de bléomycine ont été décrites
suivant les groupements amines qui les composent. Les formes A2 et B2 représentent les formes
prédominantes de la bléomycine isolée par Umezawa et al.. Le groupement amine porté par la
molécule de bléomycine semble étre responsable de la toxicit¢ de la molécule (281). En
clinique, la bléomycine utilisée est un mélange des deux formes A2 et B2 dans des proportions

définies : 55-70% A2 et 25-32% de B2.

La bléomycine est administrée chez ’homme par voie intraveineuse. Des études ont

montré que la demi-vie de la bléomycine dans le sang est d’environ 2h chez ’homme. Le mode
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de circulation de la bléomycine n’est pas clair. La molécule est certainement liée a un ion Cu®*
mais son état, libre ou li¢ a une protéine plasmatique, reste inconnu (280). La bléomycine est
principalement éliminée par excrétion rénale. Aprés injection intraveineuse de bléomycine
radiomarquée, la molécule est retrouvée dans les poumons deux semaines apres 1’injection et a
des concentrations plus faibles dans le foie ou les reins (282). In vivo, la bléomycine est
inactivée par une enzyme aminopeptidase nommée bléomycine hydrolase (283, 284). De fagon
intéressante, cette enzyme est exprimée a de faible proportion dans le poumon et dans la peau
(285). Dans le poumon, la bléomycine hydrolase est particulierement peu exprimée dans les
cellules épithéliales alvéolaires de type II (285). Son niveau d’expression dans les cellules

composant la plévre n’est pas connu.

IV.1. Mécanisme d’action

La bléomycine est une molécule hydrophile de 1.5 kDa. Le mécanisme de transport
depuis le milieu extracellulaire vers I’intérieur des cellules est mal compris. Des études
semblent démontrer 1’existence d’un récepteur membranaire qui se lierait a la bléomycine
(Figure 26) (286, 287). Un mutant de la levure Saccharomyces cerevisiae avec une résistance a
la bléomycine a été décrit (288). Ces mémes auteurs ont mis en évidence des mutations de
protéines de transport et de détoxification de la bléomycine chez la levure (289, 290). Les
auteurs suggerent que 1’altération de ce systéme de transport serait responsable de la résistance

a la bléomycine observée chez ce mutant.

Dans la cellule, I’action de la bléomycine passe d’abord par une étape d’oxydo-réduction
afin d’activer la molécule. La bléomycine interagit dans la cellule avec un métal Fe** et une
molécule d’oxygene pour former un complexe ternaire instable. L’ion métallique est alors la
cible d’une réaction de réduction donnant une molécule bléomycine-Fe(IlI)-OOH active
(Figure 26) (291). Cette forme active de la bléomycine est responsable de ’action sur les
molécules d’acides nucléiques. Les clivages simple- ou double-brin commencent par la
suppression d’un atome d’hydrogene de 1’atome de carbone C4’ d’un désoxyribose formant un
intermédiaire radicalaire (280). Le modéle proposé par Chen et Stubbe suggere que le résidu
avec lequel la molécule de bléomycine interagit est un résidu consensus li¢ & une base
pyrimidine et en position 3’ d’une guanidine. Par la suite, I’intermédiaire radicalaire peut étre
oxydé¢ induisant la perte de la base pyrimidique. En présence d’oxygeéne, I’intermédiaire

radicalaire interagit avec une molécule d’oxygeéne formant un site radicalaire peroxydé. La
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réduction de ce site entraine la perte de la base pyrimidique liée a une séquence carbonique

rompant ainsi le cycle du désoxyribose provoquant la cassure de la molécule d’acide nucléique.

CUUI] Figure 26. Mécanisme d’activation de la bléomycine. Dans

B\eomycm Pl Bleomycin-Cu(ll) la circulation, la bléomycine serait majoritairement liée a des

ions Cu?*. Son entrée dans la cellule est permise par un systéme

T:ansporter E de transporteur et le complexe bléomycine-Cu?* est réduit
- xtracellular

Cell membrane libérant la molécule de bléomycine. La bléomycine libre se
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(non illustrée ici) pour induire des cassures dans les molécules
d’ADN, responsables de la cytotoxicit¢ (d’aprés Chen &
Stubbe, 2005 (280)).

Au-dela de son action sur le noyau, la bléomycine semble pouvoir agir a d’autres niveaux
avec l’oxydation de lipides (292), I’hydrolyse de liaisons peptidiques (293) ou encore la
dégradation des ARNs (294). Cependant, la toxicité de la bléomycine passe majoritairement
par I’induction de cassures simple- ou double-brin dans les molécules d’ADN. Les génes
fortement exprimés sont plus affectés par la toxicité de la bléomycine que les geénes peu
exprimés. En effet, les séquences de chromatine activement transcrites sont les plus sensibles a
la bléomycine (295). La bléomycine semble agir également sur les molécules d’ADN
mitochondriale. De fagon intéressante, une étude a démontré que des cellules A549 déplétées

en ADN mitochondrial sont résistantes a la bléomycine (296).

L’action de la bléomycine sur la cellule a pour conséquence terminale d’induire la mort
cellulaire. Cependant, en fonction de la dose de bléomycine utilisée et de la phase du cycle
cellulaire dans lequel se trouve la cellule, les mécanismes de mort cellulaire impliqués peuvent
variés (297). Les cellules mises en présence de faibles doses de bléomycine accumulent des
cassures double-brin dans le génome et se concentrent en phase G2/M avant de mourir par mort
mitotique, un processus de mort déclenché par des anomalies génétiques lors de la mitose. A
forte dose, la bléomycine agit comme une nucléase dans le noyau et la mitochondrie causant un
dommage massif de I’ADN, avec majoritairement des cassures simple-brin, et la mort des

cellules par apoptose.
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IV.2. Utilisation en cancérologie

La bléomycine est un agent de chimiothérapie utilisé dans le traitement de plusieurs
maladies néoplasiques comme les lymphomes (298), le cancer du testicule (299) ou certains
cancers de la sphére oto-rhino-laryngée (3). Dans le cas du cancer du testicule, en combinaison
avec du cisplatine et de I’étoposide, la bléomycine est efficace dans 90% des cas (299). La
bléomycine est un agent chimiothérapeutique intéressant car il induit une faible
my¢losuppression et une faible immunosuppression (300). Cependant, le traitement a la
bléomycine peut induire comme effet indésirable une toxicité principalement sur le poumon qui
est un frein majeur a I'utilisation de ce médicament tres efficace et encore indispensable a
I’heure actuelle (301, 302). Dans le cas du lymphome de Hodgkin, la toxicité pulmonaire due
a la bléomycine est responsable d’une diminution de la survie a 5 ans de 90% a 63% (303).
Jusqu’a 20% des patients traités par bléomycine peuvent développer cette toxicité (4) qui peut
se présenter sous différentes formes de pathologies interstitielles pulmonaires, allant du simple
infiltrat radiologique avec une altération modérée de la fonction respiratoire (5), jusqu’a un
tableau d’ALI (ou « acute lung injury ») ou de fibrose pulmonaire (www.pneumotox.com) dont
le pronostic est catastrophique (304). De nombreux facteurs de risque sont associés au
développement de cette toxicité pulmonaire (305) : un age supérieur a 70 ans, le tabagisme, une
insuffisance rénale, une irradiation pulmonaire (306), une dose cumulative de bléomycine
supérieure a 450 mg (4), le mode d’administration de la bléomycine (307), une exposition a

I’oxygene ou I’administration de « granulocyte colony-stimulating factor » (G-CSF) (308).

En clinique, des ’apparition d’une toxicité, 1’apport de bléomycine est arrété et les
patients regoivent des corticostériodes (303). Aucune médication efficace n’est connue pour
empécher 1’apparition de cette toxicité pulmonaire et les stratégies anti-fibrotiques récemment
approuvées pour ralentir la progression de la FPI semblent inefficaces (309). La compréhension
des mécanismes intervenant dans la toxicité pulmonaire de la bléomycine est donc un enjeu

majeur en cancérologie.

La toxicit¢ pulmonaire de la bléomycine présente des similitudes avec la FPIL.
Notamment, on retrouve un début sous-pleural des 1ésions fibrotiques (6). De ce fait, la
bléomycine est aussi largement utilisée pour étudier les mécanismes impliqués dans le

processus de fibrose pulmonaire.
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V. Les modeéles animaux de fibrose pulmonaire

De nombreux modeles ont été développés dans le but de modéliser la fibrose pulmonaire.

Les plus couramment utilisés dans la littérature sont basés sur I’exposition a la bléomycine, la

silice, I’isothiocyanate de fluoréscéine (FITC), I’irradiation, I’expression de geénes spécifiques

médiée par des vecteurs viraux, 1’utilisation d’animaux génétiquement modifiés ou encore le

transfert adoptif de cellules fibroblastiques dans des souris immunodéficientes (310). Chaque

modele a contribué a I’évolution de la compréhension de la maladie et a la mise en évidence de

mécanismes impliqués dans la fibrose pulmonaire, et ils présentent tous des avantages et des

inconvénients (Figure 27) (310).

Modeéles Advantages Limites
Bléomcyine - trés bien caractérisé - régression de la fibrose aprées 28 jours
- multitude de voie d'adminitration - influence génétique
- pertinant cliniquement
- dévelopement rapide (14-28 jours)
FITC - visualisation rapide des zones |ésées par - réponse variable selon les lots de FITC
fluorescence
- dévelopement rapide (14-28 jours) - non pertinant cliniqguement
- persistance des Iésions jusqu'a 6 mois
- pas d'influence génétique
Irradiation - pertinant cliniquement - dévelopement lent (supérieur a 30
semaines)
- onéreux
- susceptiblité des souches murines a
I'irradiation
Silice - pertinant histologiquement - dévelopement lent (12-16 semaines)

Animaux transgéniques

Vecteurs viraux

Transfert adoptif de
fibroblastes

- développement de nodules fibreux
- persistance des Iésions

- possibilité d'étudier la surexpression d'une

molécule spécifique

- possibilité de contrdle spatial et temporel de

la surexpression

- possibilité de délivrer des médiateurs pro- ou

anti-fibrotiques
- possibilité d'infecter un(des) type(s)
cellulaire(s) précis

- possibilité d'étudier des fibroblastes dérivés

de patients atteints de FPI

- influence génétique

- développement de phénomene de
compensation
- surexpression non plysiologique

- infection répétée impossible

- les adénovirus n'infectent que les
cellules épithéliales

- utilisation de souris immunodéfientes
pour le transfert adoptif de cellules
humaines

Figure 27. Avantages et limites des principaux modéles de fibrose pulmonaire chez le rongeur. D’aprés Moore &

Hogaboam, 2008 (310).
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La suite de ce chapitre sera centrée sur les modeles animaux de fibrose pulmonaire utilisés lors
de ces travaux de thése (bléomycine, transfert de génes par adénovirus) avant une introduction

des modeles de fibrose pleuro-pulmonaire développés par I’équipe.

V.1. Le modéle classique de fibrose pulmonaire induite par la
bléomycine

Comme nous I’avons vu précédemment, ’utilisation en clinique de la bléomycine a
montré sa toxicité au niveau des poumons pouvant entrainer des mécanismes menant a la fibrose
pulmonaire (302). Ainsi, la bléomycine a rapidement été utilisée pour induire et étudier la
fibrose pulmonaire expérimentale chez I’animal dés 1971. Ce mod¢le est le plus utilisé dans la
communauté scientifique principalement chez le rongeur (311). Dans la littérature, plusieurs
voies d’administration ont ¢été utilisées : systémiques (intraveineuse, sous-cutanée,
intrapéritonéale) ou plus locales vis-a-vis du poumon (intranasale, intratrachéale). La multitude
de voies d’administrations utilisées dans la littérature mene a de véritables modeles différents
de fibroses pulmonaires induites par la bléomycine, chacun de ces modeles ayant des

caractéristiques propres.

L’injection intratrachéale unique est la voie la plus utilisée pour affecter directement
I’épithélium alvéolaire. Ce modéle « classique » d’induction de fibrose pulmonaire est trés bien
caractérisé (Figure 28) (311). L’injection de bléomycine induit des Iésions pulmonaires
notamment dans 1’épithélium alvéolaire et une premicre phase d’inflammation sévere apparait
avec une forte expression de cytokines proinflammatoires (IL-1B8, TNF-o, IL-6).
L’inflammation est suivie d’une augmentation de ’expression de facteurs pro-fibrosants
comme le TGF-B1 avec un pic 14 jours apreés I’injection initiale. Ce changement entre
inflammation et phase fibrotique semble intervenir autour de J10. La troisi¢éme semaine se
distingue par un dépot excessif de composants de la matrice extracellulaire (collagéne,

fibronectine) caractérisant la fibrose pulmonaire (Figure 29) (310).

phase fibrotique : =g Figure 28. Cinétique du développement de

) 1 la fibrose aprés injection intratracheale de
TGF-f1 synthése de

collagéne bleomycine. L’injection intratrachéale (IT)

de bléomycine a JO entraine un phénomeéne

|
Jo J10 J21

IT bléomycine phase d’inflammation durant les 8 premiers

de mort cellulaire et I’établissement d’une

jours du modele. Par la suite, ’environnement change vers un profil fibrotique avec expression de TGF-f1 et une phase

d’accumulation de matrice extracellulaire caractérisant la fibrose (adapté de Moeller et al., 2008 (311)).
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Ce mode¢le a mis en évidence de nombreux mécanismes impliqués dans la FPI. Méme
si il a de nombreux avantages comme une relative simplicité de mise en place ou une assez
bonne reproductibilité, ce modéle posseédent cependant des inconvénients et ne récapitule pas
certaines caractéristiques de la FPI (311). Le caractere progressif et irréversible de la FPI n’est
pas reproduit dans ce modele (312). En effet, les lésions fibrotiques régresseraient
spontanément 28 jours apres I’exposition a la bléomycine. De plus, la réponse a la bléomycine
semble étre dépendante du fond génétique des animaux utilisés. Par exemple, les souris C57B1/6
sont trés sensibles a la bléomycine et développent une fibrose pulmonaire sévere alors que la
souche Balb/c développe une fibrose limitée apreés exposition a la bléomycine. Ces différences
peuvent étre expliquée par des variations du taux de bléomycine hydrolase entre les souches
(311). Un autre inconvénient est que ce modele ne présente pas certaines des caractéristiques
histologiques clés de la FPI. La présence de foyers fibroblastiques n’est pas retrouvée et
I’accumulation de collagéne se développe dans I’ensemble du poumon. De la méme maniére,
I’origine sous-pleurale des atteintes n’est pas observée. En effet, ’injection intratrachéale de
bléomycine entraine une fibrose irréguliere a dominance péribronchique méme si une plus forte

densité de fibrose semble cependant décrite au niveau des régions sous-pleurales.

Figure 29. Histologie de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine. Sections
de poumons de souris C57BL/6 marquées a ’hématoxyline et 1’éosine. A) Poumon de
souris n’ayant regu aucun traitement. B) Poumon de souris 14 jours aprés administration
de bléomycine par injection intratrachéale. On observe un épaississement interstitiel,
une forte inflammation et une réduction des alvéoles pulmonaires (d’aprés Moore &

Hogaboam, 2008 (310)).

Ce modele « classique » basé sur I’injection intratrachéale de bléomycine a depuis subi
des adaptations. En 2010, Degryse et collaborateurs ont proposé¢ un modele d’injections
intratrachéales répétées de bléomycine comme un modéele plus proche histologiquement de la
FPI avec la formation de structures ressemblant a des foyers fibroblastiques (313). La voie
d’administration est aussi un facteur déterminant. Une étude publié¢e en 1987 par Harrison &
Lazo a montré que des injections sous-cutanées et intraveineuses conduisent a la formation de

zones de fibrose hétérogeéne sous forme d’agrégats éparpillés le long de la région sous-pleurale
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(Figure 30) (314). La diffusion continue de bléomycine par pompes osmotiques donne lieu a

une fibrose homogene et continue le long de la région sous-pleurale.

Figure 30. Différences histologiques de la fibrose induite par la bléomycine en fonction du mode d’injection. Histologie
de poumons de souris injectées A) avec du NaCl 0,9% (sous-cutanée, deux fois par semaine) ou avec de la bléomycine B) sous-
cutanées (10 injections de 10 mg/kg, deux fois par semaine), C) intraveineuse (une injection de 80 mg/kg) ou D) en diffusion
continue (pompe osmotique, 100 mg/kg sur une semaine). tb : brochioles terminales, a : canal alvéolaire, échelle : 0,5 mm
(d’aprées Harrison & Lazo, 1987 (314)).

V.2. Le modéle par transfert de gene (I1-1p et TGF-f§1)

L’administration d’adénovecteurs permet une surexpression localisée d’un gene
spécifique pour étudier son effet sur les cellules pulmonaires. Plusieurs génes ont déja été

surexprimés essentiellement chez le rat mais aussi chez la souris comme le TGF-B1 (AdTGF-
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B1) et 'IL-1B (AdIL-1p), tous induisant une fibrose pulmonaire. D’autres adénovecteurs ont
¢galement été utilisés pour protéger les poumons du processus de fibrose induit par la

bléomycine comme par exemple Smad7 décrit précédemment (cf. 11.4.3).

L’IL-1P est un médiateur central du processus d’inflammation largement impliqué dans
I’initiation de la réaction de fibrose comme nous 1’avons vu. Son implication dans la fibrose
pulmonaire a été¢ confirmée par les travaux de Piguet et collaborateurs qui ont décrit en 1993
que I’administration du récepteur soluble IL-1ra (pour antagoniser I’action de I’IL-1p) protege
les souris de la fibrose induite par la bléomycine (158). L’injection d’AdIL-1B dans les
poumons de rats crée une forte réaction inflammatoire avec un recrutement de neutrophiles et
de macrophages au niveau pulmonaire suivie par le développement d’une fibrose pulmonaire
progressive détruisant 1’architecture alvéolaire (Figure 31) (63). De maniére intéressante, la
fibrose se développe avec une accumulation de myofibroblastes et de collagéne dans des
régions spécifiques du poumon avec des caractéristiques communes aux foyers

myofibroblastiques observés chez ’homme, constituant un avantage important en comparaison

au modele a la bléomycine (63).

Figure 31. Fibrose pulmonaire induite par injection
intratrachéale d’adénovirus codant la forme humaine de
I’IL-1B. A) Observation histologique de poumons de souris 14
jours apres injection d’un adénovirus contrdle (gauche) ou un
adénovirus codant I’IL-1p (droite). Coloration au trichrome de
Masson. Grossissement x50. B) Marquages
immunohistologiques d’a-SMA (gauche) et de la fibronectine
(droite) sur poumons de souris injectées avec de I’AdIL-1B
montrant ces structures ressemblant a des foyers fibroblastiques.

Grossissement x160 (d’apres Kolb et al., 2001 (63)).

La surexpression du TGF-B1 grace a une injection d’AdTGF-B1 conduit a une forte
augmentation du taux de cette cytokine pro-fibrotique au niveau des cellules alvéolaires
pulmonaires et bronchiques (Figure 32) (315). Pour induire une fibrose, il est nécessaire que
I’adénovirus code pour la forme active du TGF-B1. En effet, il a ét¢ montré que I’administration
d’adénovecteurs codant pour le TGF-B1 sous sa forme latente, méme en grande quantité,
n’induisait pas de fibrose. Ce mode¢le a permis de mettre en évidence le role indispensable du
TGF-B1 dans Dinitiation de la fibrose (315). Le TGF-B1 induit une fibrose pulmonaire

progressive et sévere, et bien que ce modele induise également une faible inflammation, cette
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derniére reste trés limitée en comparaison a la bléomycine constituant un de ces avantages. Un
autre intérét de ce modele est le caractére transitoire de 1’expression de la molécule cible
puisque celle-ci n’exceéde pas 14 jours (261, 315). Dans le cas d’AdTGF-B1, la fibrose
pulmonaire continue cependant de se développer par la suite. Ce modéele permet donc d’initier
une fibrose qui progressera par la suite de fagon autonome, lui donnant ainsi une pertinence
clinique. Il a aussi permis de mettre en évidence I’implication du TGF-B1 dans la formation des
myofibroblastes via un processus d’EMT des cellules épithéliales dans un modele de fibrose
péritonéale (316).

Figure 32. Modéle de fibrose pulmonaire induite
par injection d’adénovirus codant la forme
humaine du TGF-B1 actif. Observations de poumons
de rat 64 jours apreés injection intratrachéale
d’adénovecteur  contréle  (gauche) ou d’un
adénovecteur codant le TGF-f1 actif (droite).

Grossissement x250. v, structure vasculaire. (d’aprés

Sime ef al. 1997 (315)).

Ces mode¢les ont donc de nombreux avantages mais présentent cependant des limitations
importantes (310). D’abord sur le plan pratique, leur mise en place est couteuse et nécessite des
infrastructures lourdes et du personnel formé et habilit¢ au travail dans des laboratoires
d’animalerie de niveau 2. L’utilisation d’adénovecteur entraine une réaction immunitaire de la
part de I’animal injecté. Comme nous 1’avons vu, I’'immunité et I’inflammation sont des
mécanismes intimement liés a D’initiation de la fibrogeneése. De ce point de vue, les
adénovecteurs représentent une limitation importante méme si un adénovecteur « vide »
(AdDL) est utilis¢ comme controle. De plus, I’injection d’adénovirus ne permet qu’une
infection limitée aux cellules épithéliales car ce type de vecteur a un tropisme spécifique pour
les cellules épithéliales. Enfin, la derniére limitation concerne les taux d’expression du
transgeéne induit lors de 1’infection des cellules épithéliales pulmonaires par I’adénovecteur. Les
promoteurs viraux présents dans ces vecteurs entrainent généralement des taux d’expression a
largement supérieurs aux taux physiologiques ou ceux induit naturellement lors d’un processus
de fibrose. Méme si ils permettent un développement rapide de la fibrose pulmonaire, ces taux
¢levés de surexpression peuvent de toute évidence altérer les voies endogeénes mises en jeu et

peuvent de ce fait donner une image biaisée de la pathogenese de la maladie.
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V.3. Les modéles de fibrose pleuro-pulmonaires

V.3.1. Le modéle AATGF-B1 intra-pleural

Au sein de notre équipe, plusieurs modeles de fibrose pleurale chez le rat et la souris ont
été développés (261, 276). Un de ces modeles est bas¢ sur 1’utilisation d’adénovirus,
directement administrés dans 1’espace pleural. Cette administration se fait sans chirurgie,
évitant ainsi des saignements et une éventuelle inflammation qui pourrait entrainer des
adhésions pleurales et des pleurodéses. Elle se fait par simple injection, a I’aide d’une seringue
et d’une aiguille, sur le flanc droit au niveau du sixieme espace intercostal. La validation de
cette méthode et la démonstration que les adénovecteurs infectent seulement les cellules
mésothéliales se fait & 1’aide d’adénovirus contenant le géne LacZ (AdLacZ). Ce geéne code
pour I’enzyme [-galactosidase capable d’hydrolyser le lactose et le galactose. La P-
galactosidase est capable d’hydrolyser le X-Gal (un galactoside) qui apres oxydation forme un
composé¢ bleu, et précipite sur le lieu de I’hydrolyse permettant de mettre en évidence I’activité
de I’enzyme. Dans notre modele, la coloration bleue apparait donc au sein des cellules infectées
par les adénovirus produisant en abondance la -galactosidase. Cette méthode a confirmé que
les adénovirus infectent uniquement les cellules mésothéliales et ce de fagon transitoire pendant
environ quatorze jours (Figure 33). Dans ce travail de thése, ce modéle AdLacZ est utilisé pour

monitorer la localisation des cellules mésothéliales pleurales.

Figure 33. Modéle du suivi de la
localisation des cellules pleurales par
AdDL
injection intra-pleurale d’AdLacZ.

A) Photo de poumons de rats 4, 10, 14

" et 21 jours aprés avoir regu une
;, ,r g injection intra-pleurale d’adénovirus

% « vide » (controle, AdDL) ou
: d’adénovirus codant la B-galactosidase

Day 4 Day 10 Day 14 Day 21 (AdLacZ). B) Coupe histologique de

AdLacZ

—7 poumons de rats 4 jours aprés

2 administration intra-pleurale d’AdDL

Vi _ /o ‘ ou d’AdLacZ. Contre coloration :

£ « Nuclear fast Red » (d’aprés

/ [ &
AdDL, lung 100X / AdLacZ, lung 100X “.~AdLacZ, lung 400X « .| Decologne et al.,2007 (261)).

L’administration d’AdTGF-1 suivant cette méthode entraine une surexpression de

TGF-B1 dans I’espace pleural induisant une fibrose pleurale progressive. La progression de la
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fibrose a ét¢ observée jusqu’a 64 jours (Figure 34). L’effet de I’injection ayant été naturellement
stoppé autour du 14°™ jour, il est probable que la fibrose continue de se développer en raison
d’un environnement profibrosant favorable avec une auto-induction du TGF-B1 (315, 317). En
observant non seulement la plévre mais aussi les régions sous pleurales, notre équipe a montré
une progression de la fibrose dans le parenchyme pulmonaire. La forte présence de la protéine
« Heat Shock Protein-47 » (HSP47), chaperon du collagéne, dans les régions pleurales mais
¢galement sous-pleurales a J64 montre que le processus de fibrose est toujours actif et que le

collageéne continue de s’accumuler, méme lorsque I’expression du transgeéne est passée.

Figure 34. Modéle de fibrose pleurale induite par injection intra-
pleurale d’AdTGF-$1. Coupes histologiques de poumons de rat marquées
au trichrome de Masson, 64 jours aprées injection intra-pleurale d’adénovirus.
Poumons de rat ayant recu une injection intra-pleurale d’adénovirus vide
(AdDL, gauche) ou codant pour TGF-f1 (AdTGF-B1, droite) (d’aprés
Decologne et al., 2007 (261)).

V.3.2. Le modéle de co-adminitration bléomycine et noir de carbone

Un autre modele de fibrose pleuro-pulmonaire a été développé dans notre équipe et est
basé sur la co-administration de bléomycine et de noir de carbone (276). Les particules de
carbone sont présentes dans la fumée de cigarette et sont un des composants de la pollution,
deux facteurs de risque du développement de la FPI. L’injection via la trachée de particules de
carbone n’a aucun effet sur la fibrose induite par injection intratrachéale de bléomycine. Par
contre, son administration au niveau pleural exacerbe la toxicité de la bléomycine intrapleurale
(Figure 35) (276). De fagon intéressante, des mesures histomorphométriques ont montré que
I’accumulation de collagéne au niveau pleural progresse vers l'intérieur du parenchyme

pulmonaire (276).

Figure 35. Modéle de fibrose pleurale induite par co-administration intra-pleurale de bléomycine et de noir de carbone.
A) Photo de poumons de souris 21 jours aprés injection intrapleurale de bléomycine seule (gauche) ou de bléomycine + noir
de carbone (droite). B) Coupes histologiques de poumons de souris marquées au trichrome de Masson, 21 jours aprés injection
intra-pleurale de NaCl (gauche) ou bléomycine + noir de carbone (droite) (d’aprés Decologne ef al., 2010 (276)).
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V1. Les options thérapeutiques de 1a FPI

Le développement des différents modeles animaux décrits au chapitre précédant a permis
de mettre en évidence des phénomenes et mécanismes impliqués dans la pathogenése de la FPI,
que ce soit dans son initiation ou dans sa progression. Ces modeles animaux ont également été
utilisés pour I’é¢tude de stratégies contre ces mécanismes débouchant sur de potentielles

thérapeutiques qui ont été confirmées ou non par des essais cliniques chez les patients atteints

de FPI.

VI1.1. Les thérapies anti-inflammatoires et immunomodulatrices

Dans des conditions normales, les poumons sont protégés des agressions dues aux especes
réactives de I’oxygene (ou « reactive oxygen species » -ROS-) par des antioxydants tels que le
glutathion. Cependant dans le cas de la FPI, la génération excessive de ROS peut surpasser les
défenses cellulaires. En effet, il a été démontré que les taux de glutathion extra- et
intracellulaires étaient réduits en cas de fibrose pulmonaire (318). En plus de leur action néfaste
directe sur les macromolécules et I’ADN des cellules épithéliales, les ROS influencent
¢galement les processus pro-fibrosants. Par exemple, les myofibroblastes provenant de
poumons atteints de FPI générent du peroxyde d’hydrogene (H202) qui peut servir de signal
paracrine pour l’induction de 1’apoptose des cellules épithéliales voisines (319). La N-
acétylcystéine est un composé possédant des pouvoirs antioxydants. Dans une étude
préliminaire réalisée sur 18 patients, I'ajout de N-acétylcystéine au traitement corticostéroides
+ immunomodulateurs a révélé une amélioration des fonctions pulmonaires des patients traités
(320). Dans I’essai IFIGENIA, I'utilisation de la N-acétylcystéine a ensuite été explorée sur 155
patients répartis en deux groupes : N-acétylcystéine vs. Placebo en combinaison avec la
prednisone (corticostéroide) et l'azathioprine (immunosuppresseur) (321). A 12 maois,
l'utilisation de la N-acétylcystéine ralentissait le déclin de la fonction respiratoire des patients
atteint de FPI sans amélioration de la survie. Cependant, cette étude a eu un fort taux d'abandon
et, en 12 mois, 30% des patients étaient décédés ou ont été perdus au suivi. Par la suite, le
bénéfice d’une stratégie anti-inflammatoire basée sur [’administration de prednisone
(corticostéroide), d’azathioprine (immunosuppresseur) et de N-acétylcystéine a été évalué dans
I’essai clinique PANTHER-IPF (Prednisone, Azathioprine, and N-Acetylcysteine: A Study
That Evaluates Response in Idiopathic Pulmonary Fibrosis) (49). Lors de cet essai trois groupes

¢taient testés : un groupe recevant uniquement la N-acétylcystéine, un groupe recevant la
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combinaison prednisone, azathioprine et N-acétylcystéine et un groupe Placebo. Cette étude
comparait 77 patients recevant la combinaison ou la N-acétylcystéine seule et 78 patients
recevant le placebo sur une période prévue de 60 semaines. Cependant, un contrdle
intermédiaire des données par le comité de suivi a recommandé 1’arrét de 1’étude pour le groupe
recevant la combinaison (apres 32 semaines). Comparativement au placebo, le traitement par
la combinaison des trois molécules conduisait & une augmentation significative de la mortalité
(11% contre 1%), des hospitalisations (29% contre 8%) et d'événements indésirables graves
(31% contre 9%), et ne montrait pas d’amélioration des fonctions pulmonaires des patients (49).
La comparaison spécifique des groupes N-acétylcystéine et placebo a été publié deux ans plus
tard (322). Elle n’a montré aucun bénéfice significatif du traitement a la N-acétylcystéine sur

la fonction respiratoire.

