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Résumé 
La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) est une maladie rare, qui constitue la forme la plus fréquente de pneumopathie 

interstitielle diffuse de l’adulte. Elle se caractérise par une accumulation massive de matrice extracellulaire, principalement 

de collagène, dans le parenchyme pulmonaire, ce qui entraine une altération dramatique et irréversible de la fonction 

respiratoire. La FPI est une pathologie mortelle qui survient principalement après 60 ans, et sa médiane de survie est 

d’environ 5 ans après diagnostic. Il n’existe aucun traitement curatif. A ce jour seuls 2 médicaments, la pirfénidone et le 

nintédanib, ont été validés dans cette indication, mais ils ne permettent que de ralentir très modérément son évolution. La 

recherche visant à mieux caractériser les mécanismes physiopathologiques de la FPI ainsi que le développement de 

nouveaux traitements est donc crucial pour les patients.  

La maladie se caractérise par la production massive de cellules myofibroblastiques, issues de la transformation des autres 

cellules pulmonaires. Le TGFβ est une cytokine clé stimulant cette transformation. On sait que ce processus est régulé, 

notamment par les cellules de l’immunité dont les macrophages. Les protéines de choc thermique (HSP) et en particulier 

HSP27 et αB-crystallin, sont d’autres modulateurs connus des mécanismes de fibrogenèse.  

Mon travail de thèse a consisté 1) à étudier l’intérêt de l’utilisation du récepteur macrophagique CD206 comme marqueur 

diagnostic et comme cible à inhiber pour limiter le développement de la fibrose, 2) à étudier le rôle d’HSP27 présente 

spécifiquement dans le compartiment extracellulaire dans le développement de la fibrose pulmonaire, 3) à tester les effets 

d’un oligonucléotide antisens dirigé contre αB-crystallin pour s’opposer au développement de la maladie. 

Nos travaux ont permis de montrer l’augmentation de l’expression du récepteur macrophagique CD206 en cas de fibrose, 

dans les macrophages pulmonaires humains et murins. Le traitement des macrophages par un radio-traceur dirigé sur le 

CD206, le tilmanocept, permet de quantifier son expression, et celle-ci est diminuée par le nintédanib et par un inhibiteur 

des macrophages M2, le tofacitinib. Le traitement par tofacitinib permet aussi de limiter le développement de la fibrose 

chez la souris, tout en limitant le recrutement des macrophages. Ce travail suggère l’utilité du CD206 pour le diagnostic de 

la FPI et l’intérêt de développer des inhibiteurs pour le traitement de la fibrose. Dans la 2ème partie, mes travaux montrent 

qu’HSP27 est sécrétée par les cellules pulmonaires en conditions pro-fibrosantes, qu’elle est capable alors d’interagir avec 

les récepteurs TLR2 et TLR4. La conséquence est une potentialisation de la transformation myofibroblastique des cellules 

pulmonaires induite par le TGFβ. HSP27 sécrétée par les cellules pulmonaires, induit aussi une activation des cellules 

macrophagiques et l’expression de cytokines pro-fibrosantes. Nous avons montré qu’HSP27 se comporterait comme un 

médiateur intercellulaire pro-fibrosant, et que son inhibition constituait un intérêt pour limiter le développement de la 

maladie. Dans la 3ème partie de ce travail, nous avons testé un oligonucléotide antisens dirigé contre αB-crystallin et modifié 

par conjugaison lipidique. Ce travail n’a pas montré l’intérêt de ce composé vis-à-vis de l’oligonucléotide de première 

génération pour limiter les processus profibrosants.   

En conclusion, mon travail a permis d’ouvrir de nouvelles pistes de diagnostic et de traitement, en relation avec un récepteur 

macrophagique le CD206, et une protéine de choc thermique HSP27.  