VI1.2. Les molécules anti-fibrotiques approuvées

VI1.2.1. Pirfenidone

La pirfenidone est un composé dérivé de la pyridine qui présente des propriétés anti-
fibrotiques, anti-inflammatoires et antioxydantes et représente donc une molécule d’intérét pour
le traitement de la FPI. Son mécanisme d’action reste encore peu clair mais semble passer par
différents processus impliqués dans la fibrose. In vitro, la pirfenidone inhibe la prolifération des
myofibroblastes, réduit la synthése de collagéne associée et abroge I’induction du chaperon
moléculaire du collagéne HSP47 par le TGF-B1 (323, 324). Dans les mod¢les animaux, elle
peut étre utilisée de manicre prophylactique ou thérapeutique et, dans les deux cas, elle atténue
la fibrose induite par la bléomycine en association avec une réduction de taux de TGF-f chez
la souris (325). Elle a une action inhibitrice sur la production de radicaux oxygénés, menant a
des effets anti-inflammatoires avec inhibition de nombreuses cytokines pro-inflammatoires
comme le TNF-a (326, 327). Une étude a ¢galement montré que la pirfenidone peut interférer
avec la voie du TGF-B1 en bloquant la translocation nucléaire de Smad4 inhibant ainsi la

réponse pro-fibrosante causée par le TGF-f1 (328).

Devant ces résultats prometteurs sur les modeles animaux, la pirfenidone a fait I’objet de
nombreux essais cliniques dans la FPI. Le programme CAPACITY a évalué les résultats de
deux essais clinique sur la pirfenidone (essai 004 et 006) (329). L’essai 004 a étudié 435 patients

répartis en trois groupes : pirfenidone 2,403 mg/jour, pirfenidone 1.197 mg/jour et placebo.
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L’essai 006 a étudi¢ 344 patients répartis en deux groupes : pirfenidone 2.403 mg/jour et
placebo. Dans 1'étude 004, la pirfenidone réduisait significativement le déclin de la capacité
vitale forcée (CVF) sur 72 semaines avec une réduction moyenne de 8% dans le groupe recevant
la pirfenidone (2,403 mg/jour) contre 12,4% dans le groupe placebo. Cependant, dans 1'étude
006, le changement de la CVF a 72 semaines n'était pas significatif entre le groupe traité et la
groupe placebo (329). Ces résultats ont ét¢ confirmé par 1’étude ASCEND ou la pirfenidone
limite le déclin de la capacité vitale forcée (-6,5% comparé a -17,7% pour le groupe placebo)

(Figure 36) (330).

Figure 36. Suivi de la capacité

vitale forcée lors de I’essai de

phase III ASCEND. La capacité

Pirfenidone (N=278)

I
8 o
1 i

vitale forcée (en ordonnées) de
-200- patients atteints de FPI, traités ou
non avec de la pirfenidone, a été
suivie sur un an (abscisse). Les

résultats sont exprimés en

Mean Change (ml)

changement par rapport au début
Placebo (N=277) du traitement. n = 278 pour

g 3

pirfenidone et n = 277 pour

-500 I I I 1

placebo. Données de I’essai
ASCEND (d’apres King et al.,
Week 2014 (330)).

V1.2.2. Nintédanib

Le nintédanib est une petite molécule décrite comme un inhibiteur de récepteurs a activité
tyrosine kinase. Cette molécule est capable d’interférer avec les récepteurs de facteurs de
croissance comme le « fibroblast growth factor » (FGF)-1, « vascular endothelial growth factor
receptor » (VEGF)-2 ou « platelet-derived growth factor » (PDGF) (331). Toutes ces voies sont
bien connues pour leur implication dans la fibrogenése faisant du nintédanib une molécule
intéressante dans la recherche sur la fibrose. L’activité anti-fibrotique de cette molécule a été
montrée dans plusieurs modeles animaux de fibrose pulmonaire chez le rongeur (331). Dans un
mod¢le de fibrose pulmonaire induite par injection intranasale de bléomycine, le nintédanib a
des effets protecteurs lorsqu’il est administré soit de fagon préventive (du jour initial jusqu’a

jour 14) ou dans une optique thérapeutique (de J7 a J21) (332).

L’efficacité du nintédanib dans la FPI a été testé chez I’homme dans les essais cliniques

de phase II (TOMORROW) et III (IMPULSIS) (333, 334). Récemment, Richeldi et
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collaborateurs ont publi¢ une méta-analyse de ces différents essais cliniques montrant que le
nintedanib diminue le déclin annuel de la CVF chez les patients atteints de FPI : -112,4 ml/an
pour le nintedanib (n = 723) contre -223,3 ml/an pour le groupe placebo (n = 508) (Figure 37)
(335). De plus, le nintedanib induit une baisse du nombre d’exacerbation aigue. Cependant, le
nintedanib semble avoir des effets indésirables, parfois importants, se manifestant le plus

fréquemment par des diarrhées chez 61% des patients traités.
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Placebo 497 490 490 484 475 460 408

Figure 37. Analyse des suivis de capacité vitale forcée des essais TOMORROW et IMPULSIS. La capacité vitale forcée
(en ordonnées) de patients atteints de FPI, traités ou non avec du nintedanib, a été suivie sur un an (abscisse). Les résultats sont
exprimés en changement par rapport au début du traitement. Le nombre de patients est indiqué en bas du graphique. Données

des essais TOMORROW et IMPULSIS (d’apres Richeldi ez al., 2016 (335)).

La pirfenidone et le nintédanib représentent des composés d’intérét dans la recherche de
nouvelles thérapies contre la FPI méme si ils ne permettent que de ralentir la progression de la
maladie chez les patients souffrant de fibrose pulmonaire légere a modérée. La haute autorité
de sant¢ les classent dans la catégorie du service médical rendu modéré chez les patients au
diagnostic clinique et radiologique et/ou histopathologique confirmé de fibrose pulmonaire
idiopathique. De plus, I’apparition d’effets négatifs devant entrainer la diminution voire 1’arrét

des traitements montre le besoin de développer d’autres thérapeutiques pour la FPL.

VI.3. Les stratégies en cours de développement
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Plusieurs stratégies sont en cours de développement pour le traitement de la FPI (336).
Récemment, 1’équipe du Dr Chambers a montré que la signalisation la voie PI3 kinase/mTOR
est activée dans la FPI et que son inhibition peut représenter une stratégie anti-fibrotique (337).
De plus, I’inhibition de cette voie par le composé¢ GSK2126458 réduit la synthése de collageéne
dans un mode¢le ex vivo de coupes de poumons de patients atteints de FPI et inhibe les effets
pro-fibrosants du TGF-B1 sur des fibroblastes primaires humains. Les auteurs indiquent qu’un
essai clinique est en cours pour démontrer cette preuve de concept chez des patients atteints de

FPL

Comme nous I’avons vu, le TGF-B1 apparait clairement comme un médiateur central de
la fibrogenese. L’inhibition de ALKS, un récepteur au TGF-B1, interfeére avec la fibrose induite
par injection d’AdTGF-B1 chez le rat (191). Des anticorps inhibiteurs du TGF-B1 sont
actuellement en développement. Un essai clinique de phase I a été réalisé avec un anticorps
neutralisant, le GC1008. Les premiers résultats de phase I avaient montré une absence de
toxicité. Cependant, le TGF-B1 est une cytokine largement impliquée dans un grand nombre de
mécanismes et processus physiologiques et pathologiques et donc son inhibition pourrait
entrainer des effets secondaires. Les nouvelles thérapies en développement ciblent donc
I’activation du TGF-1 qui est une étape clé du processus fibrosant. L’inhibition de I’intégrine
avp6 (responsable de 1’activation du TGF-B1 dans le milieu extracellulaire) par un anticorps
neutralisant semble capable de limiter la fibrose pulmonaire (338). Récemment, un anticorps
monoclonal humanisé, le STX-100, a été évalué lors d’un essai clinique de phase I et un essai

clinique de phase II est actuellement en cours.

Notre équipe s’intéresse aux roles des protéines de stress dans différents processus
physio-pathologiques tels que la différentiation cellulaire ou la fibrose. Leur implication dans
le processus de cicatrisation et dans la fibrose a récemment été revue (16). De fagon
intéressante, les protéines de stress semblent fortement liées aux voies de signalisation cellulaire
incluant la voie du TGF-B1. Ces dernieres années, nous avons montré 1I’implication de deux
protéines de stress dans la fibrose pulmonaire via leur role dans ’EMT ou la voie des Smad.
De nombreuses d’entre elles sont surexprimées dans la fibrose et leur inhibition apparait donc
intéressante et pourrait déboucher vers une stratégie thérapeutique dans des maladies

fibrosantes comme la FPI.

VII. Les protéines de stress et la fibrose
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VII.1. Présentation des « Heat Shock Proteins »

In vivo, les cellules sont continuellement exposées a des stress induits par : différents
facteurs environnementaux (chaleur, rayonnement UV, stress oxydatif), I’exposition a des
xénobiotiques (chimiothérapie, poluants), ou des situations pathologiques (inflammation,
cancer). Les cellules ont développé des mécanismes protecteurs pour s’adapter a ces conditions.
Dans les années 1960, Ritossa a décrit un motif d’expression d’ARN messager spécifique chez
la drosophile apres un choc thermique (339, 340). Ces études ont été a la base de la réponse au
choc thermique connue actuellement et caractérisée par I’expression des protéines de stress ou
« Heat Shock Proteins » (HSP). Les HSP sont présentes dans de nombreux organismes de la
bactérie a I’homme et sont impliquées dans de nombreux mécanismes physiologiques
(repliement et stabilisation des protéines) mais aussi dans des conditions pathologiques comme

I’inflammation (341), le cancer (15) ou la fibrose (16).

Les HSP sont classifiées en fonction de leur poids moléculaire en six grandes classes :
HSP110, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 et les petites HSP (figure 38) (342). Elles partagent
des caractéristiques communes mais aussi des particularités comme le mode d’expression

(inductible ou constitutive).

Initiation de la réponse au choc thermique implique d’abord 1’expression des HSP dont
I’activité transcriptionelle est régulée par des facteurs de transcription spécifiques appelés
« Heat Shock Factor » (HSF) (343). Chez les mammiferes, 4 HSF ont été décrits (HSF1, HSF2,
HSF3 et HSF4) qui ont chacun une fonction propre méme si des phénomenes de compensation
ont ét¢ montrés. Des leur activation dans le cytoplasme, les HSF se lient a des séquences d’ADN
spécifiques appelées « Heat Shock Element » (HSE) et permettent 1’expression des HSP. HSF1
est le facteur principal de la réponse au choc thermique méme si HSF2 aussi favorise
I’expression des HSP (344). La délétion d’HSF1 supprime I’expression des HSP induite par un
choc thermique (345). Dans des conditions normales, HSF1 est li¢ sous forme de monomeére a
HSP70 et HSP90 (346). Au moment d’un stress, HSP70 interagit avec les protéines dénaturées
présentes dans la cellule et se dissocie d’HSF1 qui forme des trimeéres et se transloque dans le

noyau pour augmenter 1’expression des HSP.
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Table 1 HSP70 superfamily: HSPA (HSP70) and HSPH (HSP110) families

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

HSP A

1 HSPAIA HSPAIA HSP70-1; HSP72; HSPAI 3303 193740
2 1ISPAIB HSPAIB HSP70-2 3304 15511

3 HSPAIL HSPAIL hum?70t; hum70t; Hsp-hom 3305 15482
B HSPA2 HSPA2 Heat-shock 70kD protein-2 3306 15512
S HSPAS HSPAS BIP; GRP78; MIF2 3309 14828
6 HSPAG HSPA6 Hcat shock 70kD protcin 6 (HSP70B") 3310 X

7 HSPAT* HSPA7 Heat shock 70kD protein 7 33N X

8 HSPAS HSPAS HSC70: HSC71; HSP71: HSP73 3312 15481
9 HSPA9 HSPA9 GRP75; HSPA9B; MOT; MOT2; PBP74; mot-2 3313 15526
10 HSPAI2A HSPAI2A FLJ13874; KIAA0417 259217 73442
11 HSPAI2B HSPAI2B RP23-32L15.1; 270008 INO6Rik 116835 72630
12 HSPAIS® HSPAI3 Stch 6782 110920
13 HSPALS HSPA14 HSP70-4; HSP70L1: MGC131990 51182 50497
HSP H

1 HSPH! HSPHI HSP105 10808 15505
2 HSPH2 HSPH2 HSPA4; APG-2; HSP110 3308 15525
3 HSPH3" HSPH3 HSPA4L: APG-1 22824 18415
- HSPH&® HSPH4 HYOU1/Grp170; ORP150; HSP12A 10525 12282

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

Table 4 The HSPOO/HSPC family

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

1 HSPCI* HSPCI HSPY0AAL; HSPN; LAP2; HSP86; HSPC1; HSPCA; HSP89; HSPY0; 3320 15519
HSP90A; HSPOON: HSPCALI; HSPCAL4:; FLJ31884

2 usecx HSPC2 HSP90AA2: HSPCA: HSPCAL3: HSPOOALPHA; 3324 X

3 HSPC3* HSPC3 HSPO0ABI; HSPC2; HSPCB; D6S182; HSPY0B; FLJ26984; HSP90-BETA 3326 15516

4  HSPCH HSPC4 HSPOOB1:ECGP; GP96: TRAL: GRP94: endoplasmin 7184 22027

S HSPCS* HSPCS TRAPI1: HSP75; HSPOOL 10131 68015

*Under consultation with HGNC and the scientific community

Table 3 The HSPB family (small heat shock proteins)

Gene name  Protein name  Old names Human gene ID Mousc ortholog ID
1 HSPBI HSPBI CMT2F; HMN2B: HSP27; HSP28; HSP25; HS.76067; DKFZp586P1322 3315 15507
2 HSPB2 HSPB2 MKBP; HSP27; Hs.78846; LOHIICRIK; MGC133245 3316 69253
3 HSPB3 HSPB3 HSPL27 8988 56534
4 HSPBS HSPB4 crystallin alpha A; CRYAA, CRYAI 1409 12954
5 HSPBS® HSPBS crystallin alpha B, CRYAB; CRYA2 1410 12955
6 HSPB6 HSPB6 HSP20; FLI32389 126393 243912
7 HSPB7 HSPB7 cvHSP; FLJ32733; DKFZp779D0968 27129 29818
8 1ISPBS HSPBS H11: HMN2: CMT2L: DHMN2: E2IG1: HMN2A; HSP22 26353 80888
9 HSPBY HSPB9 FLJ27437 94086 75482
10 HSPBIO®  HSPBI0 ODF1; ODF; RT7; ODF2; ODFP; SODF; ODF27; ODFPG; 4956 18285
ODFPGA; ODFPGB: MGC129928: MGC129929
11 HSPBII HSPBII HSP16.2; Clorfdl; PP25 51668 72938

* Under consultation with HGNC and the scientific community

Figure 38. Nomenclature des différentes HSP. (d’aprés Kampinga et al., 2009 (342)).

Durant ces dernic¢res années, les HSP extracellulaires sont beaucoup étudiées dans de
nombreuses processus pathologiques principalement dans la régulation du systéme
immunitaire. Différents modeles pour expliquer la libération des HSP dans le milieu
extracellulaire ont été avancés (347). Les HSP peuvent étre libérées durant la mort de cellules

par nécrose ou dans des vésicules appelées exosomes (348, 349). Des études ont montré que les
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HSP extracellulaires se lient a des récepteurs membranaires comme certains TLR ou des

récepteurs Scavenger (350, 351).

VII.2. Les systemes chaperons

Dans la cellule, les fonctions des protéines sont liées a leurs structures. Lors de la synthese
des protéines, de nombreux processus sont mis en place pour aider au repliement adéquat des
protéines. Les HSP agissent comme des chaperons moléculaires dans différentes
conditions comme le repliement des chaines de polypeptides en synthése, le transport de
protéines ou encore le repliement de protéines dénaturées (ou « unfolded protein response »)
(Figure 39) (13, 352). Lorsque la conformation native n’est pas obtenue, les HSP peuvent
amener les protéines mal repliées et/ou dénaturées vers un processus de dégradation
protéasomale via le systéme ubiquitine/protéasome (353). Les systémes de chaperons HSP70
et HSP90 nécessitent de I’ATP pour fonctionner alors que ’action des petites HSP est
indépendante de la présence d’ATP.

Ribosome

Translation Figure 39. Le role des HSP
dans la « unfolded protein

| ggf;:g;ﬁde response ». Les HSP

3 agissent comme des

p > ) chaperons moléculaires dans

Felding différents processus comme

la traduction et le repliement
de chaines de polypeptides

~ en synthese, le repliement de

Remodeling
Chaperones

ﬂ(\ 1

S . — \&

O Chaperones
] —— aussi dans le transport de
%. protéines ou leur
Misfolded dégradation (d’apres Kim et
state
al., 2013 (13)).

2@ protéines dénaturées mais

Amyléid l
fibrils

VIL.2.1. Le systeme HSP70

Le systéme HSP70 joue un réle clé dans la réponse aux protéines dénaturées qui ne sont
pas dans leur conformation native. La protéine HSP70, aussi connue son le nom de DnaK chez
les procaryotes, est une molécule composées de deux parties : un domaine N-terminal

permettant la liaison a un nucléotide et un domaine C-terminal de liaison a des peptides (ou
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« peptide binding domain », PBD) (354). Le PBD est constitué¢ de deux feuillets-p et d’une
hélice-o formant un site de liaison au substrat avec une structure de couvercle. Le cycle du
systéme de repliement d’HSP70 est illustré figure 40 (13). La fixation d’HSP70 aux protéines
clientes dénaturées ou mal repliées est dépendante de la fixation d’une molécule d’ATP. HSP70
liée a I’ATP est en conformation « ouverte » permettant la liaison a des protéines clientes. Ce

recrutement est médié et facilité par HSP40 (355).

Figure 40. Schéma du cycle d’HSP70. HSP70 liée a I’ATP est

Open

Hepl . en conformation « ouverte » avec une grande affinité pour les
High kon/koff

for substrate

Other :
chaperone Py
systems |

protéines dénaturées facilitant le recrutement de protéines

clientes via HSP40. HSP40 facilite I’hydrolyse de I’ATP en ADP

Nonnative
protein . . ,
entrainant un changement vers la conformation « fermée ».

Enfin, HSP110 (« nuclear exchange factor », NEF sur la figure)

permet le changement de la molécule d’ADP pour I’ATP,
Closed

Lol rouvrant HSP70 et libérant la protéine cliente dans sa

foretbstiote conformation native (d’apreés Kim ef al., 2013 (13)).

Par la suite, I’hydrolyse de I’ATP en ADP, étape ¢galement facilitée par HSP40, entraine
le repliement de la protéine cliente vers sa conformation native. Enfin, I’échange de I’ADP pour
une molécule d’ATP permet I’ouverture du PBD d’HSP70 et la libération de la protéine cliente.
Cette étape peut étre catalysée par un autre co-chaperon, HSP110, qui posséde une activité de
facteur d’échange de nuclétotide (356). L’action d’HSP70 est finement régulée par ces co-
chaperons (membres des familles HSP40 et HSP110) qui sont essentiels a 1’activité du systéme
de repliement. HSP70 joue un role clé dans la réponse aux protéines dénaturées dans le cytosol
et est aussi important dans le repliement intervenant dans les phases précoces lors de la synthése

des chaines peptidiques durant la traduction (357).

VII.2.2. Le systeme HSP9(

HSP90 est la protéine de stress la plus abondante dans la cellule et peut atteindre 1% des
protéines totales (358). HSP90 est composée de différents domaines : un domaine de liaison a
des nucléotides en N-terminal, un domaine central de liaison aux protéines clientes contenant
une « poche » hydrophobe et un domaine en C-terminal impliqué dans la dimérisation (359).
Deux isoformes (a et ) d’HSP90 existent et on retrouve alors des homo- ou hétéro-dimeéres.

HSP90 est décrite pour son implication dans plusieurs voies de signalisation en liant différentes
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protéines (358). De fagon similaire a HSP70, I’action d’HSP90 est dépendante de la présence
d’ATP (359). HSP90 est principalement impliquée dans le repliement de protéines sorties du
systtme HSP70 dans une mauvaise conformation. Dans ce cas, la protéine HOP (« HSP70-
HSP90 Organizing Protein ») agit comme un lien entre les systémes HSP70 et HSP90 (360).
Le cycle d’HSP90 est illustré figure 41. HSP90, sous forme de dimére sans nucléotide, peut lier
des protéines clientes. Le recrutement de I’ATP entraine un changement vers une conformation
« fermée » avec interaction des deux domaines de liaison aux nucléotides des deux monomeres.
Durant cette étape, ou le dimere forme une structure dite de pince moléculaire, la protéine
cliente est renaturée avant hydrolyse des molécules d’ATP et libération du dimere d’HSP90
(361). Ce cycle apparait aussi régulé par des co-chaperons d’HSP90. Des études ont montré que
Stil interfére avec la dimérisation des domaines N-terminaux durant le cycle inhibant le cycle
alors que Ahal (« activator of HSP90 ATPase ») potentialise ’activit¢ ATPase d’HSP90

favorisant I’avancée du cycle.
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VII.2.3. Le systéeme des chaperonnines

Les chapperonnines sont des larges complexes en structure de double anneaux qui
fonctionne par encapsidation de protéines dénaturées dans une cavité centrale hydrophobe
(362). Les chapperonnines sont classifiées en deux familles suivant leurs structures : les
chapperonnines de type 1 qui sont retrouvées chez les bactéries (GroEL) ou les mitochondries
des cellules eucaryotes (HSP60) et les chapperonnines de type 2 retrouvées chez les cellules

eucaryotes (TRiC). Les chapperonnines de type 1 sont représentées comme une structure de
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« tonneau » et nécessite un co-facteur (HSP10 chez les eucaryotes, GroES chez les bactéries)
qui agit comme un « couvercle ». Au contraire, les chapperonnines de type 2 ne requirent pas
de co-facteurs pour leur fonctionnement. Les changements de conformation (« ouverte »
/ « fermée ») sont dépendant de I’ATP. Le systéme de chapperonnines bactérien GroEL-GroES
est le mieux décrit et la cinétique du cycle de repliement est illustrée dans la figure 42 (13). Les
chapperonnines ont ét¢ décrites dans le repliement de nombreuses protéines prises en charge

inefficacement par les systtmes HSP70 ou HSP90.
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Figure 42. Cycle de repliement du systéme GroEL-GroES. La liaison d’une protéine cliente a GroEL entraine 1’association
a I’ATP menant a un changement de conformation, le recrutement de GroES et I’encapsidation de la protéine cliente. Comme
pour le systéme HSP90, I’hydrolyse de I’ATP en ADP entraine 1’ouverture du complexe chaperon et la libération du co-facteur

GroES et de la protéine cliente dans sa conformation native (d’aprés Kim et al., 2013 (13)).

VIL.2.4. HSP27

HSP27 est la petite HSP la plus étudiée et est exprimée dans de nombreux tissus et types
cellulaires a des stades spécifiques du développement ou de la différenciation cellulaire. Son
expression basale est faible mais augmente fortement en cas de stress. Elle est constitutivement
localisée dans le cytosol mais en cas de choc thermique elle se relocalise presque
immédiatement dans le noyau ou autour de celui-ci (363). Elle est composée d’un motif WDPF
situé en N-terminal qui est nécessaire a la formation de grands oligomeres (364). Le domaine
C-terminal quant a lui est impliqué dans la stabilisation de ces grands complexes oligomériques.
HSP27 est en effet une protéine en équilibre entre un état dimeérique et un état oligomérique.
L’oligomérisation est un processus dynamique régulé par le statut de phosphorylation de la
protéine (Figure 43). A 1’¢état phosphorylé, HSP27 se trouve sous forme de dimere et a 1’état
non phosphorylé se trouve sous forme de grands oligomeres pouvant former des structures de

poids moléculaires allant jusqu’a 800kDa.
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L’activité d’HSP27 est différente de celle d’HSP90 et d’HSP70 qui ont la capacité de
favoriser le repliement des protéines dénaturées. HSP27 n’a pas cette capacité, mais elle peut
« piéger » tres rapidement les protéines dénaturées avant qu’elles ne s’agrégent de manicre
irréversible et deviennent délétéres pour la cellule. Apres cette étape, si les protéines ainsi
piégées par HSP27 peuvent étre repliées, elles pourront étre prises en charge par les protéines
HSP90 et HSP70 (365). Par contre, si les protéines piégées sont dénaturées de fagon
irréversible, elles seront orientées vers le protéasome. Cette propriété de chaperon est attribuée

uniquement aux grands oligomeres.
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Figure 43. Structure et organisation d’HSP27. HSP27 est en équilibre entre un état dimérique et oligomérique en fonction
de sa phosphorylation. Selon son organisation, HSP27 aura différentes fonctions au sein des cellules (d’aprés Arrigo et al.,

2007 (364)).

HSP27 peut étre phosphorylée sur trois résidus serines situés en position 15, 78, 82.
Cette phosphorylation est régulée par la voie p38MAPK (366). Cette voie de signalisation est
impliquée dans plusieurs processus cellulaires incluant les changements de morphologie et la
mobilité des cellules. Ainsi, cette voie est impliquée dans la régulation de la dynamique des
filaments d’actine. En effet, HSP27 sous sa forme non phosphorylée agit comme un inhibiteur
de la polymérisation de 1’actine en se fixant sur la partie terminale de celle-ci. Sous sa forme
phosphorylée, elle se détache de I’actine permettant ainsi a cette derniére de se polymériser

(367).

Notre équipe a également montré qu’HSP27, sous forme de petits oligomeres, pouvait
se lier a I’'ubiquitine et favoriser, lors d’un stress, [’ubiquitination de certaines protéines et ainsi
leur dégradation par le protéasome. Ces études ont notamment permis de montrer qu’HSP27
entrainait la dégradation d’IxBa, I’inhibiteur du facteur de survie NF-xB (Nuclear Factor-

Kappa B) permettant ainsi la relocalisation dans le noyau et ’augmentation de 1’activité de ce
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dernier. Ceci a pour conséquence une augmentation de la transcription de ces genes cibles
comme Bcl-2, BcL-XL ou les IAP (« inhibitor of apoptosis protein ») favorisant la survie

cellulaire (368).

HSP27 est aussi trés étudiée pour son implication dans le cancer. Elle est fortement
surexprimée dans un grand nombre de cancers, tels que le cancer du sein, de 1’ovaire, de
I’endometre, du colon, les ostéosarcomes et les leucémies, (369, 370). HSP27 semble protéger
de I’apoptose et favoriser ainsi la prolifération cellulaire augmentant le potentiel métastasique
des cellules cancéreuses probablement par ses capacités a se lier aux protéines du cytosquelette
(371-374). HSP27 peut induire une résistance a certains médicaments anticancéreux. Choi et
collaborateurs ont montré que 1’expression d’HSP27 était directement liée a la résistance des
cellules de cancers colorectaux a la chimiothérapie (375). En inhibant I’expression d’HSP27,
ils diminuaient la résistance des cellules au traitement a 1’irinotecan. Plus récemment, Zhuang
et al. ont montré¢ que I’inhibition d’HSP27 sensibilise les cellules A549 a I’induction de
I’apoptose par TRAIL (« Tumor necrosis factor-alpha-Related Apoptosis-Inducing Ligand »)
(376).

VIL.2.5. aB-crystallin

aB-crystallin est une petite protéine de stress fortement inductible en conditions de stress
dans de nombreux autres organes tels que le cerveau, le coeur, les muscles lisses et les poumons
(377). Comme HSP27, aB-crystallin possede un role de chaperon et est capable de lier les
parties hydrophobes de surface des protéines mal repliées empéchant leur agrégation et
protégeant 1’intégrité cellulaire (378). HSP27 et aB-crystallin sont deux protéines trés proches
et elles peuvent co-localiser dans de nombreux organes en conditions normales ou
pathologiques. Certaines publications rapportent un role synergique de ces deux petites HSP
qui sont capables d’interagir I’une avec 1’autre (379). aB-crystallin joue un réle physiologique
dans de nombreux processus indépendants du choc thermique, telles que la croissance et la
différenciation cellulaire, l'apoptose, la tumorigenése, la transduction du signal et enfin, la
modulation des protéines du cytosquelette comme les filaments intermédiaires (14). Ces
interactions avec les filaments intermédiaires est importante et des mutations d’aB-crystallin
entrainent des dommages sur I’architecture cytosquelettique cellulaire qui conduisent parfois a
des pathologies sévéres chez I’homme. Ces mutations entrainent des faiblesses musculaires
notamment des muscles cardiaques causant des cardiomyopathies. En 2001, une étude de Brady

et al. chez la souris montre que la déficience pour 1’expression d’aB-crystallin entraine un
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phénotype sévere chez les souris agées qui se caractérise par une posture voutée, une perte

importante de poids aprés 40 semaines, et une dégénérescence des cellules musculaires (380).

La fonction d’aB-crystallin est modulée par son oligomérisation et sa phosphorylation
sur trois sites distincts : les sérines 19, 45 et 59. Au moins deux voies sont impliquées dans la
phosphorylation d’aB-crystallin : les MK2 (MAPKAP Kinase 2) sont responsables de la
phosphorylation de la sérine 59, comme pour HSP27, tandis que la sérine 45 apparait sous le
controle de la MAPKinase p42/p44. La kinase responsable de la phosphorylation de la sérine

19 est toujours inconnue.

aB-crystallin est impliquée dans de nombreux processus cellulaires, notamment
I’apoptose. Plusieurs études ont démontré que la surexpression d’aB-crystallin a un effet
protecteur contre un large panel de stimuli apoptotiques alors que son inhibition sensibilise
grandement les cellules a la mort programmée (381-383). L’effet anti-apoptotique d’aB-
crystallin semble mettre en jeu I’inhibition de la caspase-3, protéine effectrice essentielle du
processus d’apoptose (381, 383-385). L’addition d’aB-crystallin recombinant a des extraits
cellulaires empéche I’activation de la caspase-3 par le cytochrome ¢ ou la caspase-8, étape
cruciale du processus. aB-crystallin interagit avec la procapase-3 inhibant ainsi son clivage et
donc son activation expliquant sa fonction anti-apoptotique. Morisson et al. ont démontré sur
des cardiomyocytes que la phosphorylation d’aB-crystallin sur la serine 59 semble nécessaire
et suffisante pour assurer une protection maximale contre 1’apoptose (385). aB-crystallin est
¢galement capable de se lier a des protéines pro-apoptotiques tels que Bax, Bcl-Xs (386) et p53

(387) pour empécher leur translocation dans la mitochondrie.

Il a ét¢ montré qu’aB-crystallin peut protéger les cellules de la mort induite par les
inhibiteurs du protéasome. L'inhibition du protéasome induit l'accumulation de protéines mal
repliées qui sont toxiques pour les cellules. En réponse aux inhibiteurs du protéasome, aB-
crystallin se relocalise au niveau du cytosquelette et se lie aux microtubules. Ainsi, les protéines
intracellulaires endommagées sont séquestrées dans les microtubules et ne peuvent étre
toxiques pour la cellule (388). Les fonctions anti-apoptotiques d’aB-crystallin sont donc
dépendantes essentiellement de sa capacité a bloquer l'activation de la caspase-3 et a protéger
l'intégrité des microfilaments. Ces fonctions semblent tre modulées par sa phosphorylation et

sa distribution cellulaire.
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Une autre fonction récemment identifiée d’aB-crystallin est sa capacité a faciliter la
dégradation des protéines spécifiques par le systéme ubiquitine/protéasome (389). Le systéme
d’ubiquitination des protéines pour la dégradation par le protéasome 26S, une protéase
multicatalytique composée d'une sous-unit¢ 20S catalytique et deux sous-unités 19S
régulatrices (390), est essentiel pour le bon assemblage/désassemblage des complexes de
protéines pour prévenir les interactions indésirables et leur agrégation. L’interaction d’oB-
crystallin avec 1'une des 14 sous-unités du protéasome 20S a été décrite (391). Cependant, cette
interaction ne semble pas moduler I'activité du protéasome. Lorsque les sérines 19 et 45 d’aB-
crystallin sont phosphorylées, les protéines peuvent interagir avec FBX4, qui est un composant
de l'ubiquitine-ligase SCF (SKP1/CULI1/F-box) qui ubiquitine les protéines clientes pour les
adresser au protéasome (392). Le complexe oB-crystallin/FBX4 régit ['ubiquitination

spécifique de divers substrats induisant leur dégradation.

VII.3. HSPs et fibrose

Comme nous 1’avons évoqué précédemment, les HSP sont impliquées dans différentes
conditions physio-pathologiques et également dans la régulation de nombreuses voies de
signalisation. La surexpression de différentes HSP a été mise en évidence et plusieurs roles
leurs ont été attribués dans les réactions fibrosantes. Les différents roles des HSP dans la fibrose

et sur la voie du TGF-B1 ont été revus récemment par notre équipe (16).

VIIL.3.1. HSP et signalisation du TGF-1

Le TGF-B1 est la cytokine clé du processus fibrosant directement impliquée dans la
surproduction de collagéne caractérisant la fibrose. La voie des Smad est la voie de signalisation

classique du TGF-B1 et est finement régulée par différentes HSP.

A. HSP70

Le role protecteur d’HSP70 dans le processus fibrotique est bien documenté (16). Chez
le rongeur, la surexpression d’HSP70 protége de la fibrose pulmonaire induite par la
bléomycine (393). De plus, I’inhibition de cette HSP par le gefitinib aggrave la fibrose dans ce
méme modele (394). Cet effet protecteur semble passer par différentes actions d’HSP70 sur les
protéines de la voie des Smad (Figure 44A) (16). La surexpression d’HSP70 affecte les niveaux

d’expression des TGF-BR (395). Le mécanisme exacte n’est pas connus mais les auteurs
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avancent le role de la E3 ubiquitine ligase CHIP dans ce phénoméne de dégradation TGF-R.

Dans un mod¢le de fibrose rénale, I’induction d’HSP70 inhibe la phosphorylation et la

translocation de Smad3, interférant avec le processus d’EMT et la fibrose (396).

Des actions extracellulaires d’HSP70 ont aussi été mises en avant. La présence

d’anticorps dirigés contre HSP70 a été montré dans le sang de patients atteints de FPIL. Cette

présence ¢tait corrélée a la progression de la FPI (57). Dans un mod¢le de fibrose cardiaque

chez le rongeur, le blocage de la forme extracellulaire d’HSP70 a un rdle protecteur (397). La

forme extracellulaire d’HSP70 peut se lier a TLR4 qui, via la voie MyD88, va activer les voies

MAPK, JNK et ERK et avoir des effets pro-fibrosants en entrainant 1’expression du TGF-1
(Figure 44B) (16).

Tetrameric TRR Tetrameric TRR

complex complex

: Extracellular HSP70

TLR4

SMAD2_) SMAD3, TGF-p1,
> procollagen1

ATP

a-SMA, PAI-1, a-SMA, PAI-1,

_» TGF-B1,

procollagen1

Low level of HSP70 High level of HSP70

Figure 44. HSP70 est un régulateur important du signal TGF-p1. A) L’induction
d’HSP70 interfére avec la voie du TGF-B1. Gauche : en conditions normales, HSP70
n’interfére pas avec la voie du TGF-f. Droite : En cas de surexpression, HSP70 se lie a
Smad3 et Smad2, diminuant leur phosphorylation, leur import dans le noyau et ainsi leur
activité de facteur de transcription. HSP70 affecte aussi I’expression des TGF-BR. Cet effet
passerai par le recrutement au niveau des récepteurs de la E3 ubiquitine ligase CHIP. B)
HSP70 extracellulaire active les voies MAPK via TLR4. HSP70 extracellulaire peut se lier
et activer TLR4, activant les voies de signalisation JNK et ERK, menant aux
phosphorylation de c-Fos et c-Jun. Ces deux facteurs active par la suite I’expression du TGF-

B1 via AP-1 (d’apres Bellaye et al., 2014 (16)).
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B. HSP90

De récentes études ont montré le role bénéfique de I’inhibition d’HSP90 dans la
fibrogenese. Le 17AAG, inhibiteur d’HSP90, est capable de prévenir I’expression d’a-SMA
induite par le TGF-B1 dans un mode¢le murin de fibrose rénale (398). Plusieurs mécanismes ont
¢té proposés pour expliquer le réle d’HSP90 dans la voie du TGF-B1 (Figure 45) (16). Dans
des conditions normales, le TGF-BR de type II (TGF-BRII) est ubiquitiné par la E3 ubiquitine
ligase Smurf2, ce qui entraine sa dégradation via le protéasome. En méme temps, le récepteur
aux glucocorticoides se lie au facteur de transcription de génes pro-fibrosants NF-kB et le
séquestre dans le cytosol. En conditions fibrosantes, HSP90 est surexprimée et se lie dans la
cellule au TGF-BRII et au récepteur aux glucocorticoides. HSP90 interfére alors avec
I’ubiquitinylation du TGF-BRII favorisant son expression a la surface des cellules. En méme
temps, en se liant au récepteur aux glucocorticoides, HSP90 permet la libération de NF-«kB qui

entraine la syntheése de génes profibrosants dans le noyau.
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Figure 45. L’inhibition d’HSP90 interfére avec la voie du TGF-p1. Gauche : HSP90 forme un complexe avec TGF-fRII,
inhibant sa dégradation par le protéasome. En méme temps, HSP90 se lie avec le récepteur aux glucocorticoides (GR) entrainant
la translocation et I’activité de NF-xB. Droite : le 17AAG, un inhibiteur d’HSP90, se lie a HSP90 et interfére avec sa liaison
au TGF-BRII et au GR entrainant la dégradation protéasomale du TGF-BRII et la séquestration de NF-kB par le GR inhibant la
voie du TGF-B1 (d’apres Bellaye et al., 2014 (16)).
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C. HSP47

De par sa fonction de chaperon du collagéne, HSP47 se retrouve fortement impliquée
dans le processus fibrosant (16). En effet, HSP47 est fortement augmentée dans la FPI et au
cours de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine au sein des myofibroblastes, des
pneumocytes de types II et des macrophages (399-401). Les niveaux d’HSP47 sont corrélés
avec un mauvais pronostic (402). L’inhibition de ce chaperon par [’utilisation
d’oligonucléotides anti-sens semble pouvoir diminuer le développement d’une fibrose
pulmonaire induite par la bléomycine chez le rat (403). In vitro, la pirfenidone diminue

I’expression d’HSP47 dans des fibroblastes pulmonaires humains normaux (404).

D. HSP27

Peu d’études ont été réalisées sur le role d’HSP27 dans la fibrose pulmonaire. Cependant la
présence d’une surexpression d’HSP27 dans les poumons de patients porteurs de FPI a été mise
en avant. Cette surexpression d’HSP27 a été observée dans les cellules bronchiques se situant
autour des foyers de fibroblastes (399). Deux autres articles montrent 1’implication d’HSP27
dans ’EMT en dehors du poumon. Le premier montre qu’HSP27 est surexprimée in vitro dans
I’EMT des cellules mésothéliales de péritoine et qu’elle est en revanche diminuée in vivo dans
I’EMT chronique de la fibrose péritonéale induite par la dialyse. La surexpression d’HSP27 in
vitro protége de I’apoptose induite par les fluides de dialyse péritonéale (405). Dans la seconde
¢tude, les auteurs suggere I’implication d’HSP27 dans la fibrose rénale via son role dans ’EMT.
IIs montrent qu’HSP27 est surexprimée au cours de la fibrose rénale et qu’elle co-localise avec
le TGF-B1, I’a-SMA et I’E-cadhérine. In vitro les auteurs montrent qu’HSP27 est surexprimée
au cours de PEMT induite par le TGF-f1. La surexpression d’HSP27 dans des cellules
épithéliales rénales de rat, induit I’expression de I’E-cadhérine et inhibe 1’expression du facteur
de transcription Snail, protégeant ainsi de ’EMT. Les auteurs concluent sur le fait qu’HSP27
est impliquée dans le processus de fibrose rénale en ayant un rdle protecteur et que sa

surexpression pourrait ralentir le processus fibrosant en inhibant le processus d’EMT (406).

Récemment, notre équipe a largement étudié le réle d’HSP27 dans la fibrose pulmonaire
(407). En effet, nous avons mis en évidence un role d’HSP27 dans ’EMT in vitro des cellules
épithéliales pulmonaires et mésothéliales pleurales, ainsi qu’une surexpression de cette petite
protéine de stress au niveau des foyers fibroblastiques chez les patients atteints de FPIL. La
surexpression d’HSP27 induit une transformation des cellules avec I’expression d’a-SMA et la
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baisse de I’expression de I’E-cadhérine. De plus, I’inhibition d’HSP27 chez le rat a 1’aide
d’oligonucléotides antisens (OGX-427) protege les animaux de la fibrose induite par
I’administration intrapleurale d’AdTGF-B1. En plus de I’inhibition de la fibrose, la répression
d’HSP27 empéche également la migration des cellules mésothéliales pleurales transformées en
myofibroblastes a I’intérieur du parenchyme pulmonaire. Cet effet s’explique par un rdle
protecteur d’HSP27 sur le facteur de transcription Snail, indispensable a I’induction de ’EMT
(Figure 46) (16). HSP27 proteége Snail de la dégradation par le protéasome conduisant a son
accumulation nucléaire et a I’activation de ses geénes cibles induisant ’EMT. Ainsi, I’inhibition
d’HSP27 in vivo induit la dégradation de Snail inhibant I’EMT et faisant d’HSP27 une nouvelle
cible thérapeutique pour la FPI (407).
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Figure 46. HSP27 stabilise le facteur de transcription Snail et favorise ’EMT. Gauche : HSP27 est capable de se lier a
Snail pour empécher sa dégradation par le protéasome. Apres I’activation de la voie de signalisation du TGF-B1, Snail devient
nucléaire et induit la transcription des geénes de I’EMT. Droite : En cas d’inhibition d’HSP27, la dégradation de Snail par le
protéasome est renforcée inhibant le processus d’EMT et favorisant la prévention de la fibrose (d’apres Bellaye et al., 2014

(16)).

E. aB-crystallin

Au niveau pulmonaire, aB-crystallin est surexprimée dans de nombreuses pathologies
comme le cancer (408) et les maladies pulmonaires obstructives chroniques (409). Cependant,

son role dans la fibrose reste peu documenté¢.

Dans un mode¢le de fibrose du foie, aB-crystallin est surexprimée rapidement apres
I’activation des HSCs (« hepatic stellate cells ») avec une localisation cytoplasmique puis
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nucléaire en condition de choc thermique (410, 411). De maniére intéressante, différentes
¢tudes révelent que 1’expression d’aB-crystallin peut étre induite par le TGF-B1 (412, 413) et
une ¢étude par Huang et al. démontre un réle de cette sHSP dans le processus d’EMT (414). Les
auteurs montrent qu’aB-crystallin forme un complexe avec la protéine 14-3-3(, la protégeant
de la dégradation par le protéasome. Ceci se traduit par une augmentation de la quantité de
protéine 14-3-3( dans la cellule conduisant a I’activation de la voie de signalisation ERK1/2
(Figure 47). Ainsi, aB-crystallin permet I’activation de la cascade de phosphorylation ERK
induisant I’activation du facteur de transcription Slug, inducteur de ’EMT (414). Ce processus,
mis en ¢vidence dans un modele de carcinome hépatique pourrait avoir une importance
particuliere dans la fibrogenése puisque ’EMT est également un processus clé de la fibrose

pulmonaire.
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Figure 47. aB-crystallin favorise PEMT en augmentant la voie du TGF-B1. Gauche: En l'absence d’aB-crystallin la
protéine 14-3-3C est détruite par le protéasome et la E3 ubiquitine ligase TIF-1y ubiquitine Smad4 induisant son export nucléaire
. Droite: aB-crystallin interagit avec la protéine 14-3-3( permettant la dimérisation de Raf et la phosphorylation de ERK activant
les geénes de ’EMT. En condition de stimulation par TGF-B1, les Smad-2 et -3 phosphorylées se complexent avec Smad4
permettant la translocation nucléaire du complexe. aB-crystallin protége alors Smad4 de 1’ubiquitunation par TIF-1vy,
augmentant le temps de résidence nucléaire des Smad et entrainant une induction des effets pro-fibrosants de TGF-B1 (d’apres

Bellaye et al., 2014 (16)).

Trés récemment, notre équipe a mis en évidence un rdle clé d’aB-crystallin dans la fibrose
pulmonaire (211). Cette petite protéine de stress est surexprimée dans les cellules épithéliales

alvéolaires hyperplasiques et aussi au sein des foyers fibroblastiques dans les poumons de

87



patients atteints de FPI. De plus, aB-crystallin est surexprimée dans différents modeles de
fibrose pulmonaire chez la souris. Les souris déficientes pour aB-crystallin montrent une
production de TGF-B1 altérée et sont protégées de la fibrose induite expérimentalement. Nous
avons montré que cette action sur la voie du TGF-B1 passe par la régulation de la localisation
nucléaire de Smad4 (Figure 47), un point clé de la voie du TGF-B1 (cf. 11.4.3.C) (16). En effet,
aB-crystallin protege Smad4 de I’ubiquitination par la E3 ubiquitine ligase TIF-1y, favorisant
la localisation nucléaire de la co-Smad. Le temps de résidence accru de Smad4 dans le noyau
augmente 1’activité transcripitonnelle des Smad et favorise donc les effets pro-fibrosants de
TGF-B1. Cette ¢tude montre que I’inhibition d’aB-crystallin pourrait étre une option

thérapeutique dans la FPI.

VIII. Objectifs de la thése

L’ensemble des travaux réalisés aux cours de cette theése sur la toxicité de la bléomycine
et de son point de départ sous-pleural a pour objectif d’apporter des connaissances pour avancer
dans la compréhension des mécanismes mis en jeu au cours du processus de fibrogenese
pulmonaire et mettre en évidence de nouvelles solutions thérapeutiques pour la prise en charge
de patients atteints de fibrose pulmonaire, idiopathique ou liée a la toxicité de la bléomycine.

Ce travail est articulé autour de plusieurs axes :

L’¢étude d’aB-crystallin comme nouvelle cible thérapeutique. Nous avons étudié les effets
de I’inhibition d’aB-crystallin dans des modéles murins de fibrose pleuro-pulmonaire afin de
mettre en évidence le potentiel thérapeutique de son inhibition sur I’initiation de la fibrose

pulmonaire.

L’étude de ’importance de 1’axe caspase-1/IL-1p sur les cellules pleurales. Nous avons
¢tudié les roles de 1I’axe caspase-1/IL-1f sur I’inflammation et I’activation des cellules pleurales

dans un modg¢le de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine.

L’¢tude d’une forme déglycosylée de la bléomycine. Nous avons recherché dans
différents modeles de cancer les effets anticancéreux d’une forme modifi¢e de la bléomycine
avec en parall¢le une étude de sa toxicité pulmonaire. A travers cette partie, nous nous sommes
attachés a mettre en évidence I’implication de la caspase-1 dans la toxicité pulmonaire de la

bléomycine au niveau des cellules épithéliales alvéolaires.
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I. Article 1. L.’inhibition d’aB-crystallin a des effets anti-
fibrotiques dans la fibrose pleuro-pulmonaire

Comme nous ’avons vu précédemment, de nombreuses études suggerent que la plevre et
les cellules mésothéliales qui la composent ont un role important dans I’initiation de la FPI
(257, 260, 261, 276, 407). Notre équipe a développé plusieurs modeles de fibrose pleuro-
pulmonaire (261, 276). A I’aide de ces modeles, elle a montré que les cellules mésothéliales
sont, en conditions pro-fibrosantes, capable de se transformer en cellules agressives pouvant

acquérir un phénotype de myofibroblastes et migrer vers I’intérieur du parenchyme pulmonaire.

Le TGF-B1 est le facteur clé du processus fibrosant et son action sur les cellules passe par
la voie de signalisation des Smad. Un point de contrdle clé de cette voie réside dans la
localisation nucléaire ou cytoplasmique de Smad4 qui est finement régulée. Nous avons
récemment montré le role clé de la petite protéine de choc thermique aB-crystallin dans la
régulation de la localisation subcellulaire de Smad4 (211). L’inhibition d’aB-crystallin
diminuait la voie du TGF-B1, interférant avec 1’activation et la transformation des cellules

épithéliales alvéolaires.

Dans ce travail, nous montrons la surexpression d’aB-crystallin au niveau des cellules
mésothéliales pleurales sur des coupes de poumons de patients atteints de FPI. Des souris ou
’expression d’aB-crystallin a été délétée (aB-crystallin™) sont protégées de la fibrose pleuro-
pulmonaire comparé a des souris « sauvages ». La migration des cellules pleurales dans les
animaux aB-crystallin”” est diminuée dans ces modéles de fibrose pleuro-pulmonaire. In vitro,
I’inhibition d’aB-crystallin est corrélée a une baisse de 1’expression d’a-SMA induite par la
bléomycine et interfére avec la capacité migratoire des cellules mésothéliales pleurales Met5A

cultivées en présence de TGF-B1.

Ce travail, dont je suis co-premier auteur, a donné lieu a une publication originale en 2015
dans le journal « American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology » (facteur

d’impact : 4,08). Les travaux supplémentaires publiés en ligne sont présentés dans les annexes.
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Abstract

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a devastating disease
characterized by myofibroblast proliferation and extracellular-
matrix accumulation. IPF typically starts in subpleural lung regions,
and recent studies suggest that pleural mesothelial cells play a role
in the onset of the disease. The transition of mesothelial cells into
myofibroblasts (mesothelio-mesenchymal transition) is induced by
the profibrotic cytokine, transforming growth factor (TGF)-B1, and

is thought to play a role in the development and progression of IPF.
The Mothers Against Decapentaplegic homolog (Smad)-dependent
pathway is the main TGF-B1 pathway involved in fibrosis. aB-crystallin
is constitutively expressed in the lungs, and is inducible by stress,
acts as a chaperon, and is known to play a role in cell cytoskeleton
architecture. We recently showed that the lack of aB-crystallin
hampered TGF-B1 signaling by favoring Smad4 monoubiquitination
and nuclear export. We demonstrate here, for the first time, that a.B-
crystallin is strongly overexpressed in the pleura of fibrotic lungs from
patients with IPF and in rodent models of pleural/subpleural fibrosis.
aB-crystallin-deficient mice are protected from pleural/subpleural

The pleura can be the site of fibrotic diseases,
commonly resulting in pleural disorders
secondary to fibrotic responses from

fibrosis induced by the transient adenoviral-mediated overexpression
of TGF-B1 or the intrapleural injection of bleomycin combined with
carbon particles. We show that aB-crystallin inhibition hampers
Smad4 nuclear localization in pleural mesothelial cells and the
consequent characteristics of mesothelio-mesenchymal transition.
aB-crystallin—deficient mesothelial cells fail to acquire the properties
of myofibroblasts, thus limiting their migration in vivo and the
progression of fibrosis in the lung parenchyma. In conclusion, our
work demonstrates that aB-crystallin may be a key target for the
development of specific drugs in the treatment of IPF.

Keywords: fibrogenesis; pleura; transforming growth factor-B1;
heat shock proteins; idiopathic pulmonary fibrosis

Clinical Relevance

This research highlights a new potential therapeutic target for
idiopathic pulmonary fibrosis focusing on pleural initiation
of the disease.

activated mesothelium. Exposure to asbestos
(1), pleural reactions induced by drugs,
such as ergots (2) or cyclophosphamide

(3, 4), hemothorax or pneumothorax, and
tuberculosis are among the most common
causes of pleural fibrosis. Pleural and
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pulmonary fibrosis share several properties,
and are characterized by excessive
extracellular matrix deposition. Idiopathic
pulmonary fibrosis (IPF), a disease

with a poor prognosis and no effective
treatment, typically starts in subpleural
lung regions (5, 6). There is now some
evidence that the pleura, and, in particular,
mesothelial cells, may be involved in the
initiation and the progression of IPF under
profibrotic conditions. Our team first
demonstrated that transforming growth
factor (TGF)-B1 overexpression in the
pleural space of rats led to severe pleural
fibrosis invading the lung parenchyma (7),
as observed in the subpleural initiation of
IPF. We later reproduced the same findings
after the intrapleural injection of bleomycin
(BLM) combined with carbon particles in
mice (8). In both models, we showed,

for the first time in vivo, that pleural
mesothelial cells undergo a phenotypic
transformation into myofibroblasts
(mesothelio-mesenchymal transition
[MMT]), and acquire the ability to migrate
into the lung parenchyma, thus playing

a potential role in IPF (7). Our hypothesis
was reinforced by a recent study showing
that, in lung biopsies of patients suffering
from IPF, cells that were positive for
calretinin, a marker of mesothelial cells,
could be found in fibrotic areas not only
beneath the pleura, but also within the
lung (9).

Heat shock proteins (HSPs) are
molecular chaperones involved in many
essential cellular processes, such as
apoptosis, cytokine induction, inflammation,
and diseases of the cytoskeleton (10-16).
HSPs have also been widely described as
being involved in the pathogenesis of
cancer (17) through their involvement in
several molecular mechanisms of cancer
cells, such as proliferation (18),
invasiveness (19), and angiogenesis
(20, 21). In several reports, HSPs appeared
beneficial to cancer cells, and therefore
harmful for patients affected by a wide
range of cancer types (27).

We recently showed that inhibition
of the small HSP, HSP27, favors the
degradation of the transcription factor,
Snail, thus limiting this fibroblastoid
transformation of mesothelial cells (22).
This inhibition was associated with
beneficial effects on pleural and subpleural
fibrosis (22).

The expression of aB-crystallin,
another small HSP often related to HSP27,

is known to be enhanced by TGF-B1 (23,
24). aB-crystallin plays a major role in
cytoskeletal homeostasis, suggesting that it
is involved in the cytoskeletal architecture
of fibroblasts and myofibroblasts during
the fibrogenesis process. Recently, we
demonstrated in fibroblasts and in
epithelial cells that aB-crystallin was

able to abrogate Mothers Against
Decapentaplegic homolog 4 (Smad4)
monoubiquitination by transcription
intermediary factor 1 vy (TIFly) by
disrupting formation of the TIF1y-Smad4
complex. We demonstrated that
aB-crystallin enhances the nuclear
localization of Smad4, further activating
the TGF-B1 pathway and subsequent
fibrosis (25). As a consequence,
aB-crystallin—-deficient mice were
protected from pulmonary fibrosis when
profibrotic agents were administered
intratracheally (BLM, TGF-B1, and
IL-1B adenoviral-mediated gene
overexpression [25]).

These findings led us to investigate
the role of aB-crystallin in the pleura of
patients with IPF and in our animal models
of pleural/subpleural fibrosis. The present
work highlights a potential role of the
small HSP, aB-crystallin, in MMT, thus
indicating that it may contribute to the
subpleural initiation and parenchymal
invasion of mesothelial cells in the IPF
process.

Materials and Methods

Human Tissue Samples for Histology
Lung tissue samples were obtained by open
lung biopsy (Institut National de la Santé et
de la Recherche Médicale U700, Paris).
IPF (n = 6) was diagnosed according to
the American Thoracic Society/European
Respiratory Society consensus criteria (6).
Control non-IPF lung tissue samples

(n = 4) were obtained from smokers. The
local ethics committee approved the study,
and patients gave their informed consent.
Paraffin-embedded sections were stained
with 1B6.1-3G4 anti-aB-crystallin (Enzo
Life Sciences AG, Villeurbanne, France),
anti-smooth muscle actin (a-SMA)
(Abcam, Paris, France), and anti-calretinin
(Cell Marque, Rocklin, CA). The Vectastain
ABC-alkaline phosphatase kit system
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) was
used. See the online supplement for more
details.
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Animal Procedures

SV129 wild-type (WT) mice (Charles River,
Saint Germainsur-1’Arbresle, France) and
aB-crystallin knockout (KO) mice were
treated according to the guidelines of the
Ministére de la Recherche (Paris, France).
All experiments were approved by the
Comité d’Ethique de I'Université de
Bourgogne. Pleural/subpleural fibrosis was
induced by the intrapleural instillation of
adenovectors expressing TGF-81, AAdTGF-
B1 (5X10® plaque-forming units) or BLM
(20 mg/kg; Sigma, St. Louis, MO)/carbon
particles (carbon black 101, 90-nm
diameter, 0.1 mg/mouse; Degussa,
Frankfurt, Germany) as previously
described (7, 8). Pleural lavage fluid was
collected as previously described (26).
Tissue samples from animals after the
intrapleural injection of AdLacZ/AdTGF-
B1 or adenovirus expressing
B-galactosidase/control adenovirus
(AdLacZ/AdDL) were stained with
B-galactosidase, as previously described (7).
See the online supplement for further
details.

Collagen Quantification
The amount of collagen in paraffin-
embedded tissue sections was quantified by
staining with Picrosirius red, as previously
described (8). In the pleura, collagen was
measured within a rectangle (constant
length of 100 mm, width depending on
pleura thickness; n = 5 or 6 pictures/animal;
10 rectangles/picture have been studied).
Collagen within subpleural areas was
measured using circles (65-mm diameter)
randomly placed at a constant distance
from the pleura. Collagen in the
parenchyma was measured using 20 identical
circles per section placed randomly
throughout the parenchyma.

The sircol assay was performed on
whole left lung lysates using a Sircol kit
(Biocolor Ltd., Northern Ireland, UK).

Cell Culture and Small

Interfering RNA

Met5A lung mesothelial cells (ATCC,
LGC Standards, Molsheim, France) were
grown as monolayers in Med199 (Lonza,
Paris, France), supplemented with 10%
of FBS (Lonza). aB-crystallin small
interfering RNA (siRNA) (Applied
Biosystem, Life Technologies SAS, Saint
Aubin, France) sense and antisense
sequences were transfected using
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A

Figure 1. aB-crystallin is expressed in the pleura of fibrotic lungs. (A) Pleural mesothelial cells (arrows) in idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) lungs with
fibroblastic focus (asterisk): (a) calretinin; (b) a-smooth muscle actin (a-SMA) (inset, 1gG); (c) aB-crystallin (magnification, 10X); (d) aB-crystallin in

a representative control patient (20X); scale bar, 100 um. (B) aB-crystallin immunohistochemistry on lung tissues from mice that received intrapleural
injection of either NaCl (/ and /V) or bleomycin (BLM) combined with carbon particles (//, lll, V, and VI). Representative images obtained at Day 10 after
adenovirus administration are shown. (Inset) Negative controls using IgG1 antibody (n = 5; magnification, /, /I, lll, 400X, and IV, V, VI, 200X). (C) aB-
crystallin immunohistochemistry on lung tissues from mice that received an intrapleural injection of either a control adenovirus (AdDL, /) or the transforming
growth factor (TGF)-B1-encoding adenovirus (AdTGF-B1, I/ and /ll). A representative image obtained at Day 10 after injection of the adenovirus is
shown (magnification, 200X). (/ll) Negative controls using IgG1 antibody.
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Figure 2. aB-crystallin knockout (KO) mice are protected from BLM/CB-induced pleural fibrosis. (A) Representative histology (left panel) of wild-type (WT)
and aB-crystallin KO mice lungs 21 days after intrapleural injection of NaCl or BLM/CB. Masson’s trichrome staining; magnification, 200X. (n = 5).
Polarized light photography of lung sections stained with Picrosirius red (right panel) from WT and KO mice at Day 21. Representative images are shown
(n = 5; magnification, 200X). (B) Collagen quantification using a histomorphometric method in lungs from WT and KO mice at Day 21. Mean *= SEM;
*P < 0.05, *P =< 0.01; n = 5/group. Measurements were made on the pleural, subpleural, and parenchyma areas. (C) Representative histology of
WT and aB-crystallin KO mice lungs 10 days after intrapleural injection of AATGF-B1 or AdDL (control). Masson’s trichrome staining; magnification, 200X
(n = 6). Representative images are shown. (D) Collagen quantification using a Sircol assay on whole-lung extract and a histomorphometric
method in lungs from WT and KO mice at Day 10. Mean = SEM; *P < 0.05, **P < 0.01, **P < 0.001; n = 6/group. Histomorphometric measurements
were made on the pleura, the subpleural area, and the parenchyma. (E) Heat shock protein (HSP) 47 staining on lung sections from WT and KO

mice 10 days after intrapleural injection of AdTGF-B1. Representative images are shown (n = 5; magnification, 200X). aB-cryst, aB-crystallin; CB, carbon
black; ns, not significant.
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Figure 3. The lack of aB-crystallin KO impairs the TGF-B1 pathway in vivo and in vitro. (A) RNA levels
of human and mouse TGF-B1, mouse plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1), and mouse aB-
crystallin were analyzed by quantitative PCR on lung tissues from WT and KO mice 10 days after
intrapleural injection of ATGF-B1 or AdDL. Mean + SEM; *P < 0.05; n = 3/group. (B) RNA levels of
aB-crystallin, TGF-B1, a-SMA, and PAI-1 were analyzed by quantitative PCR after recombinant
TGF-B1 (rTGF-B1) treatment, where indicated, in Met5A cells transfected with either scrambled
siRNA (control) or aB-crystallin—specific siRNA. Mean = SEM; *P < 0.05; n = 3/group. (C) a-SMA and
aB-crystallin expression were analyzed by Western blot in Met5A cells left untreated, treated with
BLM and transfected where indicated by a scramble siRNA, or a specific aB-crystallin siRNA. HSC70
served as a loading control.