 

Mots-clés : fibrose pulmonaire idiopathique, Macrophages, CD206, HSP27, αB-crystallin.  
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CHAPITRE I : La Fibrose Pulmonaire Idiopathique 

 Généralité : Epidémiologie et Aspects Cliniques  

Les pneumopathies interstitielles diffuses (PID ou ILD en anglais) regroupent un ensemble de 

pathologies pulmonaires qui atteignent le parenchyme et affectent l’interstitum1. Les PID, 

notamment lorsqu’elles sont associées à une fibrose pulmonaire, connaissent généralement une 

évolution lente et progressive qui conduit à une insuffisance respiratoire. Il existe de 

nombreuses formes de PID qui seront communément classées selon leur étiologie. Les PID de 

causes connues sont secondaires à une autre pathologie. C’est le cas de la polyarthrite 

rhumatoïde, où la principale complication respiratoire est la fibrose pulmonaire2. Elles peuvent 

également être induites par des substances inhalées telles que l’amiante, la silice3, iatrogéniques 

ou consécutives à une infection virale comme récemment décrit avec le SARS-Cov24. Les PID 

peuvent aussi être de cause inconnue, elles sont alors dites idiopathiques. La fibrose pulmonaire 

idiopathique est la forme la plus fréquente des PID idiopathiques (ou idiopathic interstitial 

pneumoniae, IIP) et parmi la plus commune des PID en général1,5.  

a) Epidémiologie 

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) représente environ 20% des PID, de la même 

façon que la sarcoïdose, les pneumopathies d’hypersensibilité et les PID liés aux connectivites. 

Les pneumoconioses représentent 10%  et le pourcentage restant occupé par d’autres PID plus 

rares6. A la différence des autres PID, la FPI connait une évolution effroyable avec une médiane 

de survie d’environ 5 ans après diagnostic6. Avec une incidence se situant aux alentours de 2-

30, et une prévalence de 10-60 pour 100 0007, la FPI fait partie des maladies rares, bien que sa 

prévalence ne cesse d’augmenter6. En revanche, on observe une disparité du recensement de la 

maladie en fonction du territoire avec les plus fortes incidences en Corée du Sud, au Canada et 

aux Etats-Unis8. En Amérique du Nord et en Europe, l’incidence se situe aux alentours de 3 à 

9 cas pour 100 000 habitants, et 4 cas pour 100 000 habitants en Asie de l’Est et en Amérique 

du Sud. L’apparition de la maladie est étroitement liée à l’âge. Le diagnostic est rare chez des 

patients de moins de 50 ans, et  l’incidence/la prévalence sont de 6/18 cas pour 100 000 

personnes chez les 18-64 ans9, et de 94/495 pour 100 000 personnes chez les plus de 65 ans10. 

L’âge et la situation géographique apparaissent comme des facteurs influençant le 

développement de la FPI8. La fréquence de distribution géographique fait suspecter une 

hétérogénéité économique et sociale, avec une incidence/prévalence plus élevée dans les pays 
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industrialisés que dans les pays émergeants. L’accès aux soins et les méthodes de diagnostic 

pourraient expliquer cette disparité, de même que la pollution de l’air, d’avantage présente dans 

les pays industrialisés. Un grand nombre d’autres facteurs de risques sont associés au 

développement et à la sévérité de la pathologie11. Des facteurs intrinsèques comme la génétique 

(variant de la mucine 5B par exemple)12, le sexe (les hommes sont les plus atteints)13,14, ou 

encore le microbiome pulmonaire15 semblent jouer un rôle crucial dans le risque de développer 

une FPI. Des comorbidités telles que le reflux gastro-œsophagien16, l’apnée du sommeil17, le 

diabète18 et les infections virales par des membres de la famille des Herpesviridaea15, semblent 

également favoriser cette pathologie. De même, des facteurs extrinsèques favorisent son 

développement comme le tabagisme actif ou passif19, la pollution de l’air20 ou bien l’exposition 

environnementale à certains composés (sciures de bois, poussières de métal, amiante, produit 

phytosanitaire issus de l’agriculture…)21. 