INTERFERIn (Polyplus, Illkirch, France).
See the online supplement for further
details.

Quantitative RT-PCR Analysis

Total RNA from Met5A cells was extracted
using TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA).
Reverse transcription was performed on the
total RNA using the M-MLV kit (Promega,
Charbonnieres, France). Quantitative
RT-PCR was performed on the cDNA
using SYBR green master mix (Promega).
See the online supplement for further details.

Immunohistochemistry

aB-crystallin (Enzo life science), HSP47 (Enzo
life science), and a-SMA (Abcam) antibody
were used for immunohistochemistry. See
the online supplement for further details.

Wound Closure and

Proliferation Assay

When Met5A cells were confluent, a wound
was made in the middle of the culture with
the tip of a needle. Pictures were taken
immediately after the scratch and 48 hours
after recombinant TGF-B1 (rTGF-B1)
treatment (Zeiss, Oberkochen, Germany). See
the online supplement for further details.

Statistical Analysis

The different groups were compared
using the Mann-Whitney test
implemented with StatView software
(Cary, NC). P values below 0.05 were
considered statistically significant. All
results are representative of at least
three different experiments.

Results

aB-crystallin Is Expressed in the
Murine and Human Pleura of

Fibrotic Lungs

Histological examination of lung sections
from patients affected by IFP showed that
aB-crystallin was up-regulated in the
pleura of fibrotic lungs. Indeed, pleural
mesothelial cells, marked by calretinin,
strongly expressed aB-crystallin (Figure 1A).
In contrast, aB-crystallin was barely
detected in pleura from patients without
IPF. This result was confirmed using
rodent models of pleural/subpleural
fibrosis already developed by our team
based on the intrapleural injection of
adenoviruses encoding TGF-B1 (7) or
BLM combined with carbon particles (8).
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Figure 4. The lack of aB-crystallin impairs nuclear localization of Mothers Against Decapentaplegic
homolog (Smad). The cellular localization of Smad4 was determined by immunofluorescence in
Met5A cells transfected with an aB-crystallin-specific siRNA or scrambled siRNA (control) and/or
treated with rTGF-B1. Representative images are shown (n = 4). DAPI, 4’,6-diamidino-2-

phenylindole.

We observed that pleural fibrosis formation
correlated with a significant increase in
aB-crystallin expression (Figures 1B-1C).
aB-crystallin was strongly expressed in
animals that received AdTGF-$1 or BLM
combined with carbon particles, whereas
no expression of aB-crystallin was
observed in control animals, which had
been given injections of an empty
adenovirus (AdDL) or NaCl, respectively,
and did not develop pleural/subpleural
fibrosis (Figures 1B-1C).

aB-Crystallin KO Mice Are Protected
from BLM-/Carbon Particle-Induced
Pleural Fibrosis

As expected, an intrapleural injection of
BLM combined with carbon particles (CB +
BLM), our established model of pleural/
subpleural fibrosis in mice (8, 27), induced
strong pleural and subpleural fibrosis in
WT mice (Figure 2A). As previously
described, fibrosis induction by
intrapleural injection of BLM first led

to the establishment of pleural fibrosis
(7). The distribution of the fibrotic
response, in this model, is bilateral and
homogenous, due to anatomical
connections between the right and left
pleural space in rodents. Lung sections
from WT and KO mice receiving both CB
and BLM showed that the pleural fibrosis
in aB-crystallin-deficient mice was less

severe than that in WT mice at Day

21 (Figure 2A). This observation

was confirmed by collagen quantification
using histomorphometric measurements.
Collagen deposition in the pleura of WT
mice was significantly greater than that in
KO mice (1.5 times greater; Figure 2B).
Furthermore, the amount of collagen in
the subpleural area of WT mice was also
significantly greater than that in the
subpleural area of KO mice after CB

plus BLM injections (2.5 times greater;
Figure 2B). The accumulation of collagen
in the parenchyma of KO mice was not
significantly different from that in WT mice
(Figure 2B). Thus, CB plus BLM-induced
pleural fibrosis invaded the subpleural area
of WT mice to a greater extent than in KO
mice, but did not lead to an accumulation
of collagen in the parenchyma at Day 21.

aB-Crystallin KO Mice Are Protected
from AdTGF-B1-Induced

Pleural Fibrosis

To confirm our results, we used another
pleural fibrosis model based on the
intrapleural injection of AATGF-B1 in mice.
We have already described this model in
rats (7), but this is the first time that it has
been used in mice. In this model, oB-
crystallin was overexpressed in the pleural
and subpleural areas of mice that received
AdTGF-B1 compared with control AdDL
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mice (see Figure El in the online
supplement). In addition, WT mice
developed severe pleural fibrosis after

the injection of AATGF-B1, whereas

mice receiving control AdDL did not
(Figure 2C). The pleural fibrosis induced
by AdTGF-B1 in aB-crystallin null mice
was far less severe than that in WT mice
(Figure 2C). An ELISA assay on pleural
lavage fluid of all groups validated our
model by showing that both WT and KO
mice were able to similarly express the
adenovirus encoding human TGF-f1
(Figure E2). We then investigated collagen
deposition in WT and KO mice using
two collagen quantification methods:
histomorphometry and Sircol assay. Both
methods confirmed higher levels of
collagen accumulation in WT mice
receiving AATGF-B1 than in control
(AdDL) WT mice (histomorphometry
and Sircol: 1.52 and 1.56 times greater,
respectively; Figure 2D). This increase
in collagen was not found in mice that
lacked aB-crystallin (histomorphometry
and Sircol: 1.08 and 0.81 times greater,
respectively, compared with control
AdDL KO mice; Figure 2D). The higher
accumulation of collagen in WT
compared with KO mice was also found
in the subpleural area, but not in the
deeper parenchyma (Figure 2D).

We demonstrated that HSP47, the
chaperon of collagen, was also significantly
greater in the pleura of WT mice than in
KO mice after the intrapleural injection of
AdTGEF-B1 (Figure 2E).

The Lack of aB-Crystallin Impairs the
TGF-B1 Signaling Pathway

We showed that the lack of aB-crystallin
inhibited the expression of several TGF-f1
downstream genes, such as plasminogen
activator inhibitor-1 (PAI-1), and
endogenous TGF-B1 itself in vivo during
pleural fibrosis (Figure 3A). In aB-
crystallin-deficient mice, PAI-1 and
endogenous TGF-1 RNA were up-
regulated to a lesser degree compared
with WT mice (0.5-fold increase and
70-fold increase, respectively, for KO
mice, and 3.5-fold increase and 300-fold
increase, respectively, for WT mice;
Figure 3A) after the intrapleural injection
of AATGF-B1. This endogenous TGF-B1
overexpression suggests a direct effect of
aB-crystallin in the autoinduction loop of
TGE-BL.
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Figure 5. The lack of aB-crystallin impairs pleural cell migration in vivo. (A) Scatch test performed on
Met5A cells transfected with an aB-crystallin-specific SiRNA or scrambled siRNA (control) and treated
with rTGF-B1. Representative images at 0 and 48 hours are shown (n = 4). Magnification, 100X.
(B) Bromodeoxyuridine (Brdu) test showing no effect of aB-crystallin inhibition on cell proliferation
at 48 hours (n = 3). (C) Calretinin (/ and /), a-SMA (/ll and V), and aB-crystallin (V and V/)
immunohistochemistry on lung tissues from WT mice (/, /ll, and V) and KO mice (//, IV, and V/) that
received the TGF-B1 encoding adenovirus (AdTGF-B1) intrapleurally. Representative images obtained
at Day 10 after adenovirus injections are shown (n = 5; magnification, 400X). Ig controls are
presented in inserts. (D) Pleural cells were labeled in lungs from WT (/ and //) and KO (/ll and /V) mice
treated with AdDL (/ and /ll) and AdTGF-B1 (// and IV) at Day 10, with B-galactosidase using
intrapleural injection of adenovirus expressing B-galactosidase (AdLacZ) combined with intrapleural
injection of AdTGF-B1 to induce pleural fibrosis. Representative pictures are shown (n = 5;
magnification, 100X).

We confirmed these results in vitro
on Met5A pleural mesothelial cells. In
oaB-crystallin-deleted cells (using RNA
interference against aB-crystallin; Figure
E3), we found a strong decrease in the
expression of rTGF-B1-induced genes,
such as PAI-1, TGF-B1, and a-SMA
(Figure 3B). Indeed, the known ability
of TGF-B1 to up-regulate a-SMA in
mesothelial cells (22) was countered by
oB-crystallin inhibition (Figure 3B).

Furthermore, aB-crystallin was up-
regulated in vitro in human mesothelial
cells treated with BLM in correlation with
a-SMA up-regulation (Figure 3C),

suggesting that mesothelial cells acquired
a myofibroblastic phenotype. The inhibition
of aB-crystallin by a specific siRNA was able
to counter the BLM-induced a-SMA up-
regulation (Figure 3C) in mesothelial cells.
aB-crystallin has already been shown
to inhibit Smad4 nuclear export by
inhibiting Smad4 monoubiquitination by
TIF1y, thus favoring the TGF-B1 signaling
pathway in lung epithelial cells and fibroblasts
(25). Here, we showed that a:B-crystallin
inhibition in Met5A pleural mesothelial cells
hampers the rTGF-B1-induced nuclear
localization of Smad4 (Figure 4). A similar
result was found using primary mesothelial

250

cells from WT and KO mice (Figure E4).
After rTGF-B1 treatment, Smad4 was located
in the nucleus of WT primary mesothelial
cells, whereas Smad4 was excluded from the
nucleus of aB-crystallin-deficient primary
mesothelial cells. Therefore, we concluded
from these results that aB-crystallin, as in
epithelial cells and fibroblasts, plays a direct
role in the TGF-B1 signaling pathway.

The Lack of aB-Crystallin Impairs
Pleural Cell Migration

Mesothelial cells undergoing MMT are known
to be able to invade the lung parenchyma
during pleural fibrosis induced by TGF-B1. In
line with our hypothesis, we showed that
the down-regulation of aB-crystallin limited
the migration of mesothelial cells in vitro
(Figure 5A) without affecting cell
proliferation (Figure 5B).

In vivo, the intrapleural injection of
AdTGF-B1 induced an up-regulation of
a-SMA and aB-crystallin in the pleural
area of WT mice. This up-regulation was
barely detectable in KO mice. In this model,
calretinin-positive cells (pleural mesothelial
cells) also expressed a-SMA and aB-
crystallin, and were located not only in
the pleura, but also in the subpleural areas
in WT mice (Figure 5C). In contrast, in
KO mice, calretinin-positive cells were more
likely to remain in the pleura (Figure 5C).

To further investigate mesothelial cell fate
and migration in vivo, mesothelial cells were
labeled with 3-galactosidase (blue staining)
using the intrapleural injection of AdLacZ
in association with AATGF-B1 to induce
pleural fibrosis. We demonstrated that the
invasion of the lungs by pleural cells was largely
impaired at Day 10 in aB-crystallin—deficient
mice in comparison with WT mice after
the induction of pleural fibrosis (Figure 5D).

Discussion

In this study, we demonstrate, for the

first time, that aB-crystallin is strongly
overexpressed in pleural mesothelial cells of
patients with IPF. In addition, aB-crystallin
is also strongly overexpressed in our
pleural/subpleural fibrosis models in mice.
We provide evidence that the lack of
aB-crystallin has a protective effect on
pleural and subpleural fibrosis in vivo.

In vitro, we highlight a mechanism by
which aB-crystallin favors the TGF-B1
pathway via subsequent modulation of the
cellular localization of Smad4 in mesothelial
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cells. In our models, aB-crystallin down-
regulation limited mesothelial cell MMT
in vitro and hampered their migration in vivo.
The potential role of pleural
mesothelial cells in pulmonary fibrosis is
suggested by the initiation and progression
of IPF from lung subpleural areas. During
the process of lung fibrosis, mesothelial cells
are not quiescent. It has been shown in
animal models that they proliferate in
response to various stimuli (28), and that
they overexpress collagen, suggesting their
involvement in fibrotic processes (29). The
ability of cells to undergo a phenotypic
transformation has been widely studied in
cancer and fibrotic disease. In the process
of pulmonary fibrosis, alveolar epithelial
cells may transform into myofibroblasts in
a process named epithelial-to-mesenchymal
transition (EMT). This plasticity of
epithelial cells via EMT in IPF is very
difficult to assess and prove in vivo, and
there has been much debate on the
importance of this process in recent
literature (30). Our team was the first to
demonstrate in vivo that mesothelial cells
are able to undergo MMT, a process similar
to EMT. We have shown that mesothelial
cells migrate into the lung parenchyma
in rodents in pleural/subpleural fibrosis
models based on pleural TGF-B1
overexpression or the combined injection
of BLM and carbon nanoparticles (7, 8).
The recent study by Mubarak and
colleagues showing the presence of
calretinin-positive cells within the fibrotic
parenchyma of patients with IPF reinforces
this hypothesis (9). Interestingly, in their
study, the number of mesothelial cells
found in lung parenchyma correlated with
the severity of the disease (9). The same
group further strengthened the hypothesis
that mesothelial cells are involved in IPF by
showing the presence of WT-1 (another
specific mesothelial cell marker) —positive
cells in the lung tissue of patients with
IPF. They further demonstrated that the
inhibition of WT-1 decreased TGF-
B1-induced fibrosis in a rodent model (31).
Therefore, mesothelial cells and their

modulation during the IPF process could
be a new therapeutic target to counter the
initiation of pulmonary fibrosis and limit its
progression. In this work, we demonstrate
in vivo and in vitro that aB-crystallin
inhibition prevents pleural mesothelial cell
MMT and migration into the parenchyma
in our rodent models of pleural/subpleural
fibrosis. This impact of aB-crystallin
inhibition in combination with its role

in TGF-B1 signaling inhibition in lung
epithelial cells and fibroblasts, as we have
recently shown (25), suggests that aB-
crystallin acts at different cellular sites, and
might be a new therapeutic target during
the early phase of IPF progression.

In our in vivo models of pleural
fibrosis, we have shown that the activation
of mesothelial cells and the accumulation
of collagen, first occurring in the pleura,
invaded the subpleural areas of the lungs,
but were limited in the deep parenchyma.
The transformation and migration
of pleural mesothelial cells might be
responsible for the initiation of lung
fibrosis, and the profibrotic environment
caused by mesothelial cell activation might
eventually lead to lung epithelial cell and
fibroblast differentiation, resulting in
fibrosis progression and parenchymal
collagen deposition, hallmarks of lung
fibrosis. In human fibrotic lungs, we
showed a strong up-regulation of aB-
crystallin in mesothelial cells. However, in
lung sections from patients affected by IPF,
it was not possible to detect mesothelial
cells in subpleural areas. Differences in
immunoreactivity patterns for calretinin
and aB-crystallin between human IPF
samples and our murine model of pleural/
subpleural fibrosis might be explained by
the temporal difference in the course of
fibrosis in these species. Although murine
fibrosis is recent, probably with a degree
of plasticity from recent fibroblastic and
myofibroblastic cellular activity, human
fibrosis in IPF is more ancient and well
established, with less cellular activity outside
the fibroblastic foci and with more collagen.
Another hypothesis is that MMT is a

transient state, and that only a few cells,
depending on the detection techniques and
the antibodies used, can be found in human
lungs compared with fibrotic murine lungs.
Mechanisms involving the chaperon,
HSP27, and aB-crystallin are not identical.
We have recently shown that mesothelial
cells from patients with IPF strongly
overexpress HSP27, and that the
intrapleural administration of an inhibitor
of HSP27 blocks the progression of TGF-
B1l-induced fibrosis in a rat model of
pleural/subpleural fibrosis by favoring the
degradation of the transcription factor,
Snail, thus inhibiting subsequent MMT
(22). We demonstrate here that aB-
crystallin deficiency interferes with the
TGF-B1 pathway through the nuclear
inhibition of Smad4 in mesothelial cells,
thus inhibiting the profibrotic activity of
this key cytokine. HSP27 and aB-crystallin
are two closely related proteins that have
been shown to be colocalized in many
organs in normal and pathological conditions.
Some publications even report a synergistic
role of these two small HSPs, which are able
to interact with each other (32). It has also
been demonstrated that HSP27 prevented
structural changes and aggregation of aB-
crystallin induced by heat shock, and thus
may play a role in its stabilization (33). It
has also been suggested that hetero-oligomers
could be formed between HSP27 and aB-
crystallin (34). Therefore, targeting both
HSP27 and aB-crystallin might be of great
interest in preventing the initiation of fibrotic
lung disorders when patients are exposed
to a known high-risk profibrotic agent
(i.e., radiation, chemotherapy), or even to treat
the progression of established fibrotic
disease, as in patients with IPF. H
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L’initiation et la progression de la FPI depuis les zones pulmonaires sous-pleurales
suggerent un role des cellules mésothéliales dans la fibrose pulmonaire. Durant ce processus de
fibrose pulmonaire, ces cellules mésothéliales ne sont pas quiescentes. Leur prolifération en
réponse a divers stimuli a ét¢ montré dans plusieurs modeles animaux (415). Elles sont alors
capables de produire du collagéne, suggérant leur role dans le processus fibrosant (416). Dans
la FPI, Mubarak ef al. ont montré que des cellules mésothéliales peuvent se retrouver dans le

parenchyme pulmonaire (257). Cette présence est corrélée avec un mauvais pronostique.

Les HPS sont largement étudiées dans différents processus impliqués dans les maladies
fibrosantes et semblent étre des régulateurs importants de la voie du TGF-B1 (16). Notre équipe
a déja caractéris¢ le réle d’HSP27, une autre petite HSP surexprimée dans les cellules
mésothéliales, dans le contexte de la FPI (407). L’inhibition pharmacologique d’HSP27 est
capable d’inhiber la fibrose induite par injection intra-pleurale d’AdTGF-B1 chez le rat.
Récemment, nous avons montré le potentiel anti-fibrotique de I’inhibition d’aB-crystallin dans
des mode¢les animaux de fibrose pulmonaire (211). Dans cette étude, nous avons observé que
le role pro-fibrosant d’aB-crystallin passe par une action directe sur la voie du TGF-B1. En
effet, aB-crystallin protége Smad4 de 1’'ubiquitinylation par TIF-1y dans le noyau de cellules
structurales pulmonaires (€pithéliales alvéolaires ou fibroblastes), augmentant les effets de la

stimulation du TGF-B1.

Dans le travail présent, nous montrons que 1’inhibition d’aB-crystallin interfére avec deux
processus impliqués dans la fibrose pulmonaire : la transformation des cellules mésothéliales

pleurales et la migration de ces cellules vers le parenchyme.

Ces résultats laissent penser que 1’inhibition d’aB-crystallin pourrait déboucher sur une
option thérapeutique dans les maladies fibrosantes, chez les patients atteints de FPI ou chez les

patients cancéreux développant une fibrose pulmonaire induite par la bléomycine.
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I1. Article 2. L.’inhibition pleurale de I’axe caspase-1/1L-1p
diminue la toxicité pro-fibrotique de la bléomycine

La signalisation caspase-1/IL-1f est un axe important du phénomeéne d’inflammation. La
surexpression d’IL-1f au niveau pulmonaire est capable d’induire une forte réaction fibrosante.
De la méme manicere, des souris déficientes pour I’expression de protéines impliquées dans la

signalisation ou I’activation de I’IL-1[ sont protégées de la fibrose induite par la bléomycine.

L’inflammation est un processus largement impliqué dans les premiéres phases
d’initiation des réactions fibrosantes. Nous avons vu dans le chapitre précédant que I’activité
pro-fibrosante des cellules mésothéliales peut étre médiée par leur plasticité permettant
d’acquérir un phénotype de myofibroblastes producteurs de collagéne dans le poumon.
Cependant la participation de la plévre et des cellules mésothéliales pleurales dans le processus
d’inflammation, phénomeéne important dans I’initiation de la réaction fibrosante, n’est pas

documentée.

Dans ce travail, nous confirmons, dans un modele de fibrose pleuro-pulmonaire basé sur
des injections intraveineuses répétées de bléomycine, I’implication des cellules mésothéliales.
Ces cellules migrent vers I’intérieur du parenchyme pulmonaire en parallele de I’accumulation
de collagéne observée. Nous mettons en évidence dans ce modele une activation de la caspase-
1 observée au niveau des cellules localisées a la plévre et dans les régions sous-pleurales. Dans
ce modele, nous soulignons I’importance de 1’axe caspase-1/IL-1p. Dans notre modé¢le animal,
I’inhibition au niveau pleural de I’IL-1 diminue la surexpression de TGF-B1 et I’accumulation
de collagene induite par la bléomycine. /n vivo, I’activation de la caspase-1 par injection intra-
pleurale de nigéricine induit une réaction fibrosante au niveau de la pleévre. In vitro, I’activation
de la caspase-1 entraine une transformation des cellules mésothéliales pleurales MetSA et son

inhibition interfére avec I’EMT induite par la bléomycine ou le TGF-B1.

Ce travail, dont je suis premier auteur, a ét€¢ accepté pour publication dans le journal
« Respiratory Research » (facteur d’impact : 3,75). Les travaux supplémentaires soumis pour

publication en ligne sont présentés dans les annexes.

101



Pleural inhibition of the caspase-1/1L-18 pathway diminishes

profibrotic lung toxicity of bleomycin.

Running title: Caspase-1 blockade hampers bleomycin lung toxicity

Authors: Olivier Burgy’, Pierre-Simon Bellaye®, Sebastien Causse’, Guillaume Beltramo™',
Guillaume Wettstein®, Pierre-Marie Boutanquoi’, Frangoise Goirand®, Carmen Garrido™?,

Philippe Bonniaud™".

Affiliations: “ INSERM, LNC UMRS66, LipSTIC LabEx team, Université Bourgogne
Franche-Comté 21000, Dijon, France, T Service de Pneumologie et Soins Intensifs
Respiratoires, Centre Hospitalo-Universitaire de Bourgogne, 21000, Dijon, France, 3

Anticancer Centre Georges Frangois Leclerc, CGFL, 21000, Dijon, France.

Corresponding author:

Philippe Bonniaud, MD, PhD. Hopital Universitaire Frangois Mitterrand, Service de
Pneumologie et Soins Intensifs Respiratoires, 21000, Dijon, France. T¢él : +33 3 80 29 32 63.

E-mail : philippe.bonniaud@chu-dijon.fr

102



Abstract

Background: Idiopathic and toxic pulmonary fibrosis are severe diseases starting classically
in the subpleural area of the lung. It has recently been suggested that pleural mesothelial cells
acquire a myofibroblast phenotype under fibrotic conditions induced by TGF-B1 or bleomycin.
The importance and role of inflammation in fibrogenesis are still controversial. In this work,
we explored the role of IL-1B/caspase-1 signaling in bleomycin lung toxicity and in pleural

mesothelial cell transformation.

Methods: C57BL/6 mice were intravenously injected with either bleomycin or nigericin or
NaCl as control. /n vitro, the Met5A cell line was used as a model of human pleural mesothelial

cells.

Results: Intravenous injections of bleomycin induced lung fibrosis with histologically-proven
peripheral distribution, collagen accumulation in the pleural and subpleural area, and
overexpression of markers of myofibroblast transformation of pleural cells which migrated into
the lung. These events were associated with an inflammatory process with an increase in
neutrophil recruitment in pleural lavage fluid and increased caspase-1 activity. TGF-f1 was
also overexpressed in pleural lavage fluid and was produced by pleural cells following
intravenous bleomycin. In this model, local pleural inhibition of IL-1f with the IL-1p inhibitor
anakinra diminished TGF-B1 and collagen accumulation. /n vitro, caspase-1 inhibition
interfered with MetSA cell transformation into the myofibroblast-like phenotype induced by
bleomycin or TGF-B1. Moreover, nigericin, a caspase-1 activator, triggered transformation of

Met5A cells and its intra-pleural delivery induced fibrogenesis in mice.

Conclusions: We demonstrated, after intravenous bleomycin injection in mice, the role of the

pleura and highlighted the key role of IL-1/caspase-1 axis in this fibrogenesis process.

Keywords: Idiopathic Pulmonary Fibrosis, bleomycin, pleural cells, caspase-1, TGF-$1
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Introduction

Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) is a devastating disease characterized by matrix
accumulation in the lung leading to death with a mean survival of three to 5 years after diagnosis
[1]. To date, the causes of Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) remain elusive and the
therapeutic options available to patients are limited, with only two drugs recently approved,
pirfenidone and nintedanib, both of which have demonstrated only a slight impact on disease
progression [1-3]. IPF typically starts from subpleural areas of the lung and then progresses
deeper towards the lung parenchyma, where it disturbs alveolar architecture and gas exchange.
Bleomycin (BLM) is an effective chemotherapeutic agent widely used intravenously in humans
mainly in patients with Hodgkin’s lymphoma. However, the pulmonary toxicity of BLM has

restricted its use in clinical practice (www.pneumotox.com).

The role of mesothelial cells in animal models of pulmonary fibrosis and in human IPF
has recently been reported [4-11]. In these diseases, they differentiate into myofibroblast-like
cells via a cellular mechanism called Mesothelio-Mesenchymal Transition (MMT) [5].
However, the exact mechanisms that lead to the involvement of the pleura and pleural

mesothelial cells in the onset and progression of fibrosis are not yet fully understood.

The role of chronic inflammation in human IPF is still controversial. Inflammatory
cytokines and the infiltration of immune cells are found in IPF [12, 13]. IL-1p overexpression
in rodent lung induced the upregulation of TGF-1, a major pro-fibrotic growth factor, and lung
fibrosis [14, 15]. IL-1P is synthesized as a latent form and is activated following cleavage by
caspase-1. Procaspase-1 is activated in multiprotein complexes, called the inflammasome,
which contains a NOD-like receptor and a scaffold protein such as the apoptosis associated
speck-like protein containing a CARD (ASC). The importance of IL-1/caspase-1 signaling has
been shown in the BLM model of lung fibrosis [16]. Mice deficient for inflammasome
components such as the NOD-like receptor NLRP3 and thereby unable to activate caspase-1
and thus produce active IL-1p develop less severe fibrosis after BLM challenge [17]. Even
though most studies on IL-1p/caspase-1 signaling focused on immune cells, some studies
highlighted the involvement of this signaling pathway in structural cells [18, 19]. The role of
caspase-1 on lung structural cells and its involvement during fibrotic processes is still poorly

understood.
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In the present study, using repetitive intravenous injections of BLM in mice, we
highlighted the pleural activation of IL-1B/caspase-1 signaling as a seminal event in BLM-
induced pleural and subpleural fibrotic toxicity. Our work suggests that caspase-1 could be a

therapeutic target for IPF as well as BLM lung fibrotic toxicity.

Material and Methods

Animal procedures

Eight-week-old C57BL/6J mice (Charles River, Saint Germain-sur-1’Arbresle, France)
were housed accordingly to the guidelines of the “Ministéere de la Recherche et de la
Technologie”. All experiments were approved by the “Comité d’Ethique de I’Expérimentation
Animale (C2EA) du grand campus Dijon, n°105” (ref number : 4612). Mice were intravenously
injected three times per week with bleomycin (BLM. Calbiochem) at a dose of 20mg/kg for a
total of 6 injections (Fig. S1A). II-1P signaling was blocked with IL-1ra (anakinra) that was
injected (0.1, 1 or S5Smg) intra-pleura every other day from day 0 to day 14 (Fig. S1B). Caspase-
1 was activated by intrapleural injection of nigericin (Sigma Aldrich). Three, 14 or 21 days after
the beginning of the injections and after a sample of blood was collected, mice were euthanized
by abdominal aortic bleeding. Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and pleural lavage fluid
(PLF) were then collected as previously described [5]. For histological analysis, lungs were
harvested, inflated and fixed in formalin. Intrapleural injection of B-Galactosidase coding
adenoviruses (AdLacZ) were administered as previously described [4, 5]. After being
harvested, the lungs were placed in a solution containing -Galactosidase substrate. Hydrolysis

of this substrate released a blue-colored product highlighting pleural adenovirus-infected cells.
Histology and fibrosis assessment

Fibrosis in pleural and subpleural areas was assessed on lung sections after H&E staining
using a scoring method based on the modified Ashcroft score previously described [20]. Lung
sections were analyzed in a double-blinded test to assess the pleural area using x100
magnification and were graded from 0 (normal lung) to 8 (completely fibrotic lung). When
varying degrees of fibrosis were present, the highest score was retained. Collagen was
quantified using a histomorphometric assay on picrosirius red stained sections [5]. Ten areas
targeting the pleura were randomly acquired under polarized light (x100. Nikon Eclipse E600)
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with a high-resolution microscope camera (Nikon DS-Ril). Signal intensity was quantified
using a homemade ImageJ] macro and plotted as signal intensity according to distance to the
pleura (up to 500pm into the lung parenchyma) (Supplemental Figure S1). Briefly, the user
inputs a pleura limit, a parenchymal side (above, below, left, right), a background area and areas
to exclude from the analysis (staining artifacts, vessels and large airways). The program adjusts
the pleural limits, the beginning of the pleura being set as the first of two consecutive pixels (in
an order from the background to the parenchyma) with an intensity higher than the mean
background signal plus two standard deviations from the background. From there on, the
program maps the distance from the parenchymal area to the pleura (Supplemental Figure S1A).
It then measures the intensity of each parenchymal pixel in the picrosirius red channel. The
program returns a text file with the intensity and distance to pleura of each measured pixel. The
data are plotted to form a curve with the mean intensity of all pixels with a given distance to
the pleura (Supplemental Figure S1B). Statistical analyses were performed by comparing areas
under the curve over the whole range in the pleura (0-60pum) or subpleural (60-500pm) area.
Picrosirius red was also monitored in the parenchymal area as previously described [21]. For
collagen quantification, vessels and large airways were excluded. Total TGF-B1 levels in BALF
or PLF were assessed with a specific ELISA for mouse TGF-B1 (Quantikine® ELISA. R&D

Systems) according to the manufacturer’s guidelines.
Immunohistology

Formalin fixed, paraffin embedded lung sections were dewaxed with xylene and
endogenous peroxidases were inhibited (H202 3%). Frozen sections were fixed with ice-cold
acetone and cells fixed with PFA and permeabilized with triton. Before saturation (BSA 5%),
samples were incubated overnight at 4°C with specific antibody. HSP47 (LF-PA41903) was
from Ab Frontier, WT-1 (ab89901) from Abcam, Ki-67 (PA1-21520) from Thermo, HSP27
(SPA-803) and aB-crystallin (SPA-223) from Enzo Life Sciences, a-SMA (ab5694) from
Abcam and NLRP3 (Cryo-2) from Adipogen. After washing, sections were incubated with
HRP-coupled anti-rabbit antibody (Jackson Immunoresearch Laboratories) or Alexa568- or
Alexa488-coupled antibody (Invitrogen). NovaRED (Vector Labs) was used to detect HRP
followed by counterstaining with hematoxylin for immunohistochemistry. DAPI-containing
ProLong® Gold (Invitrogen) was used for immunofluorescence experiments. For caspase-1
fluorescent staining, frozen lung sections were labeled according to the manufacturer’s

instructions (FAM-FLICA YVAD. ImmunoChemistry Technologies). TGF-B1 expression was
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followed by a FISH analysis on dewaxed sections. Briefly, sections were incubated in
hybridization solution (Formamide 20%, SSPE 2X) and then incubated with a mix of Quasar
570-coupled probes (“Stellaris”, Biosearch Technologies) specifically targeting murine TGF-
B1 mRNA. After incubation, excess was eliminated from the probes and sections were mounted.
Images were acquired with a Nikon Eclipse E600 with a high-resolution microscope camera
(Nikon DS-Ril). Fluorescent images were visualized using an Axio Imager.M2 microscope

(Zeiss).
Cell culture

Human pleural mesothelial cells Met5SA were cultured in Medium-199 (Lonza)
supplemented with 10% serum (Hyclone, Fisher Scientific). Proliferating cells were treated
with BLM (Calbiochem). For I1-1p assessment in supernatant, cells were treated with BLM in
serum-free medium. When indicated, caspase-1 was blocked using YVAD (Bachem AG) as

previously described [19].
Western Blot

Proteins from cells or lung tissues were extracted using a Triton X-100 and anti-protease
(Roche) containing buffer for 30 to 40 minutes on ice. Proteins were quantified using a
colorimetric method (Bio-Rad Protein Assay. Bio-Rad) before thermic denaturation in loading
buffer containing SDS and p-mercaptoethanol. For II-1B assessment, supernatants were
collected and centrifuged to pellet debris. Samples were concentrated using a methanol-
chloroform method before denaturation. To evaluate active MMP expression, a non-denaturant
loading buffer was used to deposit BALF or PLF for the SDS-PAGE. 30ug of proteins for
lysates or constant volume for supernatant were deposed for migration on 12-15% acrylamide
gels according to the molecular weight of the targeted proteins. After electrophoresis, proteins
were transferred on to PVDF membranes (GE Healthcare Europe GmbH) in a boric acid
containing buffer. For IL-1p transfer, an ethanol-supplemented glycin buffer was used.
Membranes were saturated with BSA before incubation with primary antibodies. MMP-9
(BML-SA620) from Enzolife Science, MMP-2 (sc-13594) and HSC70 (clone B-6) from Santa
Cruz Biotechnology, HSP47 (LF-PA41903) from Abfrontier, Caspase-1 (AHZ0082) from
Invitrogen, II-1B (clone 166926) from R&D, a-SMA (ab5694) from Abcam, E-Cadherin
(24E10) from Cell Signaling and B-actin (AC-74) from Sigma-Aldrich. After washing in TBS-

Tween 0.1%, membranes were incubated with HRP-coupled secondary antibody (Jackson
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Immunoresearch Laboratories). The signal was revealed using a chemiluminescent reagent
(Western Blotting Luminol Reagent. Santa Cruz Biotechnology) and was followed by a
ChemiDoc XRS System (Bio-Rad).

RT-qPCR analysis

Total RNA from mouse lung was extracted using TRIzol (Invitrogen). Reverse
transcription was performed on the total RNA using the M-MLYV kit (Promega) and quantitative
RT-PCR was performed on the cDNA using SYBR green master mix (Promega). The forward
and reverse primer sequences were the following: for mouse samples: TGF-f1, 5'-
CGTGGCTTCTAGTGCTGACGC-3" and 5'-CCATGTCGATGGTCTTGCAGGT-3'; PAI-1,
5'-GGCCGTGGAACAAGAATGAGAT-3" and 5'-GCTTGAAGAAGTGGGGCATGAAG-
3'"; E-cadherin, 5'-GGAGAGGCACCTGGAGAG-3" and 5'-TCCGAAAAGAAGGCTGTC-3';
L32, 5'-GAAACTGGCGGAAACCCA-3" and 5'-GGATCTGGCCCTTGAACCTT-3', for
human samples: E-cadherin, 5’-ACA GCC CCG CCT TAT GAT T-3° and 5’-
CTTCGGAACCGCTTCCTTCA-3’; a-SMA, 5’-TGGTCGGTATGGGTCAGAAAG-3’ and
5’-TCAGGGTCAGGATACCTCTCTTG-3’; procollagen, 5’-
GCTACCCAACTTGCCTTCATG-3> and 5-GCAGTGGTAGGTGATGTTCTAAGA-3’;
L32, 5’-TGTCCTGAATGTGGTCACCTGA-3’ and 5’-CTGCAGTCTCCTTGCACACCT-3".

Proteome profiler

Relative levels of several cytokines were assessed with the “Mouse Cytokine Array Panel
A Array kit” (R&D Systems). Mouse plasma was tested as recommended by the manufacturer.
Signal intensity was quantified by ImageJ software and data expressed as a percentage of

intensity normalized to positive controls.
Statistical analysis

All experiments were repeated at least three times independently. The different groups
were compared using a two-tailed nonparametric unpaired Mann Whitney test. P values below

0.05 were considered statistically significant.
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Results

Subpleural fibrosis induced by intravenous bleomycin administration is associated with

pleural cell migration

Histological analysis of lung sections, quantified by modified Ashcroft scoring and
picorsirius red quantification, showed that repeated intravenous injections of bleomycin (BLM)
induced progressive subpleural morphological changes in mouse lungs, compared with NaCl
controls (Fig. 1A, S3A, S3B). By D14, morphological changes were mainly observed in the
subpleural areas, and progressed towards the inner parenchyma by D21 (Fig. 1A, S3C-E). We
set up a novel method to quantify picrosirius red staining by taking into consideration the
distance to the pleura, and performed in-depth analyses (Fig. S2). We thus showed that,
following intravenous administration of BLM, collagen started to accumulate in the pleura at
D3 and progressed towards the lung parenchyma in a time-dependent manner (Fig. 1C, 1D). In
line with this, in the lungs of BLM-treated mice but not in those of control mice, HSP47 was
overexpressed in pleural cells as early as D3 and in fibrotic subpleural areas at D14 (Fig. S2F,
S2G). Intravenous BLM promoted the upregulation of HSP27 and aB-crystallin in the fibrotic
areas (Fig. 1E). These proteins have been reported to promote pleural mesothelial cell
transformation [4, 9]. We also observed an increase in the expression of the marker of Ki-67
proliferation in pleural cells next to the fibrotic areas (Fig. 1E). Moreover, we detected an
increase in proMMP-9 expression and MMP-2 activation in the pleural lavage fluid (PLF) from
BLM-treated mouse lung, compared with the control group (Fig. 1F). We thus investigated the
migration of pleural cells after intravenous BLM injection. Following intrapleural injection of
LacZ-coding adenovirus (AdLacZ), which specifically labels pleural cells [5], we noticed a
change in pleural cell morphology (arrows) at D5 in BLM-treated mice, compared with control
mice (Fig. 1G). Furthermore, at D10 after the BLM injection, pleural cells were found within
the subpleural lung parenchyma whereas in control animals the pleural cells remained in the
pleural layer. These results demonstrate that systemic BLM injections trigger the

transformation of pleural cells, which then migrate into the lung parenchyma.
Pleural cells are involved in bleomycin-induced inflammation

Compared with controls, intravenous BLM induced an increase in the total number of
cells in PLF starting at D14 (Fig. 2A). At D14 and D21 after the BLM systemic administration,

we also found an increase in the percentage of neutrophils and leucocytes in the PLF (Fig. 2B).
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This pro-inflammatory profile at the pleural level was also found in the broncho-alveolar lavage
fluid (BALF) following BLM (Fig. S4A, S4B). This suggests that the inflammatory response
to the intravenous administration of BLM may involve the lung as well as the pleural area.
Moreover, no differences were found in total cell count in the blood (monocytes, granulocytes,
lymphocytes) or in serum levels of the major pro-inflammatory cytokines. (Fig. S4C, S4D). We
then focused on the caspase-1/IL-1p pathway. Systemic administration of BLM in mice
triggered the activation of caspase-1 in the lung in particular in the pleural and subpleural area
(Fig. 2C, 2D). In the human pleural mesothelial Met5A cell line, BLM induced caspase-1
activation as well as active IL-1f secretion into the supernatant (Fig. 2E, 2F), and caspase-1/IL-
1B activation correlated with the presence of NLPR3 aggregates, suggesting inflammasome

formation (Fig. S5).
Pleural delivery of IL-1ra hampers bleomycin-induced TGF-f1 upregulation

We observed at D14 that cells localizing in the pleura exhibited transformation features
such as Ki-67 or HSP27/aB-crystallin overexpression. To investigate if pleural cells were also
involved in the establishment of a profibrotic milieu, we investigated TGF-B1 production at this
same time-point (e.g. D14). We observed an upregulation of TGF-1 in the PLF from BLM-
injected mice compared with controls (Fig. 3A). A Fluorescent In Situ Hybridization (FISH)
analysis of lung sections showed that BLM treatment increased the expression of TGF-B1
mRNA in pleural cells whereas barely any expression was observed in control animals (Fig.
3B). A similar upregulation of TGF-B1 production was observed at D21 (Fig. S6). As
inflammation is linked to TGF-B1 upregulation, we next investigated the relationship between
BLM-induced IL-1B production by pleural cells and fibrosis markers such as TGF-$1
upregulation. Repeated intra-pleural administration of a specific inhibitor of IL-1p (IL-1ra)
during the inflammation step (from day 0 to day 14) decreased TGF-B1 induction in the lungs
(both mRNA and protein) induced by the intravenous administration of BLM at D21 (Fig. 3C,
3D). FISH analysis showed that the injection of IL-1ra was able to inhibit TGF-B1 expression

in both pleural cells and cells localized in subpleural areas (Fig. 3E).
Pleural IL-1ra prevents bleomycin-induced lung fibrosis

We studied whether the intra-pleural delivery of IL-1ra interfered with BLM pro-fibrotic
toxicity in the lung. Pleural delivery of IL-1ra increased expression levels of E-Cadherin and

decreased those of PAI-1 (Fig. 4A). In line with this finding, IL-Ira reduced collagen
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accumulation in mouse lung following BLM injection in a dose-dependent manner as observed
by histomorphometric analysis (Fig. 4B). Further, as shown in Figure 4C, in BLM-injected
mice compared with the NaCl control, a-SMA was overexpressed in lung areas where caspase-
1 was activated. Altogether, these data suggest that caspase-1/IL-1p signaling is involved in the
transformation process occurring in the subpleural area, which represents a triggering event in

fibrogenesis.
Caspase-1 inhibition hampers pleural structural cell differentiation

We then investigated the role of caspase-1 in pleural cell differentiation in vitro. In the
presence of BLM, Met5A cells exhibited a mesenchymal phenotype with the overexpression of
a-SMA (Fig. 5A). The specific caspase-1 inhibitor Y VAD was able to counteract these changes.
Furthermore, YVAD also abolished the E-Cadherin downregulation induced by TGF-B1 (Fig.
5B). To further confirm the involvement of caspase-1 in the process of pleural cell
transformation, MetSA cells were cultured in the presence of the caspase-1 activator nigericin.
As shown in figure 5C, E-cadherin expression gradually decreased as caspase-1 was activated.
Compared with the control, nigericin induced other MMT-like changes such as a-SMA
overexpression (Fig. 5D). In the same way, intra-pleural delivery of nigericin in mice induced
a fibrotic response in the pleura (Fig. SE). Moreover, when injected into the pleura, nigericin
induced an increase in cell recruitment in the pleura of these animals (Fig. 5F). Collectively,
these data indicate that caspase-1 is involved in the activation and subsequent transformation

of pleural cells triggered by BLM or TGF-1.
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Discussion

In recent decades, chronic inflammation has been considered a non-essential factor in the
development of IPF. However, there is evidence that inflammation plays a role not only at the
onset of the fibrotic process but also during fibrosis progression [22]. IPF progression is
interspersed with stable periods interrupted by acute exacerbation, in which TGF-B1 plays a
key role [23, 24]. The cause of these exacerbations remains unknown, though inflammation is
thought to be a triggering event [25]. A retrospective study highlighted the beneficial effect of
soluble thrombomodulin on mortality in patients with an acute exacerbation of IPF [26].
Interestingly, thrombomodulin, besides its role in the modulation of intravascular coagulation,
also inhibits HMGBI, a trigger of the NLRP3 inflammasome and subsequent caspase-1
activation [27]. The involvement of caspase-1/IL-1f in BLM-induced lung toxicity has already
been reported in animal models [16, 17]. Recently, structural cells have been reported to be
involved in capsase-1 activation and IL-1P secretion in the lung following different profibrotic
stimuli [18, 19]. Mesothelial cells have already been shown to be involved in the initiation of
the inflammatory response in a model of talc-induced pleurodesis [28]. Furthermore, asbestos
can induce caspase-1 activity through the NLRP3 inflammasome and thus triggers an
inflammatory signal in mesothelial cells [29]. Our work highlighted the fact that local
intrapleural treatment with an IL-1f inhibitor such as IL-1ra (to counteract BLM-induced
pleural inflammation) limited fibrosis progression and could thus be a therapeutic option
notably in the management of acute exacerbation of IPF. It worth to note that IL-1ra effect on

established fibrosis still needs to be investigated.

We and others have demonstrated the involvement of pleural mesothelial cells in the
process of pleuro-pulmonary fibrosis in animal models as well as in human IPF [5, 6, 8]. We
previously described in several animal models that pleural mesothelial cells can differentiate
into myofibroblast-like cells under TGF-B1 through a transformation process called MMT [4-
6, 9]. Interestingly, recent studies revealed the presence of calretinin and mesothelin expressing
cells, two markers of pleural mesothelial cells, in IPF lung parenchyma suggesting the
migration of pleural mesothelial cells [7, 8, 30]. Our present work further endorses these results
as we described the differentiation and migration of pleural cells together with increased
collagen production after systemic administration of BLM. Moreover, we provide evidence
regarding the direct role of caspase-1 in BLM- and TGF-B1-induced pleural cell transformation.

NLRP3 has been reported to interfere with TGF-f signaling [31, 32]. NLRP3 can regulate
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cardiac fibroblast differentiation, and its deficiency seems to protect mice from angiotensin II-
induced cardiac fibrosis [31]. NLRP3 hampers TGF-f—induced EMT in vitro in renal tubular
epithelial cells [32]. In line with these findings, we showed here that activation of caspase-1
was able to trigger transformation/differentiation of pleural cells in vitro. Moreover, intra-
pleural delivery of nigericin in mice elicits fibrogenesis with a restrictive pleural localization at
D21, suggesting that pleural activation of caspase-1 could induce pleural cells
transdifferentiation. ~ Supporting this  hypothesis, caspase-1 inhibition inhibited
transdifferentiation of Met5A cells induced by either BLM or TGF-f1. Thus, targeting caspase-
1 in pulmonary fibrotic disorders might represent an interesting therapeutic option by
interfering with two pro-fibrotic events: inflammation and the transformation of pleural

structural cells that acquire a myofibroblast-like phenotype.
Conclusion

Using a murine model of pulmonary fibrosis induced by repetitive intravenous injections
of BLM, which corresponded to a robust experimental model of pulmonary fibrosis mimicking
human IPF and human BLM-induced lung toxicity, we confirmed the direct role of pleural cells
in the observed fibrotic process. Further, our results suggest that caspase-1 should be considered

as a therapeutic target in the management of pulmonary fibrotic disorders.
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Figure legends

Figure 1. Intravenous bleomycin induces subpleural fibrosis associated with pleural
cell differentiation and migration. A) Histological analysis of lung sections from mice
receiving either NaCl or BLM intravenously at D14 and D21. Representative images (insert:
NaCl at the corresponding time point. Scale bars : 500 um). B) Ashcroft scoring of lung
sections. C) Profiles of Picrosirius Red signal according to distance to the pleura at D3, D14
and D21. D) Area Under Curve comparison of areas targeting the pleura (left) or subpleural
(right) areas at D3, D14 and D21. For collagen quantification, data are represented as mean of
Picrosirius Red signal normalized to the NaCl condition at the corresponding time point. Data
expressed as mean = SEM. n=4 for NaCl groups, n=6 for BLM groups at D3 and D21, and n=6
for NaCl and n=8 for BLM at D14. E) Representative images of immunostaining for HSP27,
aB-crystallin and KI-67 of lung sections from mice receiving NaCl or BLM at D14 (arrows
indicate positive cells. Counterstaining: Harris hematoxylin. Scale bars : 100 um). F) Levels of
proMMP-9 and active MMP-2 in PLF was determined by western blot. Representative results
from NaCl (n=3) or BLM (n=3) treated mice at D14 are shown. G) AdLacZ-labeled pleural
cells were stained for P-galactosidase activity (blue staining) in lung section from mice
receiving intravenously NaCl or BLM at D5 or D10. Representative images are shown (n=4
NaCl, n=6 BLM. Scale bars: 200 um), Insert: magnification; scale bars: 100 um . Arrows
indicate pleural cells with modified morphology. Counterstaining: Nuclear fast red). *p<0.05,

**p<0.01.
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Figure 2. Pleural cells are involved in bleomycin-induced inflammation. A) Cell
recruitment in PLF was assessed by total cell count at D3, D14 and D21. Results are expressed
as mean + SEM. B) Inflammation was estimated by differential count in PLF after May-
Griinwald Giemsa staining. Results are expressed as percentages of total cells. n=4 for NaCl
groups, n=6 for BLM groups at D3 and D21, n=6 for NaCl and n=8 for BLM at D14. C, D)
Caspase-1 activation was assessed at D14 by C) western blot in whole lung extracts (n=3
mice/group) or by D) specific caspase-1 FLICA analysis on lung section from NaCl or BLM
injected mice (Representative images are shown. Active caspase-1: green, DAPI: blue, dotted
lines represent the pleura, scale bars: 50 um). E, F) Met5SA cells were treated with BLM (100
uM) and E) activation of caspase-1 was followed (western blot ; left, densitometric analysis ;
right). F) active IL-1B was assessed in the supernatant of Met5A cells after 24h of culture.
Representative results from 3 independent experiments. HSC70 serves as a loading control.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Figure 3. Pleural delivery of IL-lra hampers bleomycin-induced TGF-p1
upregulation. A) TGF-B1 accumulation in the PLF of NaCl- or BLM-injected mice at D14 was
measured by ELISA. Results are expressed as mean £+ SEM. n=8 NaCl, n=10 BLM. B)
Representative pictures from TGF-f1 mRNA expression analysis at D14 by FISH in lung
sections from mice receiving NaCl (n=4) or BLM (n=6). TGF-1 mRNA: red, DAPI: blue,
dotted lines represent the pleura, scale bars: 50 um. Pleura (dotted line) and TGF-f1 mRNA
expression spots (arrows) are indicated. C) qPCR analysis for the expression of TGF-f1 mRNA
on whole lung from mice co-injected intravenously with NaCl or BLM together with
intrapleural IL-1ra (from day O to 14) at the indicated doses or NaCl as a control at D21.
Expression relative to L32 and normalized with the NaCl group is shown, n=5 mice/group. D)
TGF-B1 protein level at D21 assessed by western blot. HSC70 serves as a loading control. n=3
mice/group. E) FISH staining for TGF-B1 mRNA expression on lung sections from the above
described mice mice co-injected with BLM and IL-1ra (n=5 mice/group, scale bars: 50 um).

*p<0.05, **p<0.01.

Figure 4. Pleural IL-1B/caspase-1 inhibition interferes with bleomycin-induced lung
fibrosis. Mice were injected intravenously with NaCl or BLM together with intrapleural
delivery of IL-1ra at the indicated doses or NaCl as a control (n=5 mice/group). A) qPCR
analysis for the expression of E-Cadherin and PAI-1. Expression relative to .32 and normalized

with the NaCl group is shown. B) Histomorphometric quantification of collagen in lung
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parenchyma on lung sections from the above described mice. C) Double staining for FLICA
caspase-1 (green) and a-SMA (red) on lung sections of mice intravenously injected with BLM
or NaCl. Representative images, n=5/group. Nuclear staining: DAPI (blue), dotted lines
represent the pleura, scale bars: 50 um. *p<0.05, **p<0.01.

Figure S. Caspase-1 inhibition hampers pleural structural cell transformation. A,B)
Met5A cells were cultured with A) BLM or B) TGF alone or in combination with caspase-1
inhibitor YVAD (western blot ; left, densitometric analysis ; right). Expression of a-SMA and
E-Cadherin were assessed by western blot. HSC70 and B-actin: loading control. Representative
results from three independent experiments. C, D) qPCR analysis of E-Cadherin and a-SMA
mRNA on Met5SA cells cultured in the presence of nigericin (0.1uM) or control C) at the
indicated times or D) for 24h. C57Bl/6 mice were given intrapleural injections of nigericin
(1.25mg/kg) or control. E) Histological analysis at D21 post-intrapleural injection.
Representative observations after H&E staining, scale bars: 100 um. F) Total cell count in the

PLF at D14 after intrapleural injection of nigericin or control. *p<0.05, **p<0.01.
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Figure 2
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Figure 5
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L’importance de I’inflammation dans la FPI reste discutée. Cependant, plusieurs
évidences existent pour montrer un lien fort de I’inflammation dans 1’origine du processus
fibrosant mais aussi dans sa progression. C’est particulicrement le cas dans les phénomenes
d’exacerbation aigue de la FPI, ou le développement d’une phase d’inflammation semble étre

bien admis.

L’implication de 1’axe caspase-1/IL-1B dans la toxicité pulmonaire de la bléomycine a
été¢ démontrée chez le rongeur (11). La majorité de ces études s’intéresse particulierement a
I’étude de I’axe caspase-1/IL-1p dans les cellules immunitaires. Récemment, le role de cellules
structurales dans la production d’IL-1p a ¢été observé (12). Dans cette étude, des cellules
épithéliales alvéolaires primaires de souris, isolées de souris fibrotiques, sécretent plus d’IL-103

en comparaison a ces mémes cellules isolées de souris contrdles.

Dans un mod¢ele de pleurodese induite par le talc, les cellules mésothéliales sont
impliquées dans la phase d’inflammation décrite (262). Une activation de 1’inflammasome
NLPR3 a été observée dans des cellules mésothéliales cultivées in vitro en présence d’amiante
(263). De la méme maniere, nous mettons en évidence I’implication des cellules mésothéliales
pleurales dans I’inflammation, via la signalisation caspase-1/IL-1p, dans un mode¢le de fibrose

pulmonaire induite par la bléomycine.

Le role des cellules mésothéliales dans la FPI résulte de la transformation de ces cellules
qui acquiérent un phénotype myofibroblastique et migrent vers le parenchyme pulmonaire.
Récemment, des études ont montré un role de NLRP3, un récepteur fortement li¢ a la caspase-
1 et dont il permet I’activation, dans des phénomenes de transformation cellulaire liés au TGF-
B1. NLRP3 interfere avec la voie du TGF-B1 et serait capable de réguler la différenciation de
fibroblastes cardiaques (153). L’inhibition de NLRP3 protege in vitro des cellules épithéliales
rénales de ’EMT induite par le TGF-1 (151). De plus, des souris déficientes pour NLRP3 sont

protégées de la fibrose cardiaque induite par 1’angiotensine (153).

A travers cette étude, nous avons confirmé le role clé de 1’axe caspase-1/IL-1f dans la
fibrogenése. Nos résultats suggerent que les cellules mésothéliales sont impliquées dans cette
signalisation inflammatoire. Le role de [’axe caspase-1/IL-1f au niveau des cellules
mésothéliales semble étre double avec I’augmentation d’une phase d’inflammation via I’IL-13
et un role plus « direct » de la caspase-1 dans le phénoméne de transformation des cellules

pleurales.
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II1. Article 3. L.a bléomycine déglycosylée possede ’activité
anti-tumorale de la bléomycine sans toxicité pulmonaire

La bléomycine est un agent de chimiothérapie principalement utilisé dans le traitement
de cancer comme le lymphome de Hodgkin. Son utilisation est largement limitée par sa toxicité
pulmonaire pouvant aller jusqu’a des fibroses pulmonaires. La recherche d’une stratégie pour
diminuer voire empécher 1’apparition de cette toxicité pulmonaire de la bléomycine serait a
I’évidence une grande avancée dans la prise en charge thérapeutique de certaines tumeurs chez

I’homme.

La bléomycine déglycosylée (déglyco-bléomycine) est une molécule dérivée de la
bléomycine sur laquelle le disaccharide D-mannosyl-L-glucose, localis¢ dans la partie
glycosylée, a été retiré (417). En dehors de ceci, la déglyco-bléomycine et la bléomycine ont la
méme structure. La déglyco-bléomycine est une molécule de 1047 Da. Bien que le role de la
partie sucrée de la molécule de bléomycine ne soit pas connu, il a é&té montré in vitro, sur des
cellules de cancer laryngé, que la déglyco-bléomycine a une affinité moindre pour I’ADN et est
par conséquent moins efficace dans le clivage de celui-ci (297). La déglycosilation de la
bléomycine n’altere pas sa capacité a induire la mort cellulaire par apoptose in vitro
indépendamment de la mise en jeu des caspases, mais par contre, inhibe la production d’espéces
réactives de I’oxygéne (ROS) normalement induites par la forme compléete de la bléomycine

(418).

Dans ce travail, nous démontrons que la déglyco-bléomycine a la méme efficacité anti-
tumorale que la bléomycine dans plusieurs modeles de croissance tumorale chez la souris.
Contrairement a la bléomycine, la déglyco-bléomycine n’entraine aucun signe clinique de
toxicité chez la souris. L’absence de toxicit¢ pulmonaire de la déglyco-bléomycine a été
confirmée apres injection intra-trachéale. Dans ces mode¢les animaux et contrairement a la
bléomycine, la déglyco-bléomycine n’induit pas d’activation de la caspase-1. Dans les cellules
A549, nous mettons en évidence le role crucial d’un phénomene de mort cellulaire dépendante

de la caspase-1 dans la cytotoxicité de la bléomycine.

Ce travail, dont je suis co-premier auteur, a donné lieu a une publication originale en 2016
dans le journal « Science Translational Medicine » (facteur d’impact : 16,2). Les travaux

supplémentaires publiés en ligne sont présentés dans les annexes.
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CANCER

Deglycosylated bleomycin has the antitumor activity of
bleomycin without pulmonary toxicity

Olivier Burgy,">>* Guillaume Wettstein,"">>* Pierre S. Bellaye,">* Nathalie Decologne,*
Cindy Racoeur,** Francoise Goirand,"** Guillaume Beltramo,"*** Jean-Francois Hernandez,®
Abderraouf Kenani,” Philippe Camus,">> Ali Bettaieb,>* Carmen Garrido,">*2" Philippe Bonniaud"*>°**

Bleomycin (BLM) is a potent anticancer drug used to treat different malignancies, mainly lymphomas, germ cell
tumors, and melanomas. Unfortunately, BLM has major, dose-dependent, pulmonary toxicity that affects 20% of
treated individuals. The most severe form of BLM-induced pulmonary toxicity is lung fibrosis. Deglyco-BLM is a
molecule derived from BLM in which the sugar residue p-mannosyl-L-glucose disaccharide has been deleted. The
objective of this study was to assess the anticancer activity and lung toxicity of deglyco-BLM. We compared the
antitumor activity and pulmonary toxicity of intraperitoneally administrated deglyco-BLM and BLM in three rodent
models. Pulmonary toxicity was examined in depth after intratracheal administration of both chemotherapeutic
agents. The effect of both drugs was further studied in epithelial alveolar cells in vitro. We demonstrated in rodent cancer
models, including a human Hodgkin’s lymphoma xenograft and a syngeneic melanoma model, that intraperitoneal
deglyco-BLM is as effective as BLM in inducing tumor regression. Whereas the antitumor effect of BLM was accom-
panied by a loss of body weight and the development of pulmonary toxicity, deglyco-BLM did not affect body weight
and did not engender lung injury. Both molecules induced lung epithelial cell apoptosis after intratracheal adminis-
tration, but deglyco-BLM lost the ability to induce caspase-1 activation and the production of ROS (reactive oxygen
species), transforming growth factor-B 1, and other profibrotic and inflammatory cytokines in the lungs of mice and
in vitro. Deglyco-BLM should be considered for clinical testing as a less toxic alternative to BLM in cancer therapy.