b) Diagnostic 

La FPI est une maladie irréversible, chronique, lente et progressive. Généralement, les 

patients diagnostiqués FPI sont suivis par un médecin depuis des mois, voire des années pour 

traiter leur toux et une dyspnée (difficulté à respirer caractérisé par un essoufflement) 

progressive22. Ces premiers symptômes sont la conséquence de micro-lésions pulmonaires, 

induites par un grand nombre de facteurs de risque (cités plus haut), conduisant à des signes 

cliniques de plus en plus présents et contraignants. Cette décroissance progressive et lente de la 

fonction respiratoire du patient, associée à des symptômes communs à d’autres pathologies, 

retarde le diagnostic et la prise en charge de la FPI du patient ce qui impacte l’évolution de sa 

maladie. Le déclin progressif de la fonction respiratoire peut se ponctuer de phases 

d’exacerbations aiguës (EA) dont le pronostic est redoutable23. Ryerson et al., décrivent une 

incidence des EA  de 1 à 20% chez les patients atteints de FPI avec une médiane de survie de 

moins de 3 mois 24. Les causes de la survenue d’une EA restent encore mal comprises et 

inexpliquées. Cependant, une capacité vitale forcée (FVC) faible semble être un facteur de 

risque commun d’EA25. Une infection virale ou un acte chirurgical pourraient également 

précipiter ce phénomène23.  Les critères diagnostics de la FPI sont définis internationalement, 

et régulièrement mis à jour par un consortium d’experts sous l’égide de l’American Thoracic 

Society (ATS), l’European Respiratory Society (ERS), la Japanese Respiratory Society (JRS) et 

Latin American Thoraci Society (ALAT). La dernière mise à jour date de 2018 (Raghu et al.,) 
26. Le diagnostic repose sur des examens cliniques, radiologiques et histopathologiques quand 

ces derniers sont disponibles (Figure 1). Les signes cliniques les plus communs sont la dyspnée, 
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la toux, des râles crépitants à l’auscultation et un hippocratisme digital (déformation des doigts 

ou des orteils induit en partie par l’hypoxémie). L’évaluation radiologique (Figure 1A) par 

tomodensitométrie-haute résolution (TDM) permet de détecter précisément les lésions 

caractéristiques de la FPI, que sont les motifs de pneumonie interstitielle commune (PIC ou 

UIP en anglais), ainsi que leur distribution avec une fiabilité de 80 à 90%27. Ces motifs de PIC 

se définissent par des lésions en rayons de miel (honeycombing en anglais) selon une 

distribution hétérogène et une prédominance sous-pleurale et basale, des bronchiectasies de 

traction, ainsi qu’une absence de verre dépoli (ground-glass opacification ou GGO en anglais). 

Si l’examen radiologique permet d’identifier une PIC avec certitude, et que les autres causes 

possibles de PID ont été exclues, alors le patient sera diagnostiqué FPI. En revanche, si des 

doutes persistent, par exemple en cas d’absence d’un des critères de PIC, alors, si l’âge du 

patient, son état général, ses comorbidités et sa fonction respiratoire le permettent, l’exploration 

peut être complétée par une biopsie pulmonaire pour réaliser une analyse histopathologique 

(Figure 1B-C). Une coloration Hématoxyline & Eosine (H&E) est généralement réalisée afin 

de détecter un motif de PIC qui se caractérise par un remodelage de l’architecture pulmonaire 

alterné avec des zones de parenchyme ’normales’. Les lésions en rayons de miel peuvent être 

mises en évidence selon une prédominance sous-pleurale et para-septale hétérogène. Les zones 

fibrotiques sont également caractérisées par une inflammation légère, une prolifération 

cellulaire (fibroblastes et myofibroblastes) et une accumulation de collagène dense formant 

ainsi des zones typiques de FPI que sont les foyers fibroblastiques (fibroblaste foci). 