INTRODUCTION

Bleomycin (BLM) is a potent antineoplastic agent produced by
Streptomyces verticillus. In clinical practice, it is used in combination
chemotherapy regimens to treat malignant lymphoma, germ cell
tumors, squamous cell carcinoma, melanoma, and malignant pleural
effusion with good results. The pulmonary toxicity of BLM, however,
is often a limitation to its use. About 20% of patients treated with BLM
develop lung toxicity (1), which may present in various forms (2), with
lung fibrosis being the most severe. Among the different risk factors
for lung toxicity, the cumulative dosage is a major parameter (1, 2).

Besides its clinical use as an anticancer agent, BLM is currently one
of the most studied compounds for the induction of experimental
acute pulmonary injury and pulmonary fibrosis in animals (3).

Apoptosis, extended cell cycle arrest, and mitotic cell death are the
most commonly cited outcomes of BLM treatment in cancer cells (4).
In the lung, in addition to its proapoptotic effect on epithelial and
endothelial cells, the drug induces a strong inflammatory response, an
increase in reactive oxygen species (ROS) production, and the expres-
sion of transforming growth factor-p (TGF-B) (5). These events all
play a well-known role in the process of lung fibrosis.

Three main parts characterize the BLM molecule: (i) a metal ion—
chelating segment that combines with iron and molecular oxygen to

'INSERM, LNC UMR 866, Laboratoire dExcellence LipSTIC, Dijon 21079, France. 2Equipe "Heat
Shock Proteins” Labellisée par la Ligue Nationale contre le Cancer, Dijon 21079, France.
3Faculty of Medicine and Pharmacy of Dijon, Université Bourgogne Franche-Comté, Dijon
21079, France. *EPHE, Tumor Immunology and Immunotherapy Laboratory, Dijon 21079,
France. “Service de Pneumologie et Soins Intensifs Respiratoires, Centre Hospitalier Uni-
versitaire (CHU), Dijon 21079, France. ®Institut des Biomolécules Max Mousseron, Faculty of
Pharmacy, University of Montpellier, Montpellier 34093, France. 7Department of Bio-
chemistry, University of Monastir, Monastir 5000, Tunisia. ®Anticancer Centre Georges Francois
Leclerc, CGFL, Dijon 21079, France.

*These authors contributed equally to this work.

tThese authors codirected this work and contributed equally to this work.
$Corresponding author. E-mail: philippe.bonniaud@chu-dijon.fr

form an active complex responsible for DNA cleavage, (ii) a bithiazole-
containing moiety that contributes to the binding of BLM to DNA,
and (iii) a carbohydrate moiety. The exact role of the latter remains
unknown.

Deglyco-BLM is a BLM-derived molecule in which the sugar
residue pD-mannosyl-L-glucose disaccharide located in the glycosylated
portion has been deleted (6). Apart from this, deglyco-BLM still has
the same structural arrangement as BLM and is a complex molecule of
1047 daltons. Although the role of this sugar is still unknown, in vitro
studies in laryngeal cancer cells have shown that deglyco-BLM has
reduced affinity for DNA and is less effective in mediating DNA
cleavage (7). In laryngeal cancer cells, BLM deglycosylation does not
alter the ability of BLM to induce cell death through apoptosis in a
caspase-independent manner but does suppress the ability of BLM
to induce ROS formation (8, 9).

However, how this deletion of the sugar moiety affects the most
relevant in vivo effects of BLM (antitumor effects and lung toxicity)
has not been explored. Here, we demonstrate in different animal
models that deglyco-BLM retains the antitumor effect of BLM but
lacks any demonstrable fibrotic activity in the lung. This characteristic
seems to be associated with the inability of deglyco-BLM to activate
caspase-1 and to induce the production of ROS, TGF-B1, and other
profibrotic cytokines in the lung.

RESULTS

Deglyco-BLM has a powerful anticancer effect similar to BLM
in mice already bearing a tumor

To assess whether the removal of b-mannosyl-L-glucose disaccharide
affected the antitumor effect of BLM, we performed a dose-response
experiment to compare the activity of BLM and deglyco-BLM in three
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Fig. 1. Deglyco-BLM has an anticancer effect in mice without evi-
dence of toxicity. U937 human leukemia, B16 mouse melanoma, or
KM-H2 human Hodgkin’s lymphoma cells were subcutaneously injected
into nude, C57BL/6, or NOG mice, respectively. When tumor size reached
62.5 mm? (day 0), mice received intraperitoneal injections of NaCl, BLM, or
deglyco-BLM (DBLM) every other day for 8 days (U937, B16) or 10 days
(KM-H2). (A) Detailed tumor growth kinetics after injections of BLM or
deglyco-BLM (20 mg/kg) or control NaCl for 8 days (U937, B16) or 10 days
(KM-H2). (B) Animals’ weight after injection of BLM, deglyco-BLM (20 mg/kg),
or NaCl. (C) Representative histology of mouse lungs 8 or 10 days after
intraperitoneal treatment with BLM, deglyco-BLM, or NaCl at the indicated
doses [hematoxylin and eosin (H&E) staining; scale bars, 100 um; arrows
highlight the areas of inflammation]. P values were determined using
two-tailed Mann-Whitney test.
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Table 1. Deglyco-BLM does not induce inflammatory cell recruitment.
Quantification of macrophages, neutrophils, and lymphocytes in BALF of
C57BL/6 mice. Measurements were made 8 days after intraperitoneal
administration of BLM, deglyco-BLM (DBLM; 5, 10, 15, or 20 mg/kg), or NaCl
and 4 days after intratracheal injection of NaCl, BLM, or deglyco-BLM
(2.5 mg/kg). Data are presented as means + SEM (n = 6 mice per group
and n = 10 for the intratracheal BLM group). Statistics were compared to the
NaCl group. P values were determined by two-tailed Mann-Whitney test.

Cell count Macrophages Neutrophils Lymphocytes

(x10%/ml) (%) (%) (%)
Intraperitoneal
NaCl 9.0+ 13 974 £ 0.8 04 +0.2 22+ 0.8
BLM
5mg/kg 56+13 863+34(P= 20+ 1.2 117 £38(P=
0.008) 0.015)
10 mg/kg 17.1 £ 69 923 +2.0 (P = 23 +09 53+24
0.020)
15 mg/kg 388 +52 790+80(P= 113+74 85+ 45
(P = 0.005) 0.013)
20 mg/kg 43.0 £ 86 825+ 18 (P= 53+17((P= 122+18(P=
(P = 0.005) 0.005) 0.005) 0.006)
DBLM
5mg/kg 6.1 % 1.1 94+ 16 18+ 14 42 06
10 mg/kg 4.8 + 0.8 936 £ 0.6 1.7+£1.2 47 = 0.9
15 mg/kg 5.5 + 0.7 97.7 £ 0.7 07 +0.3 1.7 £03
20 mg/kg 6.8 £ 0.9 954 + 22 22+ 17 24 + 0.7
Intratracheal
Nacl 23+03 99.7 £ 0.3 0.0 + 0.0 0303
BLM 2366+ 766+19(P= 94+12((P= 140+16(P=
292 (P = 0.001) 0.001) 0.001)
0.001)
DBLM 129 £ 26 94 £ 16 05+ 0.2 25+03

subcutaneous tumor models in mice (fig. SIA). When the tumor vol-
ume reached 62.5 mm®, four doses (5, 10, 15, and 20 mg/kg) of BLM
or deglyco-BLM were administered intraperitoneally every other day
for 8 to 10 days depending on the model.

We first used a xenograft model of human monocytic leukemia
(U937 cells) in nude mice. As shown in Fig. 1A, both drugs demon-
strated the same antitumor activity compared to the control NaCl-
treated animals; only at the dose of 20 mg/kg the antitumor effect
of both drugs was statistically significant compared to the control
animals (P = 0.003 and P = 0.021 for deglyco-BLM and BLM, respec-
tively) (Fig. 1A and fig. S1A).

Because this experiment was performed in a xenograft model and
because nude mice, which are immunodeficient, may respond differ-
ently to proinflammatory and other toxic effects of the treatment, we
confirmed the antitumor efficacy of deglyco-BLM in a syngeneic mouse
melanoma model (B16 cells). As shown in Fig. 1A and fig. S14, in this
model, BLM and deglyco-BLM also presented similar antitumor effects.

BLM is often used to treat patients with Hodgkin’s disease. There-
fore, the antitumor effect of deglyco-BLM was also confirmed in a

17 February 2016 Vol 8 Issue 326 326ra20 2
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subcutaneous xenograft model of human Hodgkin’s lymphoma (KM-
H2 cells) in nonobese diabetic—severe combined immunodeficient
interleukin-2 (IL-2) receptor y-chain null (NOG) mice. As in the two
previously described models, both drugs showed similar antitumor
activity (Fig. 1A and fig. S1A).

In contrast to these results, we found significant differences between
BLM and deglyco-BLM with regard to the weight of the treated tumor-
bearing animals (P < 0.001, P = 0.004, and P = 0.009 for U937, B16,
and KM-H2, respectively; Fig. 1B). We found in the three models that
BLM treatment induced a substantial decrease in the animals’ weight,
whereas the animals treated with deglyco-BLM did not lose weight
compared to the control group even at the higher dose used (Fig. 1B
and fig. S1B).

Because pulmonary toxicity is the
main unwanted effect of BLM when

of the three doses were lethargic and breathing faster, had ruffled fur,
and lost up to 35% body weight by day 10. Mortality was greater than
50%, and the few surviving animals had to be sacrificed by days 7, 8,
and 10 for BLM doses of 5, 2.5, and 1.25 mg/kg, respectively, to
alleviate suffering (Fig. 2A). In sharp contrast, mice treated with deglyco-
BLM (any dose) survived up to day 21 and presented no noticeable
increase in their respiratory rate and did not lose body weight com-
pared with control NaCl-treated animals (Fig. 2A). Similarly to
what we found after intraperitoneal injection of BLM, there was an
increase in neutrophils and lymphocytes in the BALF of mice 4 days
after intratracheal administration of BLM as opposed to NaCl- or
deglyco-BLM-treated mice, in which only a very minor increase
was observed (Table 1).

the drug is used to treat malignancies, A
we explored whether we reproduced this
clinical lung toxicity in our experimental
cancer mouse models. Indeed, BLM giv-
en at an effective antitumor dose (15 to
20 mg/kg) induced lung damage as dem-
onstrated by histological analysis of 3 —O— MNacl
the lungs in the three mouse models % 167 ko —ps B2 mglkg
used in this work (Fig. 1C and fig. £ W, T BLM 2.5 ma/kg
$2). In contrast, no lung toxicity was ob- ol 0 TN, e B Sl
served with deglyco-BLM, even at the . &H :Z: Esx ;'zsm:%:g
highest dose used (20 mg/kg) (Fig. 1C e S'mg B
and fig. S2). To confirm these results, ot————
we also quantified the immune cells in 9 24 6 8°10:12141611820122
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) of Ditys aftesiLL fnstiiation
the syngeneic B16 tumor model. After
intraperitoneal administration, BLM in- ¢ D
creased the total cell count, neutrophils, - 197 po0062 P=0.002
and lymphocytes. In contrast, in the B — &
BALF from animals treated with deglyco- ¢ F=0.005.£.=0.002 3
BLM, even at the highest dose (20 mg/kg), & § £
the numbers of neutrophils and lym- S & %
phocytes remained unchanged (Table 1). 2 T2
Therefore, only in BLM-treated animals, % % s
but not in deglyco-BLM-treated mice, g g
BALF presented an inflammatory profile
consistent with the lung damage ob- W TR [y [V 90 i35 BE 5
served by hiStOlOgy. D21 |D10-1.25mg/kg | D21 D10 p10-1.25 mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
5 mg/kg DBLM - D21

Deglyco-BLM does not induce E g Fig. 2. Deglyco-BLM does not induce lung fibrosis. (A) Daily weights
lung toxicity | p=0008 of C57BL/6 mice after a single intratracheal (i.t.) injection of the indicated
We then studied in depth the ability of = | concentrations of BLM, deglyco-BLM, or NaCl. (B) Representative histology
these two molecules to induce lung inju- % of mouse lungs at day 4 (D4), day 10 (D10), and day 21 (D21) after
ry. BLM-induced pulmonary fibrosis § 154 in.tratracheal administration of BLM,. Qegl}lco—BLM, or NaCl (Masson’s
has been extensively studied after intra- = tnchrome; the inset shows a magnified image; .scale bars, 100 um)
tracheal injection of the drug (3). We 3 104 © i\/lodlﬁed Ashcroft scores for mouse Iungs'aﬂgr |ntrati'acheal adminis-
therefore compared the effect of intra- 8 tratIOi’i of BLM, degly.co—BLM,.or I\iaCI at the indicated tlme.s and dqses.

. . E (D) Histomorphometric quantification of collagen accumulation on Picro-
tracheal administration of deglyco- 2 * sirius red-stained lung sections from BLM-, deglyco-BLM-, or NaCl-treated
BLM, BLM, or NaCl in C57BL/6 mice. animals. (E) Collagen quantification using Sircol assay in mouse lung lysates
We first determined the effect of three .- 14 days after intratracheal injection of BLM, deglyco-BLM (1.25 mg/kg), or
different doses (1.25, 2.5, or 5 mg/kg) eé} N Oq,@\ NaCl. Data are presented as means + SEM and normalized to the NaCl

of BLM on body weight and mortality.
All of the mice treated with BLM at any
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group (n = 6 mice per group). P values were determined using two-tailed
Mann-Whitney test.
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Next, we carried out a pathological examination of lungs from
mice (Fig. 2, B and C). After intratracheal administration of BLM, a
marked and extensive inflammation was observed at days 4 and 10,
and this was also associated with widespread collagen accumulation at
day 10 (Fig. 2B). In contrast, lungs from deglyco-BLM-treated mice
showed no consistent collagen accumulation at the same time points
and only low-grade inflammation at day 4 (Fig. 2B). No changes were
found in the lungs from NaCl-treated control mice. By day 21 after
deglyco-BLM administration (at any of the three doses used), the lung
histology appeared normal even at the highest dose (Fig. 2B). These
histological observations correlated with fibrosis assessment by mod-
ified Ashcroft scoring (Fig. 2C).

To confirm this histological analysis, we assessed collagen accu-
mulation by histomorphometric measurement using Picrosirius red
staining (fig. S3) (10). By day 10 after intratracheal instillation, there
was a significant increase in collagen concentration in the lungs of
BLM-treated mice (1.25 mg/kg), compared with deglyco-BLM and
control animals (P = 0.002 versus NaCl and P = 0.002 versus deglyco-
BLM). At 10 and 21 days, no difference in collagen accumulation was
measured between deglyco-BLM (at any of the three doses used) and
control animals (Fig. 2D). Histomorphometric analysis was further
confirmed by Sircol assay as shown in Fig. 2E.

Deglyco-BLM, in contrast to BLM,
does not induce profibrotic events
We analyzed the expression of TGF-B1,

ceiving intraperitoneal BLM or deglyco-BLM (20 mg/kg) every other
day for 8 days. The concentration of TGF-B1 in BALF from the nude
mice was significantly higher in BLM-treated mice than that in the
BALF from mice treated with deglyco-BLM or NaCl (P = 0.003 versus
NaCl; Fig. 3C).

We also measured other inflammatory cytokines and found that
IL-6 and monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) strongly
increased in the BALF from BLM compared with deglyco-BLM-treated
or control animals (Fig. 3D). In contrast, the concentration of the anti-
inflammatory cytokine IL-10 was found to be lower in BLM mice than
in deglyco-BLM and control mice at D10 (Fig. 3D). In a more general
approach, we used a cytokine array to determine the concentrations of
other cytokines in lung tissues from the treated animals. We found
that cytokines known to be present in the setting of lung fibrosis, such
as basic fibroblast growth factor (bFGF), tumor necrosis factor-o
(TNF-0), tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-2 (TIMP-2),
and osteopontin were increased at early time points (day 4) only in
BLM-treated animals but not in deglyco-BLM-treated and control
mice (fig. S4).

Oxidative stress is involved in the pathogenesis of pulmonary
fibrosis (13). Therefore, we determined the amount of ROS by
measuring 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE), an aldehyde formed during
the lipid peroxidation process. Western blot analysis of lungs from
either BLM- or deglyco-BLM-treated mice (five animals per group)

which is considered to be the most po- A B c
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BLM or NaCl at both days 4 and 10
(day 4: P = 0.002 versus NaCl and P =
0.002 versus deglyco-BLM; day 10: P =
0.004 versus NaCl and P = 0.026 versus
deglyco-BLM; Fig. 3A). No significant
difference in the amount of TGF-
B1 was detected between deglyco-BLM-
treated and NaCl control mice. As late as
day 21, deglyco-BLM treatment did not 0-
significantly increase TGF-B1 levels re-
gardless of the dose used (1.25, 2.5,
and 5 mg/kg) (Fig. 3A). These data on
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total TGF-B1 concentrations were con-
firmed by measuring the active form
of TGF-B1 by a plasminogen activator
inhibitor-1 (PAI-1) luciferase assay in
the lung extracts (Fig. 3B). Similar
results were obtained in nude mice re-

Fig. 3. Deglyco-BLM does not induce profibrotic cytokines. (A to C) TGF-B1 quantification after
injection of BLM, deglyco-BLM, or NaCl intratracheally (1.25 mg/kg) in C57BL/6 mice (A and B) or intra-
peritoneally (20 mg/kg) in nude mice (C) (n = 6 mice per group). Quantification of total TGF-B1 in BALF
by ELISA (A and C) or active TGF-B1 measurement using PAI-1 luciferase assay in lung extracts (B). (D) IL-6,
IL-10, and MCP-1 expression was analyzed by Cytometric Bead Array in BALF at days 4 and 10 after
intratracheal administration of DBLM, BLM, or NaCl (five mice per group). P values were determined using
two-tailed Mann-Whitney test.
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demonstrated a significant increase in 4-HNE only in the lungs from
BLM-treated animals (P = 0.036 versus NaCl; Fig. 4A). These results
were confirmed by labeling the lungs with a superoxide anion marker
[dihydroethidium (DHE)] (Fig. 4B). We also assessed ROS production
in vitro in human (A549) and murine (MLE-12) alveolar epithelial cell
lines. As shown in Fig. 4C, BLM, but not deglyco-BLM, induced ROS
(superoxide anion) production. In addition, we observed that neither
BLM nor deglyco-BLM was able to trigger nitrogen species production
in the lung compared to the control (fig. S5A). This result was con-
firmed using a Griess nitrite dosage method, which also found no dif-
ferences (fig. S5B). We also assessed unfolded protein response/
endoplasmic reticulum (ER) stress by measuring the expression of
binding immunoglobulin protein (BiP), an ER stress-inducible chap-
erone, in A549 cells after BLM or deglyco-BLM treatment. BLM or
deglyco-BLM did not modify BiP expression compared to the ER
stressor tunicamycin used as a positive control (fig. S5C).

BLM, but not deglyco-BLM, induces a caspase-1-dependent
lung toxicity

Inflammation is known to play an important role in BLM-induced
fibrogenesis. We investigated the involvement of caspase-1, a protein
implicated in the inflammation process and pulmonary fibrosis (14, 15).
We demonstrate here that BLM, but not deglyco-BLM, induces a
decrease in the amount of procaspase-1 in the lung lysates of
C57BL/6 mice [at day 4 after intratracheal instillation of BLM, deglyco-
BLM, or NaCl (2.5 mg/kg)], suggesting cleavage (activation) of this
procaspase (Fig. 5A, upper panel). The enhanced caspase-1 activity
after BLM was also confirmed on lung sections with fluorochrome-
labeled inhibitors of caspases (FLICA) staining for caspase-1 (Fig.
5A, lower panel). As shown in Fig.
5B, among the different cells found

within the lung, epithelial alveolar cells A

BLM

ited a rapid loss of weight and had to be euthanized for ethical rea-
sons by day 14, in contrast to caspase-1~'~ mice that almost
completely recovered from their initial weight loss (Fig. 5D). Deglyco-
BLM-injected mice (both wild-type and caspase-1-deficient mice)
did not manifest any clinical sign of distress. BALF analysis showed
an increase in total cell count after BLM injection in caspase-1*"*
mice but not in caspase-1~'~ mice (Fig. 5E). Lung histology demon-
strated that BLM-induced fibrosis was greatly reduced in caspase-17/~
mice (Fig. 5F). These results confirm a role for caspase-1 in the fibrotic
process.

To further study the role of caspase-1, we investigated the potential
profibrotic properties of the caspase-1 activator nigericin. The intra-
tracheal injection of nigericin in C57BL/6 mice induced collagen
accumulation in the lungs, demonstrating that caspase-1 activation
can be sufficient to trigger a lung fibrotic response (Fig. 5G, left panel).
Fibrosis induced by nigericin was assessed by histomorphometry, and
the results of this measurement were in agreement with the lung
histology (Fig. 5G, right panel). We did not observe any caspase-3 ac-
tivity enhancement after nigericin compared to control in the lungs of
these animals (Fig. 5H).

Deglyco-BLM does not induce caspase-1-dependent

cell death

The ability of BLM to induce apoptosis has been associated with its
antitumorigenic and fibrogenic effects. We used the terminal deo-
xynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick end
labeling (TUNEL) assay to examine the ability of BLM and deglyco-
BLM to induce apoptosis in lung parenchyma of C57BL/6 mice at day 4
after the intratracheal instillation of BLM, deglyco-BLM, or NaCl

DBLM Nacl 5
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positive for caspase-1 activation after
BLM treatment. These double-positive
staining cells were not observed after
deglyco-BLM treatment (Fig. 5B). -
Procaspase-1 cleavage (activation) by
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BLM, but not by deglyco-BLM, was
confirmed in epithelial alveolar cell
lines A549 and MLE-12 (Fig. 5C). The
activation of caspase-1 by BLM was ob-
served from 1 to 24 hours after BLM
intake by A549 cells, whereas deglyco-
BLM induced no significant activation
of caspase-1 compared with untreated
cells (fig. S6A). In addition, we found
that, compared to the control, immune
cells did not exhibit increased caspase-
1 activity (fig. S6B).

To demonstrate the involvement of
the caspase-1 pathway in the BLM-
induced fibrosis process, we treated
caspase-1-deficient mice (caspase-17") as
well as wild-type (caspase-1"'*) mice with
intratracheal injection of BLM, deglyco-
BLM (1.25 mg/kg), or NaCl as control.
BLM-injected caspase-1*"* mice exhib-
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Fig. 4. Deglyco-BLM, in contrast to BLM, does not trigger ROS production. Oxidative stress was studied
in lung tissues after intratracheal administration of BLM, deglyco-BLM, or NaCl (2.5 mg/kg). (A) Assessment
of 4-HNE content in lung extracts from deglyco-BLM- (n = 5), BLM- (n = 5), and NaCl-treated mice (n = 3).
Right panel: quantification by densitometry. (B) DHE staining of lung sections after intratracheal administra-
tion of BLM, deglyco-BLM (1.25 mg/kg), or NaCl in C57BL/6 mice (n = 5 per group). Scale bars, 50 um. DHE,
red; DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole), blue (nuclei). Inset: lg, negative control. (C) DHE assessment in
A549 and MLE12 cells left untreated (NT) or treated with BLM or deglyco-BLM (200 uM, 24 hours). Data
are presented as means + SEM (n = 4 per group). Representative data were from three independent
experiments. P values were determined using two-tailed Mann-Whitney test.
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Fig. 5. Deglyco-BLM does not induce caspase-1 activation in the lung. Caspase-1 activity was ana-
lyzed in lungs of C57BL/6 animals 4 days after deglyco-BLM, BLM, or NaCl intratracheal injection (2.5 mg/
kg). (A) The amounts of procaspase-1 were determined by Western blot on lung lysates (upper panel;
HSC70, loading control) and FLICA staining (red) on the lung sections [lower panel; scale bars, 50 um;
nuclear staining: DAPI (blue)]. (B) Double staining for E-cadherin (red) and FLICA caspase-1 (green) on lung
sections [representative observation, n = 5 per group; nuclear staining: DAPI (blue); scale bars, 50 pm;
arrows indicate cells with dual stainingl. (C) Procaspase-1 quantification in A549 or MLE-12 cells left
untreated or treated with 100 M BLM or deglyco-BLM. (D to F) Caspase-1-deficient mice (caspase-17") as
well as wild-type (caspase-1*/*) mice were treated with intratracheal BLM, deglyco-BLM (1.25 mg/kg), or
NaCl (n = 6 mice per group). (D) Kinetics of weight variation (change from baseline), (E) total cell count in
BALF 14 days after the injection, and (F) representative histology of lungs 14 days after drug administration
(H&E staining; scale bars, 100 um). (G) C57BL/6 mice were intratracheally injected with nigericin (1.25 mg/
kg) or NaCl, and lung fibrosis was assessed by histological analysis of the lungs (left panel; H&E staining;
scale bars, 100 um) and histomorphometric analysis of collagen content (right panel, means + SEM, n = 6
mice per group). (H) Caspase-3 and caspase-7 activity was assessed in lung extract from the same mice as
in (G). P values were determined using two-tailed Mann-Whitney test.
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(2.5 mg/kg). Whereas no staining was
observed in control mice, there was sim-
ilar widespread apoptosis of epithe-
lial cells in the lungs of BLM- and
deglyco-BLM-treated mice (Fig. 6A).
We also observed a similar proapoptotic
effect of BLM and deglyco-BLM when
the compounds were given intra-
peritoneally to C57BL/6 and nude mice
(Fig. 6A). Both BLM and deglyco-BLM
(intratracheal instillation) induced a sim-
ilar caspase-3 activity in the lung pa-
renchyma of C57BL/6 mice compared
with control (NaCl-treated) animals,
in which no caspase-3 cleavage was de-
tected (Fig. 6B and fig. S7). The ability
of both BLM and deglyco-BLM to induce
cell death was also demonstrated in the
noncancerous transformed mouse alveo-
lar epithelial cell line MLE12 (Fig. 6C).
Moreover, in these cells, we observed
that both deglyco-BLM and BLM were
able to induce the activation of apoptotic
caspases such as caspase-3/7, caspase-9,
and caspase-8 (Fig. 6D).

Finally, we assessed the involvement
of caspase-1-dependent cell death (pyro-
ptosis) in BLM cytotoxicity by using a
specific peptide inhibitor directed against
caspase-1, YVAD. We demonstrated that
inhibition of caspase-1 significantly de-
creased (about twofold, P < 0.001 versus
BLM alone) cell death induced by BLM,
whereas caspase-1 inhibition had no ef-
fect on cell death induced by deglyco-
BLM treatment (Fig. 6E).

DISCUSSION

Lung toxicity strongly limits the use of
BLM, an effective and useful chemo-
therapeutic agent, particularly in Hodgkin’s
lymphoma. Here, we demonstrate that
the antitumor activity of the BLM deriva-
tive compound deglyco-BLM is similar to
that of BLM in three different tumor
models, including a Hodgkin’s lympho-
ma model. We found that deglyco-BLM,
in sharp contrast with BLM, is devoid of
pulmonary toxicity. These data suggest
that the b-mannosyl-L-glucose disaccharide
moiety may not be essential for the anti-
tumor activity of BLM but is critical for its
toxicity.

BLM is widely used to induce exper-
imental pulmonary fibrosis. Animals
injected with BLM also typically exhibit
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or NaCl. Representative images; scale bars, 50 um; FLICA caspase-3 (red); nuclear staining: DAPI (blue)]
(€) Cell death induced by increasing concentrations of BLM or deglyco-BLM in MLE12 cells (means + SEM,
n =5 per group). (D) Measurement of caspase-3/7 (left), caspase-9 (middle), or caspase-8 (left) activity in
MLE-12 cells left untreated or treated with BLM or deglyco-BLM (means + SEM, n = 9 per group). Results
are representative of three independent experiments. (E) Cell death (annexin V*) induced by BLM or
deglyco-BLM (200 puM, 24 hours) evaluated on A549 cells. When indicated, caspase-1 was inhibited
using YVAD (100 uM, 1 hour). Data are presented as means + SEM, n = 13 per group. P values were
determined using two-tailed Mann-Whitney test.

clinical adverse effects such as loss of body weight. Our work reveals
that administration of deglyco-BLM (intraperitoneally or intratracheal-
ly) does not alter the animals” weight and does not induce lung toxicity,
in contrast to BLM, which causes severe lung inflammation.

epithelial cells.

www.ScienceTranslationalMedicine.org

Epithelial cell apoptosis has been
shown to be a triggering event in the ini-
tiation of lung fibrosis, and the ability of
BLM to induce apoptosis has been well
demonstrated in animal models (16).
Here, we show that deglyco-BLM is as
effective as BLM at inducing epithelial
cells’ death. This finding agrees with ear-
lier work in laryngeal cancer cells in vitro,
where apoptosis induced by deglyco-
BLM was quantitatively similar to that
induced by BLM (8). However, and in
contrast to what has been reported
in vitro (17), we found in our in vivo
models that both compounds similarly
induced caspase-3 activation. The fact
that both drugs, BLM and deglyco-BLM,
induced a similar caspase-3-dependent
apoptosis in mice but pulmonary fibrosis
only developed in mice treated with
BLM suggests that epithelial cell apopto-
sis, which is known to be a profibrotic-
triggering event, was not sufficient to
induce fibrosis initiation and progres-
sion, and additional profibrotic events
are probably required.

BLM induces lung injuries and sub-
sequent strong inflammation within the
first 10 days of intratracheal administra-
tion in mice. Inflammation appears es-
sential for fibrogenesis (18, 19) and the
induction of pulmonary fibrosis (14, 15),
and the ultimate extent of fibrosis in
animal models is often proportional to
the severity of the initial acute inflam-
mation and injury (5, 20, 21). Pyroptosis,
a necrosis-like cell death mechanism, has
recently been suggested to be an impor-
tant triggering event in fibrosis (22). The
major hallmark of pyroptosis is the acti-
vation of caspase-1 by the inflamma-
some complex. During pyroptosis,
activated caspase-1 perforates the cyto-
plasmic membrane, and cytoplasmic
components are released into the extra-
cellular milieu where they can induce
inflammation as observed in vivo in
the lung after BLM administration.
We demonstrate here that activation
of caspase-1 alone (without apoptosis)
is able to trigger a fibrotic process in
the lung. In our model, we did not find
any increase in caspase-1 activity in
immune cells, but alveolar epithelial

(E-cadherin-positive) cells were found positive for active caspase-1 within
the lung of BLM-treated animals. In contrast, deglyco-BLM was
unable to trigger caspase-1 activation in vivo or in vitro in alveolar
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It has recently been reported that ROS production could be one of
the multiple stresses responsible for the induction of caspase-1 activation
(23, 24). We confirmed here in vivo that deglyco-BLM does not induce
ROS production, unlike BLM. At the same time, both molecules failed
to trigger nitrogen species or ER stress. Furthermore, a large body of
evidence indicates that BLM-induced ROS production is at the origin
of the observed lung inflammation and fibrosis in murine models (3).
Together, our data suggest that BLM promotes caspase-1 activation and
causes inflammation by inducing ROS production in the lung. This is in
line with our observation concerning the absence of inflammation and
the lack of toxicity of deglyco-BLM, which does not promote ROS pro-
duction in the lung. We also found that deglyco-BLM, in contrast to
BLM, did not induce TGF-B1 expression. The lack of inflammation
(21), probably attributable to the lack of ROS and caspase-1 activation
by deglyco-BLM, may explain the absence of TGF-B1 overexpression
and consequent pulmonary fibrosis.

Clinical trials have evaluated the beneficial effects of the antioxidant
N-acetylcysteine in fibrotic lung disease (25, 26). Our data support the
notion that pulmonary ROS production is at the origin of the pulmonary
toxicity of BLM. The fact that deglyco-BLM does not induce ROS
production might be explained, at least partially, by its intracellular
localization. It has been shown that, upon cellular uptake, the two drugs
reveal different intracellular distribution, with a low accumulation of
BLM compared with a high accumulation of deglyco-BLM in the nuclei.
In contrast, the concentration of BLM is much higher in the cytoplasm.
The preferential nuclear location of deglyco-BLM may diminish its inter-
action with mitochondria, where ROS production mostly occurs (27).

In summary, our work suggests that, in contrast to BLM, deglyco-
BLM does not induce detectable pulmonary toxicity or fibrosis after
intraperitoneal administration or intratracheal instillation in mice,
even when used at high doses. Although deglyco-BLM induces apop-
tosis in vivo, it does not induce ROS generation or caspase-1 activation,
which would lead to inflammation or TGF-B1 overexpression. The
main limitation of this study is that the mechanism through which
ROS and caspase-1 induce TGF-p and fibrosis is still unknown. Also,
although we demonstrate that the antitumor effectiveness of deglyco-
BLM and BLM is the same in different experimental models, future
studies will need to determine whether deglyco-BLM can be
substituted for BLM in the treatment of malignancies in patients.

MATERIALS AND METHODS

Study design

The antitumor activity of deglyco-BLM was assessed by intraperitoneal
injection in three different tumor models in mice: human monocytic
leukemia (U937), murine melanoma (B16), and human Hodgkin’s lym-
phoma (KM-H2). Tumor growth was measured daily in a blinded
manner (the person measuring the tumors was ignorant of the treatment
received by the animals). Pulmonary toxicity was analyzed after intra-
tracheal administration of the drugs in C57BL/6 mice. The animals were
always randomly assigned to each treatment group. For ethical reasons,
the animals were sacrificed when they reached a weight of less than 14 g.
No exclusion criteria of animals were applied for data processing.

Deglyco-BLM
Deglyco-BLM was obtained by hydrogen fluoride (HF) solvolysis using
a classical HF line designed for the cleavage of peptides from the resin
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support in solid-phase synthesis (6). Briefly, crude dried BLM (A2 and
B2 isoforms; Merck Chemicals) and anisole were mixed in a Kel-F reactor
at 0°C, and dry HF was added. After stirring for 1 hour, HF was removed
in vacuo, and anhydrous ether was added to the oily residue to extract
anisole. Deglyco-BLM was obtained from the ether as a white solid,
and its purity (>95%) was assessed by reversed-phase high-performance
liquid chromatography and liquid chromatography-mass spectrometry.

Animal procedures

Seven-week-old female C57BL/6, nude, or NOG mice (Charles River),
weighing 20 to 25 g, were housed in filter-topped cages, under specific
pathogen-free conditions, in a 12-hour light/dark cycle with en-
vironmental enrichment. Food and water were provided ad libitum.
The animals were treated according to the guidelines of the Ministére
de la Recherche et de la Technologie, and experiments were approved
by the Comité d’Ethique de I'Expérimentation Animale (C2EA) du
grand campus Dijon, no. 105.

Antitumoral effect. Human monocytic leukemia U937 (20 x 10%),
melanoma B16 (15 x 10°), or human Hodgkin’s lymphoma KM-H2 cells
(20 x 10°), all diluted in 0.9% NaCl, were subcutaneously administered
(100 pl) in nude, C57BL/6, or NOG mice, respectively. All cell lines were
purchased from the American Type Culture Collection (ATCC) and
were free of mycoplasma contamination. When tumor size reached 5 x
5 mm, the animals received intraperitoneal injection of 0.9% NaCl
(vehicle), BLM (Merck Chemicals), or deglyco-BLM (5, 10, 15, or 20 mg/kg)
every other day until day 8 (U937 or B16) or day 10 (KM-H2).

Lung toxicity. C57BL/6 mice (wild type or caspase-1-deficient)
received intratracheal instillations (22-gauge cannula) of 50 ul of
BLM, deglyco-BLM (1.25, 2.5, or 5 mg/kg in 50 ul of 0.9% NaCl),
or nigericin (1.25 mg/kg; Sigma-Aldrich). Control mice received
0.9% NaCl. BALF and lungs were harvested as described (28).

Fibrosis assessment

Pulmonary fibrosis was scored from 0 (normal lung) to 8 (completely
fibrotic lung) using a modified Ashcroft score (29). Transverse
sections of lungs were paraffin-embedded and stained with Masson’s
trichrome stain and Picrosirius red. Collagen was quantified on
paraffin sections stained with Picrosirius red (12, 28). Collagen was
also quantified in lung lysates using Sircol assay (Biocolor Ltd.)
according to the manufacturer’s instructions. Results were expressed
as collagen amount normalized to the NaCl condition.

Oxidative stress analysis

Protein extraction was carried out by lysis of whole lungs of animals
treated with NaCl, BLM, or deglyco-BLM. Equal quantities (50 ug) of
protein were loaded in each lane on SDS-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE), and lipid peroxidation was visualized with
4-HNE monoclonal antibody (HNEJ-2, Gentaur).

Superoxide was detected in lung sections and in vitro in A549 and
MLE12 (ATCC) cells using DHE staining. Sections (10 min at room
temperature) or cells (15 min at 37°C) were incubated with 10 pM
DHE (Life Technologies). After washing, DHE-stained sections were
analyzed by microscopy (Axio Imager.M2, Zeiss) or with a LSR II flow
cytometer (BD Biosciences).

Cell death and caspase activity assessment
Cell death was observed by TUNEL staining of lung sections with the
ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection kit according to
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the manufacturer’s protocol (Chemicon) or in vitro with the Annexin
V Detection Kit (BD Biosciences). Annexin V-fluorescein isothiocyanate/
7-aminoactinomycin D double staining was determined by flow cy-
tometry (LSR II) and analyzed with Flow]Jo software. Caspase-1 in-
hibition was determined using the peptide inhibitor YVAD (Bachem AG).

Caspase-1 activity was detected with FLICA (Caspase-1 assay Kkit,
Eurobio) following the supplier’s instructions and analyzed by flow
cytometry or by microscopy. Activity of caspase-3/7, caspase-8, and
caspase-9 was assessed with a commercial kit (Promega), and signal
was read with an EnVision luminometer (PerkinElmer).

Cytokine quantification

Total mouse TGF-B1 was determined by ELISA (Quantikine Mouse/
Rat/Porcine/Canine TGF-B1 Immunoassay, R&D Systems). Active
TGF-B1 was quantified with a PAI-1 luciferase assay. Briefly, MLEC
[mink lung epithelial cells; gift from M. Kolb (30)] stably transfected
with a plasmid bearing the firefly luciferase reporter gene under the
control of the PAI-1 promoter were cultured in the presence of lung
lysates. Luciferase activity was revealed with a luciferase assay system
(Promega). The expression of IL-6, IL-10, MCP-1, interferon-y, TNF,
and IL-12p70 was assessed using the Cytometric Array (CBA Mouse
Inflammation Kit, BD Biosciences).

Western blot

Proteins were run through SDS-PAGE. After transfer, polyvinylidene
difluoride membranes were incubated with caspase-1 (AHZ0082,
Life Technologies), HSC70 (clone B-6, Clinisciences), or B-actin
(clone AC-15, Sigma-Aldrich) antibodies and secondary IgG anti-
body linked to horseradish peroxidase (Jackson ImmunoResearch
Laboratories).

Statistical analyses

Comparisons were performed with the Mann-Whitney test (two-tailed,
95% confidence intervals) in GraphPad Prism (GraphPad Software).
When specified, data were normalized to the NaCl condition of the
corresponding experiment. Original data are provided in table S1.

SUPPLEMENTARY MATERIALS

www.sciencetranslationalmedicine.org/cgi/content/full/8/326/326ra20/DC1

Fig. S1. Deglyco-BLM has the same antitumoral profile as BLM but lacks toxic side effects.
Fig. S2. BLM, but not deglyco-BLM, induces lung toxicity.

Fig. S3. BLM, but not deglyco-BLM, induces collagen accumulation in the lung.

Fig. S4. Deglyco-BLM does not induce inflammation and fibrosis-related cytokines.

Fig. S5. Deglyco-BLM and BLM do not induce nitrogen species or ER stress in A549 cells.
Fig. S6. BLM induces caspase-1 activation in alveolar epithelial cells but not in immune cells.
Fig. S7. Deglyco-BLM and BLM induce similar caspase-3 cleavage.

Table S1. Original data (provided as a separate Excel file).
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La toxicité des agents de chimiothérapie est souvent une limite a leur utilisation en
cancérologie. Dans ce travail, nous démontrons que la déglyco-bléomycine posseéde une activité
anti-tumorale semblable a la bléomycine dans plusieurs modeles de tumeurs mais n’induit pas

de toxicité pulmonaire chez la souris.

La mort cellulaire des cellules épithéliales est considérée comme un €lément déclencheur
majeur du processus de fibrose. Plusieurs études ont décrit une augmentation de la mort des
cellules épithéliales alvéolaires, dans le contexte de la FPI ou dans la toxicité de la bléomycine.
Aprées injection intratrachéale, la déglyco-bléomycine et la bléomycine induisent le méme
pourcentage de mort cellulaire. La différence de toxicité induite par les deux molécules suggere
que I’apoptose des cellules épithéliales alvéolaires n’est pas suffisante pour induire la

fibrogenese et que d’autres facteurs pro-fibrosants sont probablement requis.

La pyroptose a récemment été suggérée comme un mécanisme déclenchant important de
la fibrose (126). Durant la pyroptose, le contenu cellulaire est libéré dans le milieu
extracellulaire pouvant entrainer une inflammation comme observé in vivo dans les poumons
apres injection de bléomycine. De plus, nous montrons que I’activation de la caspase-1 seule

(sans apoptose associée) est capable d’induire une réaction fibrotique.

Les ROS ont été décrits comme des activateurs de 1’inflammasome NLRP3 induisant
I’activation de la caspase- 1. Plusieurs études ont montré que la génération de ROS est a I’origine
de I’'inflammation pulmonaire induite apreés bléomycine dans les modéles murins. Apres
déglyco-bléomycine, aucune production de ROS n’a été observée dans nos modéles murins.
L’incapacité de la déglyco-bléomycine a favoriser la production de ROS peut s’expliquer par
sa localisation subcellulaire. Lors de I’import dans la cellule, la bléomycine s’accumule dans
deux compartiments cellulaires : le noyau, et la mitochondrie ou les ROS sont produit. Une
¢tude a montré que la déglyco-bléomycine s’accumule principalement dans le noyau et trés peu

dans la mitochondrie comparé¢ a la bléomycine (419).

Ce travail apporte une preuve de concept montrant que la déglyco-bléomycine posseéde la
méme activité anti-tumorale que la bléomycine mais est dépourvue de toxicité pulmonaire.
D’autres études sont nécessaires pour déterminer si la déglyco-bléomycine pourrait étre une

alternative a ’utilisation de la bléomycine chez I’homme.
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La fibrose pulmonaire est une maladie complexe caractérisée par un dépot excessif de
matrice extracellulaire dans le parenchyme pulmonaire. Les causes et les éléments déclencheurs
al’origine de la fibrose pulmonaire sont le plus souvent inconnus méme si certains médicaments
et notamment des chimiothérapies peuvent induire des fibroses. De nombreuses études
montrent la place de I’inflammation dans le processus de fibrose. Sa réelle contribution dans la
forme idiopathique de la fibrose pulmonaire est discutée sur la base notamment de certains
essais cliniques négatifs. Cependant, que ca soit dans ses formes idiopathiques ou dans les cas
de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine, les principaux acteurs de la fibrogenése sont
connus. L’importance de Iésions pulmonaires et des altérations des cellules structurales
pulmonaires composant I’épithélium alvéolaire ou le mésothélium pleural a été démontrée dans
la littérature. La prolifération des myofibroblastes et leur caractére agressif, caractérisés par la
synthése de matrice extracellulaire dans les conditions fibrotiques, font de ces cellules un autre
acteur majeur du processus de fibrose. L’origine de ces cellules est encore largement débattue
et plusieurs types cellulaires semblent pouvoir acquérir un phénotype de myofibroblaste via un
processus d’activation ou le TGF-B1 joue un role central. Les cellules mésothéliales pleurales,
encore trés peu étudiée, peuvent subir une transformation dans des conditions pro-fibrosantes

leur permettant de participer a la population de myofibroblastes.

Les différents projets menés au cours de ce travail de thése nous ont permis d’aborder
deux axes de recherche avec 1) le role de la plevre et des cellules pleurales et 2) I’implication
de ’axe caspase-1/IL-1P dans le processus de fibrose pulmonaire. La premiére partie de ce
chapitre sera centrée sur le potentiel thérapeutique de I’inhibition d’aB-crystallin, avant
d’aborder I’intérét du mod¢le de fibrose pleuro-pulmonaire induit par injection intraveineuse
de bléomycine. Le role de la caspase-1 dans la fibrogenése pulmonaire sera abord¢, avec une
attention particuliére sur son implication au niveau des cellules mésothéliales pleurales. Enfin,
nous terminerons ce chapitre par une discussion des impacts que notre étude de la déglyco-

bléomycine peut avoir sur la prise en charge des patients en cancérologie.

I. aB-crystallin : régulateur de la voie des Smad

Le TGF-B1 est considéré comme 1’élément pro-fibrosant majeur au cours de la fibrose
pulmonaire par son action d’activation des fibroblastes et de transformation des cellules
structurales pulmonaires via ’EMT. Les actions du TGF-B1 passent dans la cellule par

différentes voies de signalisation dites classiques (voie des Smad) ou non classiques (voie des
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MAPK, PI3K et JNK) (194). Nous avons montré dans un précédent travail que des souris
déficientes pour I’expression d’aB-crystallin étaient protégées de la fibrose pulmonaire induite
par différents stimuli pro-fibrosants (211). En analysant la voie du TGF-B1 sur les cellules
épithéliales alvéolaires et fibroblastes pulmonaires, nous avions observé un role clé d’aB-
crystallin sur la localisation subcellulaire de Smad4. Avec I’étude sur aB-crystallin réalisée au
cours de ce travail de thése (article 1), nous confirmons le réle d’aB-crystallin comme un

régulateur clé de la voie des Smad et donc de la signalisation du TGF-f1.

La localisation de Smad4 est un élément clé de la voie des Smad et est a ce titre finement
régulée. Nous avons montré qu’aB-crystallin est capable de contribuer a la localisation
nucléaire de Smad4 en le protégeant de I’ubiquitination par la E3 ubiquitine ligase TIF-1y. TIF-
ly est décrit pour ubiquitiner Smad4, favorisant son export nucléaire. TIF-1y a donc un role de
régulateur négatif de la voie des Smad. De facon intéressante, 1’expression de TIF-1y est
augmentée dans les souris déficientes pour aB-crystallin. Nous avons débuté dans I’équipe un
nouveau projet pour rechercher le réle de TIF-1y dans la FPI. De récents travaux de 1’équipe,
encore non publiés, ont montré que TIF-1y est surexprimé dans les poumons de patients atteints
de FPI. De fagon intéressante, une partie de ce marquage TIF-1y semble localis¢ au niveau des
cellules pleurales. De plus, le réle de TIF-1y dépasserait la seule action sur Smad4. En effet,
TIF-1y est aussi connu pour entrainer 1’ubiquitination du récepteur au TGF-B1, entrainant sa
dégradation via le protéasome, dans les cellules hématopoiétiques. Nous avons confirmé ces

données au niveau de 1’épithélium pulmonaire.

L’équipe a déja montré le role des cellules mésothéliales dans la fibrose pleurale et
¢galement la fibrose pleuro-pulmonaire. En effet, elle a montré que les cellules mésothéliales
pleurales subissaient, sous 1’influence du TGF-B1, une transformation semblable a ’EMT. Au
cours de cette transformation, les cellules de la plévre, en acquérant un phénotype
myofibroblastique, migrent au sein du parenchyme pour initier la fibrose pulmonaire.
L’inhibition d’HSP27 est capable de limiter ce phénomeéne en inhibant ’EMT. Dans I’article 1
de cette thése, nous montrons in vitro que 1’inhibition d’aB-crystallin limite également la
migration de cellules mésothéliales. De plus, in vivo, la migration des cellules de la plévre en
réponse a I’administration d’AdTGF-B1 est inhibée chez les souris aB-crystallin” alors que
chez les souris sauvages un « envahissement » du parenchyme pulmonaire sous-jacent par les
cellules mésothéliales est observé. Cependant les mécanismes que nous avons mis en évidence

lors de ces deux études (sur HSP27 puis sur aB-crystallin) sont distincts. Alors qu’HSP27
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exerce un role de chaperon pour le facteur de transcription Snail favorisant 'EMT, oB-
crystallin favorise la localisation cellulaire de Smad4 augmentant également le phénoméne

d’EMT des cellules mésothéliales.

Nous pensons que ’inhibition des deux HSP simultanément, pourrait apporter un effet
bénéfique synergique sur la fibrogenése. La recherche de 1’inhibition conjointe d’HSP27 et
d’aB-crystallin dans nos différents modeles de fibrose chez le rongeur constitue donc la

prochaine étape de ce projet.

II. Intérét de la mise au point d’un nouveau modele de
fibrose pleuro-pulmonaire

En clinique, le diagnostic de la FPI est largement basé sur des évidences radiologiques
qui font appel a des techniques d’imagerie non invasives pour les patients (420). Les patients
atteints de FPI montrent une image souvent caractéristique de 1ésions fibreuses organisées en
structures dites de « rayons de miel » et principalement localisées dans les régions sous-
pleurales des poumons. Ce dernier point est une caractéristique clé de la maladie. En
cancérologie chez les patients développant une toxicité pulmonaire de la bléomycine, la fibrose
est également localisée vers les régions du poumons proches de la plévre. Dans notre équipe,
nous pensons que la plévre et les cellules mésothéliales peuvent jouer un role important dans
I’initiation de la fibrogenése observée dans la fibrose pulmonaire idiopathique ou induite par la

bléomycine.

La FPI est une maladie faisant intervenir différents processus et acteurs cellulaires et
cytokiniques. L’étude du processus fibrosant nécessite 1’utilisation de modeles animaux,
souvent chez le rongeur, pour prendre en compte la nature multifactorielle de la maladie. Dans
la littérature, la plupart des études menées sur modeles animaux utilisent le modéle de fibrose
induite par la bléomycine administrée par voie intra-trachéale (311). Ce mode¢le entraine une
fibrose pulmonaire qui se développe de fagon hétérogene dans le parenchyme pulmonaire. De
par la voie d’administration, I’épithélium alvéolaire est massivement ciblé produisant une
fibrose de distribution aléatoire dans le poumon et ne récapitulant pas 1’origine sous-pleurale
des 1ésions observée dans la fibrose pulmonaire chez I’homme. Notre équipe a mis au point des
modeles de fibrose pleuro-pulmonaire qui ont pour avantage de prendre en compte le role des

cellules mésothéliales pleurales. Cependant, ces modeles présentent des inconvénients,
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notamment que la réaction fibrosante progresse significativement mais seulement de fagon

limitée dans le parenchyme pulmonaire.

Comme nous 1’avons vu en introduction, de nombreuses stratégies thérapeutiques, nées
de preuves de concept obtenues par 1’utilisation de mod¢les animaux, ne font pas preuve de leur
efficacité¢ chez I’homme. L’intérét de développer et caractériser les modeles animaux est aussi
d’obtenir de « meilleurs » modeles d’études, plus proches de la pathologie étudiée, pour tester

de potentielles nouvelles options thérapeutiques de fagon plus robuste.

Dans ce travail, nous avons utilis¢ un modele d’induction de fibrose pulmonaire par
injections intraveineuses répétées de bléomycine. Ce modele permet d’induire des fibroses
pulmonaires d’origine majoritairement sous-pleurale avec une progression importante dans le
parenchyme comparé aux modeles utilisés dans D’article 1, ce qui est plus pertinent pour
s’approcher de la modélisation de la physiopathologie de la FPI. Ce travail nous a permis de
décrire le role de la plévre et des cellules mésothéliales dans la fibrogenése induite par injections
intraveineuses répétées de bléomycine, ce qui n’a jamais ¢été fait au-dela de la simple
constatation de [Datteinte sous-pleurale observée histologiquement. Cependant, la
caractérisation de ce modele n’est pas compléte et certains points clé de la FPI ne sont pas
reproduits ou connus. La fibrose induite dans notre modele a été étudiée au plus tard trois
semaines apres le début des injections de bléomycine du fait de I’apparition de signes cliniques
de détresse chez les animaux. L’analyse de la progression de la fibrogenese a des temps plus

tardifs serait indispensable pour mieux caractériser ce modele.

III. Role de I’axe caspase-1/1L.-1B dans la fibrose
pulmonaire

L’inflammation est un processus clé dans I’initiation des phénomenes de la fibrose mais
reste largement discutée entre les spécialistes dans le cadre de la FPI. Les stratégies anti-
inflammatoires et/ou immunosuppressives sont capables d’interférer avec la fibrose induite
expérimentalement chez le rongeur, mais leur efficacité n’a pas été démontrée dans des essais
cliniques chez des patients atteints de FPI. Cependant, dans les mod¢les animaux, les études
sont souvent réalisées dans des phases précoces de la réaction fibrosante. Au contraire, les
patients atteints de FPI sont souvent diagnostiqués lorsque la fibrose est dé¢ja installée et est en
train de progresser. Cette différence peut expliquer le manque de reproductibilité entre les

résultats des modéles animaux et les données des essais cliniques. Néanmoins, il existe de
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réelles évidences en faveur d’une altération des mécanismes de I’inflammation et de I’immunité
chez les patients atteints de FPI. Le nombre de cellules immunitaires dans les LBA de patients
atteints de FPI est supérieur a celui observé dans des échantillons de sujets sains, méme fumeurs
ou I’existence d’une phase d’inflammation est largement connue (55). Cette augmentation des

cellules de I’immunité semble étre corrélée a la sévérité et la progression de la maladie (52, 54).

Comme nous I’avons vu, la voie caspase-1/IL-1p est un axe central de I’inflammation et
I’IL-1PB est considérée comme une cytokine clé du processus inflammatoire. L’implication de
cette voie est connue dans la fibrose pulmonaire dans la toxicité pulmonaire de la bléomycine
chez le rongeur (11). Dans la FPI, un polymorphisme du geéne codant I’IL-1ra, entrainant une
perte de fonction du récepteur antagoniste, a été corrélé au risque de développer la maladie
(156). Un point de contrdle essentiel de I’action de I’IL-1P est son activation. Les protéines
impliquées en amont de ’activation de I’IL-18, comme NLRP3, ASC ou caspase-1, semblent
indispensables a la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez le rongeur. Bien que la
majorité des études concernant 1’axe caspase-1/IL-1P s’intéresse particulierement aux cellules
immunitaires, ou il a été premierement décrit. Cependant plusieurs études ont montré
I’implication de I’axe caspase-1/IL-1B au niveau de cellules structurales dans différents
contextes avec la synthése d’IL-13 par des AEC II primaires issues de souris injectées avec de
la bléomycine, la pyroptose des hépatocytes dans un modele de fibrose hépatique ou encore le

role essentiel de NLRP3 dans ’EMT de cellules de cancer du coélon (12, 126, 152).

Notre étude confirme I’importance de la voie caspase-1/IL-1p dans la fibrogénése induite
par la bléomycine. Dans notre étude sur la déglyco-bléomycine (article 3), nous avons observé
un role clé du phénoméne de pyroptose dans la cytotoxicité de la bléomycine in vitro.
L’ensemble des données de cette étude laisse penser que I’induction de la pyroptose dans les
cellules épithéliales alvéolaires est a la base de la toxicité pulmonaire de la bléomycine. Avec
notre étude sur la plévre (article 2), nous apportons également des évidences d’activation de la
voie caspase-1/IL-1B au niveau des cellules mésothéliales pleurales. Dans ces cellules, deux
phénomenes sont observés. La bléomycine induit la libération d’IL-1p sous forme active par
les cellules mésothéliales pleurales, pouvant contribuer a 1’augmentation d’un état
inflammatoire et favoriser la fibrogenese. De plus, nos travaux laissent penser que I’activation
de la caspase-1 dans les cellules mésothéliales pleurales est aussi impliquée dans le processus
de transformation de ces cellules. L’activation de la caspase-1 par la nigéricine est capable

d’induire des changements ressemblant a ceux observés lors de ’EMT. Ces changements
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interviennent rapidement et des effets sont déja visibles a 2h sur les cellules MetSA. Ceci
suggere que ce role est indépendant de la maturation de I’IL-1f, car nous les avons observés
dans un systéme en présence d’IL-1ra, bloquant 1’action de la cytokine inflammatoire (Figure

48).

IL-1ra + + + + + + Figure 48. L’inhibition de la caspase-1 interfére avec
rhTGF-B1 ) ) + + + + la transformation induite par le TGF-$1. Des cellules
Met5A ont été cultivées en présence d’IL-1ra (toutes les
YVAD - - - - = * conditions) et de TGF-f1 recombinant, avec ou sans
E-Cadherin PEE— - YVAD (inhibiteur de caspase-1). HSC70 : contrdle de
charge. Résultat représentatif d’une seule expérience.
HSC70

De récentes études ont montré un réle de NLRP3 dans des phénoménes de
transformation cellulaire. Les caspases sont connues pour avoir un réle dans les processus de
différenciation, polarisation ou transformation des cellules. A ce moment, le role exacte de la
caspase-1 dans un mécanisme de transformation cellulaire n’est pas clair et nécessite d’étre
recherché. Les études montrant un rdle de la caspase-1 dans la fibrose pulmonaire s’appuient
uniquement sur le modéle a la bléomycine, ce qui est pertinent vis-a-vis de I’implication forte
de la caspase-1 dans I’inflammation via la maturation de I’IL-1. Cependant, il serait intéressant
de tester I’implication de la caspase-1 dans un mode¢le de fibrose pulmonaire sans inflammation
comme le modele AdTGF-B1. Ceci pourrait confirmer, ou non, notre hypothése que la caspase-

1 aun role direct dans un processus de transformation de type EMT.

IV. Implication de la forme déglycosylée de la bléomycine

Une des principales limitations de 'utilisation des chimiothérapies est leur toxicité. La
bléomycine est un agent anti-cancéreux utilis¢ dans le traitement de cancer comme le
lymphome de Hodgkin, ou certaines tumeurs des cellules germinales. Ces cancers touchent
principalement de jeunes patients et la toxicité pulmonaire de la bléomycine est un véritable

frein a I'utilisation de cette chimiothérapie trés efficace.

La bléomycine déglycosylée (déglyco-bléomycine) est une molécule dérivée de la
bléomycine sur laquelle le disaccharide D-mannosyl-L-glucose, localisé dans la partie
glycosylée, a été retiré (417). En dehors de ceci, la déglyco-bléomycine et la bléomycine ont la

méme structure. La déglyco-bléomycine est une molécule de 1047 Da. Bien que le rdle de la
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partie sucrée de la molécule de BLM ne soit pas connu, il a été montré in vitro, sur des cellules
de cancer laryngé, que la déglyco-bléomycine avait une affinité moindre pour I’ADN et était
par conséquent moins efficace dans le clivage de celui-ci (297). Dans ce méme modele
cellulaire, il a été montré que la déglycosilation de la bléomycine n’altérait pas sa capacité a
induire la mort cellulaire par apoptose in vitro indépendamment de la mise en jeu des caspases,
mais par contre, inhibait la production de ROS normalement induite par la forme compléte de

la bléomycine (418).

La formation de ROS est un élément cl¢ dans I’initiation de la fibrogenése observée dans
les modeles animaux de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine. L’analyse de la toxicité
pulmonaire de la déglyco-bléomycine semblait donc pertinente. Dans 1’article 3 de cette these,
nous avons montré que la déglyco-bléomycine possede une activité anti-tumorale comparable
a celle de la bléomycine dans plusieurs modeles de croissance tumorale, y compris dans un
mode¢le de lymphome de Hodgkin pertinent avec I'utilisation de la bléomycine en clinique. En
paralléle, nous avons montré que la déglyco-bléomycine n’induit pas de toxicité pulmonaire
dans nos mode¢les chez le rongeur. Notre travail suggére que I’absence de toxicité de la déglyco-
bléomycine peut s’expliquer par I’absence d’activation de la caspase-1. Nous pensons que la
production de ROS, ¢éléments connus pour activer la voie caspase-1/IL-1p, est 1’¢lément clé

expliquant la différence de toxicité pulmonaire entre la bléomycine et sa forme déglycosylée.

Les premiéres études in vitro concernant la déglyco-bléomycine ont montré que cette
forme s’accumule dans des compartiments cellulaires différents comparé a la bléomycine. La
déglyco-bléomycine se concentre principalement dans le noyau alors que la bléomycine peut
s’accumuler aussi au niveau des mitochondries. Les mitochondries semblent étre un facteur
déterminant dans la toxicité de la bléomycine. Elles sont le site de production de ROS dans la
cellule. De fagon intéressante, une étude a montré que des cellules A549 délétées d’ADN

mitochondrial semblent résistantes a la cytotoxicité de la bléomycine (296).

Récemment, deux études ont montré que le disaccharide de la bléomycine semble
important et favorise I’accumulation cellulaire de 1a molécule (421, 422). Cependant, ces études
utilisent exclusivement des systémes in vitro de cellules cancéreuses en culture. D’autres
recherches sont nécessaires avant de pouvoir présenter la déglyco-bléomycine comme une
alternative a I’utilisation de la bléomycine. Il sera nécessaire de confirmer notre étude sur

d’autres modeéles de croissance tumorale. Nous voulons aussi d’étudier 1’action anti-tumorale
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de la déglyco-bléomycine dans un systeéme dépourvu de la caspase-1 afin de comprendre en

détails les mécanismes impliqués dans son activité anti-tumorale.

V. Conclusion générale

Les travaux réalisés au cours de cette thése nous ont permis d’avancer dans la
compréhension des mécanismes impliqués dans la fibrogenése pulmonaire, dans le cadre de la
toxicité pulmonaire de la bléomycine ou dans le cadre de la FPIL. Nous pensons que 1’ensemble
de ces travaux apporte a différents niveaux, des outils pour améliorer notre compréhension de
la fibrose pulmonaire, pour pouvoir cibler de nouvelles molécules pour de futures thérapies ou
encore pour essayer de prévenir les désordres fibreux. Nos travaux confortent que les cellules
mésothéliales pleurales sont des acteurs importants de la fibrogenése dans différents modéles
animaux de fibrose pulmonaire. Nous avons confirmé que cibler aB-crystallin pourrait
déboucher sur une option thérapeutique dans les maladies fibrosantes. De plus, nos travaux ont
mis en avant I’importance de la voie caspase-1/IL-1 dans la fibrogenese. Nous confirmons que
son inhibition pourrait avoir un réle dans le développement de futures thérapies. Enfin, dans un
dernier travail, nous avons mis en évidence 1’absence de toxicité pulmonaire de la déglyco-
bléomycine. Cette étude apporte une premiere preuve de concept pour ’utilisation de cette

molécule comme une alternative a la bléomycine.
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Online supplemental methods

Human tissue samples for histology

Lung tissue samples were obtained by open lung biopsy (INSERM U700, Paris). IPF were
diagnosed according to the American Thoracic Society/European Respiratory Society
consensus criteria (6), including clinical, radiographic, and characteristic histopathologic
features (n = 6). Control non IPF lung tissue samples were obtained from smokers who
underwent thoracic surgery for localized primary lung carcinoma (n = 4). The local ethics
committee (comité de protection des personnes, Ile de France 1) approved the study, and

patients gave their informed consent before lung surgery.

Paraformaldehyde-fixed, paraffin-embedded sections of human lung tissue were
pretreated in citrate buffer pH6 for 40 minutes for antigen retrieval. Sections were then
incubated with 1B6.1-3G4 anti-aB-crystallin monoclonal antibody (Enzo Life Sciences AG,
Villeurbanne, France), and with anti-calretinin antibody (Cell marque, Rocklin, CA, USA).
Positive cells were revealed using the Vectastain ABC-alkaline phosphatase kit system (Vector
Laboratories,Burlingame, CA, USA). Mouse IgGl was used to test the specificity of

immunostaining.

Recombinant adenovirus

The construction of adenoviral vectors has been described previously (26, 27). Briefly,
TGF-B1 cDNA was cloned into a shuttle vector downstream a human CMV promoter and
cotransfected with a shuttle plasmid in 293 cells. The TGF-B1 cDNA has cysteine to serine
mutations at position 223 and 225, rendering the expressed TGF-1 biologically active. The

control vector (AdDL) with no insert in the E1 region was produced in the same way (26)

Animal procedures

SV129 Wild-Type (WT) mice (Charles River, Saint Germainsur-1’ Arbresle, France) and
SV129 Knock-Out (KO) mice for the aB-crystallin gene were housed in pathogen-free
conditions. The adjacent gene HSPB2, which islocated in the 5’ flanking region of the aB-
crystallin gene in a head-to-head manner with an intergenic sequence of less than 1 kb,was also

knocked-out in those mice (28). Mouse food and water were provided ad libitum. The animals
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were treated according to the guidelines of the Ministere de la Recherche et de la Technologie
(Paris, France). All experiments were approved by the Comité d’Ethique de I’Université de
Bourgogne (Bourgogne, France). Procedures were performed under anaesthesia by isoflurane
inhalation (TEM, Lormont, France). To induce pleural/subpleural fibrosis, adenovectors and
bleomycin/carbon particles administrations were performed by intrapleural injection of 100 pl
of sterile NaCl 0.9% containing a total of 5.10% plaque forming units (PFU) of AdTGF-p1,
AdDL, or AdLacZ as described by Decologne et al. (7, 8). Bleomycin (Sigma, St. Louis, MO,
USA, 20 mg/Kg) and carbon particles (carbon black 101, 90 nmdiameter; Degussa, Frankfurt,
Germany, 0.1 mg/mouse) were administered following the same protocol. Adenovectors were
administered, without any surgery, by intrapleural injection on the right side (6th intercostal
space) with a 20-gauge needle, with animals in a left lateral decubitus position. Pleural lavage

fluid (PLF) was collected as previously described (29) and stored at -20°C after cell count.

B-galactosidase staining

B-galactosidase staining was performed as previously described (7). Cytochemical
staining for B-galactosidase was performed on samples obtainedfrom animals after intrapleural
injection of AdLacZ/AdTGF-B1 or AdLacZ/AdDL. After 1 h in fixative (2%
formaldehyde/0.2% glutaraldehyde), fresh tissue sampleswere stained for 6 h in a solution
containing potassium ferrous cyanide,potassium ferric cyanide, magnesium chloride, Triton X-
100 and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside (X-Gal; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Samples were stored in 70% ethanol and then paraffin-processed and-embedded.

Five-micrometer sections were counterstained with nuclearfast red.

Collagen quantification (sircol and histomorphometry)

Histomorphometric assay - The amount of collagen in paraffin-embedded tissue
sections was quantified by staining with Picrosirius Red. The percentage of emission (reflecting
the percentage of collagen) of the pleural, subpleural and parenchymal areas were quantified
(morphometry software from Histolab/Microvision Instruments, Evry, France) as previously
described(8). Briefly, collagen intensity in the pleura was measured within a rectangle (constant
length of100 mm, width depending on pleura thickness). Collagen content was expressed as
percentage of emission multiplied by the surface of each rectangle. Collagen within the
subpleural areas was measured using circles (diameter 65 mm) randomly placed at a constant

distance from thepleural surface. Collagen amountsin the parenchyma were measured using 20
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circles per sections placed randomly throughout the parenchyma. Circles had a constant
diameter. Large vessels and airways were excluded. The collagen content within the circles was

expressed as the percentage of emission.

Sircol assay - The sircol assay was performed on whole lung extract of the left lobe. Left
lobes were crushed in 1 ml of lysis buffer (Tris-HC1 10 mM, NaCl 2M, EDTA 1mM Tween
0.01%, pH 7.4) using an Ultra-turax T25. Lysates were incubated over night at 4°C under
agitation. Proteins were collected by a 10 min centrifugation at 16000g. Collagen quantification
was performed using a “Sircol kit” (Biocolor LTD., Northern Ireland, UK) following the

manufacturer’s recommendations.

TGF-B1 quantification (ELISA)

Total human and mouse TGF-B1 from PLFs was determined using ELISA (R&D
Systems, Lille, France), performed according to the recommendations of the manufacturer. The

sensitivity of this assay was 7 pg.ml™.
Cell culture

Met5A lung mesothelial cells (ATCC, LGC Standards, Molsheim, France) were grownas
monolayers in 5% CO2 at 37°C in Med199 (Lonza, Paris, France), supplemented with 10% of
Fetal Bovine Serum (FBS, Lonza). Cells were seeded at 40% confluence one day prior to
starting the treatment and then stimulated with recombinant human TGF-B1 (fTGF-f1, R&D

Systems,Minneapolis, MN) in complete medium at 10 ng/ml.

RNA interference and transfection

aB-crystallin RNA interference -oB-crystallin siRNA was purchased from applied
biosystem (Life Technologies SAS, Saint Aubin, France). The sense and antisense sequences
were respectively: 5 AGUCUUGUGACUAGUGCUG-tt-3’ and
5’CAGCACUAGUCAVAAGACU-tt-3’. SiRNAs (50 nM) were transfected using
INTERFERIin (Polyplus, Illkirch, France) following the manufacturer’s recommendations. Six
hours after transfection, the medium was removed and cells were treated with rTGF-B1 after

24h.

g-PCR analysis
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Total RNA from MetSA cells was extracted using TRIzol (Invitrogen). Reverse
transcription was performed on the total RNA using the M-MLYV kit (Promega, Charbonnieres,
France). Quantitative RT-PCR was performed on the cDNA using SYBR green master mix
(Promega). The human forward and reverse primer sequences were the following: aB-

crystallin, 5=-CACCCAGCTGGTTTGACACT-3= and 5=-TTCCTCTGGGGAGAAGTGCT-

3= a-SMA, 5=-TGGTCGGTATGGGTCAGAAAG-3= and 5=
TCAGGGTCAGGATACCTCTCTTG-3=; PAI-1, 5=-CGTGGTTTTCTCACCCTATGG-3=
and 5=-CTGGGTTTCTCCTCCTGTTGTC-3=; and TGF-f1,

5=CTGCTGTGGCTACTGGTGC3= and 5=-CTTCACCAGCTCCATGTCGAT-3=. The
mouse forward and reverse primer sequences were: aB-crystallin,  5=-
AGGGAAGTGGCTGTTGAGAAG-3= and 5=-GCCTCTTCGACCAGTTCTTCG-3=; TGF-
Bl, 5=-CGTGGCTTCTAGTGCTGACGC-3= and 5=-CCATGTCGATGGTCTTGCAGGT-
3= PAI-1, 5=-GGCCGTGGAACAAGAATGAGAT-3= and =-
GCTTGAAGAAGTGGGGCATGAAG-3=.

Immunofluorescence

Met5SA lung mesothelial cells were fixed with paraformaldehyde (4% PFA for 10 min)
and permeated with a PBS-Triton (0.1%, 5 min) solution. After saturation of nonspecific sites
with BSA (5%, 20 min), cells were incubated with primary antibodies overnight in a humidified
chamber at 4°C. Cells were stained for Smad4 (rabbit clone EP618Y, Abcam, Paris, France).
Goat anti-rabbit and conjugated with Alexa Fluor 594 (Molecular Probe, InVitrogen, Cergy

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

Immunohistochemistry

After deparaffination (Xylene) and endogenous peroxidases inhibition (PBS- H202 1%
20 min), sections were saturated (BSA 5%) and incubated overnight at 4°C with specific
antibodies at a dilution of 1 : 250 for the detection of aB-crystallin (Enzo life science), HSP47
(Enzo life science) and a-SMA (Abcam). HRP-conjugated goat anti-rabbit, (Jackson
Immunoreasearch Laboratories, Suffolk, UK) was used as the secondary antibody (1:250, 45

min).

Wound closure assay
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When Met-5A cells were confluent, a wound was performed with a tip in the middle of
the culture. Cells were then transfected with aB-crystallin siRNA or a Scramble SiRNA and
treated rTGF-B1 for 48h or left untreated. Pictures were taken immediately after the scratch and

48h after rTGF-B1 treatment (Zeiss,Oberkochen, Germany).

Statistical analysis

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

statistically significant. All results are representative from at least 3 different experiments.
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Supplemental Figure S1 : aB-crystallin is expressed in the pleura of fibrotic lungs.

aB-crystallin immunohistochemistry on lung tissues from mice that received either a control
adenovirus (AdDL, I) or the TGF-Bl encoding adenovirus (AdTGF-f1, II and III)
intrapleurally. A representative image obtained at day 8 after adenovirus administration is

shown (n=5, 200x).

Supplemental Figure S2 : WT and KO mice express adenoviruses encoding TGF-1 to the
same extent

Total mouse TGF-B1 was measured by ELISA on PLF from WT and KO mice 10 days after
intrapleural administration of AdTGF-f1 or AdDL . Mean + SEM, *p<0.05, AdTGF-B1:

n=6/group and AdDL: n=3/group.

Supplemental Figure S3 : aB-crystallin SiIRNA validation
aB-crystallin expression was assessed by western blot in Met5A cells left untreated or
transfected with interferin only, scramble or aB-crystallin specific siRNA and treated with

bleomycin (100uM).

Supplemental Figure S4 : The lack of aB-crystallin impairs nuclear localization of Smad4 in
primary mesothelial cells

Immunofluorescence for Smad4 (red) in primary pleural mesothelial cells from WT or aB-
crystallin deficient mice treated with rTGF-B1. Nuclei staining: DAPI, blue. Representative

images are shown (x630, n=3).
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Supplemental Figure S1 : aB-crystallin is expressed in the pleura of fibrotic lungs.
aB-crystallin immunohistochemistry on lung tissues from mice that received either a control adenovirus
(AdDL, I) or the TGF-B1 encoding adenovirus (AdTGF-B1, II and III) intrapleurally. A representative image
obtained at day 8 after adenovirus administration is shown (n=5, 200x).
26x8mm (600 x 600 DPI)
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Supplemental Figure S2 : WT and KO mice express adenoviruses encoding TGF-B1 to the same extent
Total mouse TGF-B1 was measured by ELISA on PLF from WT and KO mice 10 days after intrapleural
administration of AdTGF-B1 or AdDL . Mean + SEM, *p<0.05, AdTGF-B1: n=6/group and AdDL: n=3/group.
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Supplemental Figure S3 : aB-crystallin SiRNA validation

aB-crystallin expression was assessed by western blot in Met5A cells left untreated or transfected with
interferin only, scramble or aB-crystallin specific siRNA and treated with bleomycin (100uM).
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Supplemental Figure S4 : The lack of aB-crystallin impairs nuclear localization of Smad4 in primary
mesothelial cells
Immunofluorescence for Smad4 (red) in primary pleural mesothelial cells from WT or aB-crystallin deficient

mice treated with rTGF-B1. Nuclei staining: DAPI, blue. Representative images are shown (x630, n=3).
69x28mm (600 x 600 DPI)

188



Article 2. Données supplémentaires soumises pour publication en
ligne.
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Pleural inhibition of the caspase-1/IL-1p pathway diminishes

profibrotic lung toxicity of bleomycin

Authors: Olivier Burgy, Pierre-Simon Bellaye, Sebastien Causse, Guillaume Beltramo,
Guillaume Wettstein, Pierre-Marie Boutanquoi, Frangoise Goirand, Carmen Garrido, Philippe

Bonniaud.

Online supplemental material

List of online supplemental material

- Supplemental figure legends.

- Figure S1. Scheme of the different models used in this work.

- Figure S2. In depth subpleural collagen quantification.

- Figure S3. Intravenous BLM injections trigger collagen accumulation mainly in the
subpleural areas by D14 with overexpression of HSP47.

- Figure S4. BLM promotes an inflammation profile of the BALF but not in the blood.

- Figure S5. BLM triggers the accumulation of NLRP3 protein in Met5A cells.

- Figure S6. Intravenous BLM induces TGF-1 overproduction in mouse lung at D21.

Supplemental figure legends

Figure S1. Scheme of the different models used in this work. A) Model of pulmonary fibrosis
induced by repetitive intravenous injection of bleomycin. B) Model of pleural blockade of IL-
1B along with fibrosis induction. C) Model of specific pleural cell labelling by pleural delivery
of AdLacZ. Red arrows indicate time points for intravenous bleomycin injection, grey arrows
for pleural IL-1ra delivery, blue arrows for intrapleural AdLacZ injection and black arrows

time-point at which the animals are sacrificed.

Figure S2. In depth subpleural collagen quantification. A) Representative image of
picrosirius red-stained section from BLM-injected mouse lung targeting the pleura acquired
under polarized light (scale bar: 100um). Using a special homemade ImageJ] macro, intensity

of picriosirius red signal was measured according to the distance to the pleura. Data were plotted
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to form a curve with the mean intensity of all pixels for a given distance to the pleura (lower
panel). B) Representative image of picrosirius red-stained section from NaCl- or BLM-injected
mouse lung targeting the pleura acquired under polarized light. C) Histomorphometric analysis
of picrosirius red-stained lung sections from mice receiving either NaCl or BLM intravenously
at D3, D14 and D21. Measurements were performed on the subpleural areas (500um). Mean +

SEM, n=4 for NaCl groups, n=6 for BLM groups. **p<0.01.

Figure S3. Intravenous BLM injections trigger collagen accumulation mainly in the
subpleural areas by D14 with overexpression of HSP47. A, B) Histomorphometric analysis
of picrosirius red-stained lung sections from mice receiving either NaCl or BLM intravenously
at D3, D14 and D21. Measurement were performed on A) pleural and B) subpleural areas as
previously described (5). Mean +£ SEM, n=4 for NaCl groups, n=6 for BLM groups. **p<0.01,
**%p<0.001. C) Histological analysis of lung parenchyma from mice receiving NaCl or BLM
intravenously. Representative images at D21 after beginning of injections are shown. n=4 for
NaCl and n=6 for BLM. H&E staining. Scale bars: 100 pm. D) Histomorphometric
quantification of collagen accumulation on picrosirius red-stained lung sections from BLM- or
NaCl-treated mice. n=4 for NaCl groups, n=6 for BLM groups. E) Collagen quantification by
Sircol assay on whole lung lysates from BLM- or NaCl-injected mice (n = 5/group). F) Western
blot analysis of collagen and HSP47 expression: n=2 mice/group. B-actin: loading control. F)
HSP47 immunostaining on lung sections from mice receiving NaCl or BLM at D3 and D14.
Representative images are shown and positive cells are indicated (arrow) (n=4 NaCl, n=6 BLM.

Scale bars: 100 um). Data expressed as mean = SEM. *p<0.05, **p<0.01.

Figure S4. BLM promotes an inflammation profile of the BALF but not in the blood. A)
Cell recruitment in BALF was assessed by total cell count at D3, D14 and D21. Results are
expressed as mean + SEM. B) Inflammation was estimated by differential count in BALF after
May-Griinwald Giemsa staining. Results are expressed as percentages of total cells. n=4 for
NaCl groups, n=6 for BLM groups. C) Differential cell count in blood after May-Griinwald
Giemsa staining. Data are expressed as absolute density (mean = SEM. n=5/group). D)
Representative images from the proteome profiler (left panel). Spots for IL-18, TNF-a and IL-
6 as well as positive control are indicated. Relative levels of proinflammatory cytokines were
analyzed by densitometry and expressed as % of intensity normalized to the positive control

(right panel).
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Figure S5. BLM triggers the accumulation of NLRP3 protein in MetSA cells. Staining of
NLRP3 (green) in Met5A in the presence of BLM or control. Nucelar staining: DAPI (blue).

Spots are indicated (arrow), scale bars: 20 pm.

Figure S6. Intravenous BLM induces TGF-B1 overproduction in mouse lung at D21. A)
TGF-B1 accumulation in the PLF of NaCl- or BLM-injected mice at D21 was measured by
ELISA. NaCl-normalized results are expressed as mean + SEM. n=5/group. B) Representative
FISH images of TGF-f1 mRNA expression in lung sections at D21 from mice receiving NaCl
or BLM (n=5/group). TGF-1 mRNA: red, DAPI: blue, dotted lines represent the pleura, scale
bars: 50 um. Pleura (dotted line) and TGF-B1 mRNA expression spots (arrows) are indicated.

Figure S1
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Figure S2
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Figure S1. Deglyco-BLM has the same antitumoral profile compared to BLM, but lacks toxic

side effects.

U937, B16 or KM-H2 cells were subcutaneously injected into Nude, C57BL/6 or NOG mice,
respectively. After tumor establishment, mice received i.p. injections of NaCl, BLM or deglyco-
BLM (DBLM) every other day for 8 (U937, B16) or 10 (KM-H2) days. A) Dose-dependent
effect of BLM and DBLM (5, 10, 15 and 20 mg/kg) after 8 or 10 days. Data presented as the
ratio of tumor size decrease in the BLM- and DBLM- normalized to the NaCl-treated animals.
B) Weight change of mice treated with BLM or DBLM at the indicated doses compared to NaCl

treated mice.
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Figure #S2
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Figure S2. BLM, but not deglyco-BLM, induces lung toxicity.

U937, B16 or KM-H2 cells were subcutaneously injected into Nude, C57BL/6 or NOG mice,
respectively. After tumor establishment, mice received i.p. injections of NaCl, BLM or DBLM
every other day. Representative histology after 8 (U937, B16) or 10 (KM-H2) days at indicated

doses (H&E staining, Scale bars = 100pum. Arrows highlight the injured areas). n=6 mice/group.
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Figure #S3
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Figure S3. BLM, but not deglyco-BLM, induces collagen accumulation in the lung.

Collagen accumulation in C57BL/6 mouse lung sections, 10 and 21 days after i.t. administration
of BLM or DBLM or NaCl (Picrosirius red staining, Scale bars = 100um, n=9 mice in BLM or

DBLM groups, n=6 mice in NaCl group).

199



Figure #S4
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Figure S4. Deglyco-BLM does not induce inflammation and/or fibrosis related cytokines.

Cytokines levels have been determined from mice lungs treated with NaCl, BLM or DBLM (5

mice per group) at day 4. Expression value is expressed in arbitrary unit (a.u.).
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Figure #S5
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Figure S5. Deglyco-BLM as BLM does not induce nitrogen species or ER stress in A549 cells.

A) NO amount was determined on lung sections from mice i.t. injected with either BLM,
DBLM (2.5mg/kg) or NaCl (n=5/group) using iNOS immunostaining (green). Nuclei are
stained with DAPI (blue). Insert Ig, negative IgG control. Scale bars = 50um. B) Nitrites dosage
on lung lysates from the mice described above. C) Western blot analysis for the ER stress
marker BIP in cells treated 24h with either NaCl (control), BLM, DBLM (100uM 24h) or

Tunicamycin (ER stressor, positive control).
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Figure #S6
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Figure S6. BLM induces caspase-1 activation in alveolar epithelial cells not in immune cells.

A) FLICA-measured caspase-1 activity in A549 cells either left untreated or treated with BLM
or DBLM (200uM). Representative data (3 independent experiments). B) Lungs from
C57BL/6J mice intra-tracheally injected with NaCl or BLM (5mg/kg) were collected at D3 and
homogenate were stained with caspase-1 specific FLICA probe as well as for lymphocytes
(CD3), macrophages (F4/80) and neutrophils (Ly6G) markers. Staining was followed by flow

cytometry. Data are presented as mean of fluorescence = SEM of caspase-1 activation

normalized to the control.
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Figure #S7
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Figure S7. Deglyco-BLM and BLM induce similar caspase-3 cleavage.

Cleaved caspase-3 was determined in the parenchyma of the lungs in nude mice after NaCl,
BLM or DBLM 1i.p. administration every other day during 8 days. Representative images are

shown. 5 mice/group. Scale bars = 100um.
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Abstract

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a devastating disease characterized by the proliferation of myofibroblasts
and the accumulation of extracellular matrix (ECM) in the lungs. TGF-B1 is the major profibrotic cytokine involved
in IPF and is responsible for myofibroblast proliferation and differentiation and ECM synthesis. aB-crystallin is
constitutively expressed in the lungs and is inducible by stress, acts as a chaperone and is known to play a
role in cell cytoskeleton architecture homeostasis. The role of aB-crystallin in fibrogenesis remains unknown.
The principal signalling pathway involved in this process is the Smad-dependent pathway. We demonstrate here
that aB-crystallin is strongly expressed in fibrotic lung tissue from IPF patients and in vivo rodent models
of pulmonary fibrosis. We also show that aB-crystallin-deficient mice are protected from bleomycin-induced
fibrosis. Similar protection from fibrosis was observed in aB-crystallin KO mice after transient adenoviral-mediated
over-expression of IL-18 or TGF-p1. We show in vitro in primary epithelial cells and fibroblasts that aB-crystallin
increases the nuclear localization of Smad4, thereby enhancing the TGF-$1-Smad pathway and the consequent
activation of TGF-B1 downstream genes. aB-crystallin over-expression disrupts Smad4 mono-ubiquitination by
interacting with its E3-ubiquitin ligase, TIF1y, thus limiting its nuclear export. Conversely, in the absence of
aB-crystallin, TIF1y can freely interact with Smad4. Consequently, Smad4 mono-ubiquitination and nuclear
export are favoured and thus TGF-81-Smad4 pro-fibrotic activity is inhibited. This study demonstrates that
aB-crystallin may be a key target for the development of specific drugs in the treatment of IPF or other fibrotic
diseases.

Copyright © 2013 Pathological Society of Great Britain and Ireland. Published by John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: fibrogenesis; inflammation; TGF-B1; heat-shock proteins
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key components in this process. Myofibroblasts are
assembled in specific regions, called myofibroblastic
foci, and, as they induce a strong accumulation of
extracellular matrix (ECM), they are the main cause of
tissue remodelling that occurs during repair. The anti-
cancer drug bleomycin is known to induce lung fibrosis
in humans as a side-effect and is widely used to induce
experimental pulmonary fibrosis in animals [2,3].
TGF-f1 is a key cytokine involved in fibrosis
in many different organ systems. TGF-B1 causes
myofibroblast proliferation and differentiation, thus

Introduction

Diseases such as idiopathic pulmonary fibrosis (IPF),
that involve chronic fibrotic changes in the lung
structure, are clinically challenging. IPF is a rare
pathology with unknown origins, characterized by a
rapid evolution leading to respiratory failure and death,
with a median survival expectancy of 3years and
with no effective therapy [1]. IPF development is
classically viewed as abnormal alveolar repair, and
interactions between fibroblasts and alveolar cells are

Copyright © 2013 Pathological Society of Great Britain and Ireland.
Published by John Wiley & Sons, Ltd. www.pathsoc.org.uk
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ABSTRACT
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Keywords:
Fibrogenesis
HSP

TGF-31 signaling
EMT

Heat shock proteins (HSPs) are key regulators of cell homeostasis, and their cytoprotective role has been largely
investigated in the last few decades. However, an increasing amount of evidence highlights their deleterious
effects on several human pathologies, including cancer, in which they promote tumor cell survival, proliferation
and drug resistance. Therefore, HSPs have recently been suggested as therapeutic targets for improving human
disease outcomes. Fibrotic diseases and cancer share several properties; both pathologies are characterized by
genetic alterations, uncontrolled cell proliferation, altered cell interactions and communication and tissue
invasion. The discovery of new HSP inhibitors that have been shown to be efficacious against certain types of
cancers has given rise to a new field of research that investigates the activity of these compounds in other
incurable human diseases such as fibrotic disorders. The aim of this review is to discuss new findings regarding
the involvement of HSPs in the pathogenesis of organ fibrosis and to note recent discoveries that indicate that
HSPs could be important therapeutic targets to improve the current dismal outcome of fibrotic diseases.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Cells are constantly exposed to damage caused by many en-
vironmental factors (heat shock, oxidative stress, UV), exposure to
pharmacologic toxic agents (heavy metals, alcohol, chemotherapy)
or certain pathological conditions. Protective mechanisms are
established in cells to maintain their function. The “heat shock
response” was first highlighted in 1964 in Drosophila by Ritossa
(Ritossa, 1964; Tissieres et al., 1974) and is characterized by the
expression of a particular protein superfamily, the heat shock
proteins (HSPs). HSPs are highly conserved cellular proteins present
in many species such as yeast, bacteria, plants, animals and humans.
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Chapter 13
Small Heat Shock Proteins and Fibrosis

The Big Book on

Small Heat Shock
Proteins

Pierre-Simon Bellaye, Olivier Burgy, Julien Colas,
Sebastien Causse, Carmen Garrido, and Philippe Bonniaud

Abstract Small heat shock proteins (sHSP) are involved in many essential cellular
mechanisms both in physiologic and pathologic conditions. HSP27 (HSPB1),
aB-crystallin (HSPBS) and HSP20 (HSPB6), the most studied members, are stress-
inducible chaperones with an anti-aggregation function. They have been shown to
inhibit apoptosis by interacting with proteins involved in programmed cell death
such as cytochrome ¢ or caspases, to have anti-oxidant properties and/or to modu-
late protein homeostasis by participating in the proteasomal degradation of specific
proteins under stress conditions, Heat shock proteins accumulate in cancer cells and
this overexpression is needed for the cancer cells” survival. Accordingly. the inhibi-
tion of heat shock proteins such as HSP27 is an emerging strategy in cancer therapy
(already is in phase II clinical trials). Fibrogenesis and cancer share several proper-
ties as both pathologies are characterized by genetic alterations, uncontrolled cell
proliferation, altered cell interaction and communication and tissue invasion.

The current review will discuss the involvement of HSP27, aB-crystallin and
HSP20 in the process of fibrogenesis and in established organ fibrosis. We will dis-
sect the impact of their function inducing the recruitment of inflammatory cells, the
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