 

Figure 1 : Examen radiologique et histopathologique de poumons diagnostiqués FPI : A) Image d’une tomodensitométrie 

d’un patient de FPI montrant un motif caractéristique de pneumopathie interstitielle commune (PIC). Des lésions hétérogènes 

en rayons de miel (flèches) en clusters avec un départ sous pleural. B) Coupe histologique de poumons d’un patient atteint de 

FPI montrant des motifs caractéristiques de PIC (= fibrose dense en région sous-pleurale et para-septale (flèches) avec 

remodelage de l’architecture pulmonaire en forme de rayon de miel alterné avec des zones non affectées dans le parenchyme 

pulmonaire (cercles)). C) Coupe histologique de poumons d’un patient atteint de FPI montrant des motifs caractéristiques de 

PIC (= fibrose dense organisée autour de foyers fibroblastiques (*) mais sans changement organisé en rayon de miel). Issue de 

Raghu et al., 201826. 
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En parallèle de l’examen histopathologique, un prélèvement de liquide de lavage broncho-

alvéolaires (LBA) est parfois réalisé, avec pour objectif premier d’éliminer un diagnostic 

différentiel 28. En cas de FPI, le LBA est le plus souvent dit panaché avec une hypercellularité 

et une augmentation des neutrophiles >3% et éosinophiles >1%. En revanche, un pourcentage 

de lymphocyte supérieur à 30% suggère un autre diagnostic (sarcoïdose, connectivite…)29. Cet 

examen invasif, qui peut dans de rares cas être déclencheur d’EA30, n’est pas réalisé 

systématiquement. Cependant, l’analyse de son contenu pourrait dans le futur, permettre la 

détection de nouveau marqueur clés de la FPI31.  

 

Figure 2 : Algorithme diagnostic de la fibrose pulmonaire idiopathique : FPI : Fibrose Pulmonaire Idiopathique, PIC : 

Pneumopathie Interstitielle Commune, PID : Pathologie Interstitielle Diffuse, TDM : Tomodensitométrie. Issue de Cottin et 

al., (2017)29 

c) Les approches thérapeutiques de la FPI 

A ce jour, aucun traitement pharmacologique n’a d’efficacité curative dans la FPI. La 

transplantation pulmonaire, dont les indications sont très restreintes, reste la seule option 

thérapeutique qui permet d’améliorer considérablement les conditions de vie des patients. Les 

seuls médicaments indiqués aujourd’hui dans la FPI sont le nintédanib et la pirfénidone. Ils 

permettent de ralentir la progression de la fibrose pulmonaire et d’allonger légèrement la 
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médiane de survie des patients32. Le manque d’options thérapeutiques suggère une énorme 

marge de progression dans la prise en charge thérapeutique des patients atteints de FPI.  

i. Prednisone, azathioprine et N-acetylcystéine 

Avant le début des années 2010, les patients atteints de FPI étaient souvent traités par une 

association de corticostéroïdes, d’un immunomodulateur (azathioprine) et parfois de N-acétyl-

Cystéine (NAC). Mais des études successives ont mené à l’arrêt de cette utilisation.  Le projet 

PANTHER-IPF (pour Prednisone, Azathioprine and N-acetylcysteine 33) est une étude 

multicentrique, randomisée et menée en double aveugle, qui a inclus 236 patients FPI âgés de 

35 à 85 ans et présentant une altération des fonctions respiratoires (= FVC ≥ 50% et DLCO 

≥30%). Les patients ont été traités par la combinaison orale de trois médicaments (prednisone, 

azathioprine et NAC) ou bien par la NAC seule associée à un placebo. La combinaison des trois 

thérapies comparées au placebo a été associée à une augmentation de la mortalité et des 

hospitalisations précoces. (Figure 3).  

 

Figure 3 : Données obtenues lors de l’étude PANTHER-IPF : Courbe de Kaplan-Meier montrant la probabilité de survie 

(A) ou critère composite de survie et progression de la maladie (B) ou critère composite de survie et d’hospitalisation (C). 

Combinaison therapy fait référence à l’association des trois traitements prednisone, azathioprine et N-acétylcystéine. Issue de  

the idiopathic pulmonary fibrosis clinical network, 201233 
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L’utilisation de la NAC, seule, a été testée quelques années plus tard, en 2014, contre 

placebo. L’étude a conclu en l’absence d’efficacité de la NAC, à préserver la FVC chez les 

patients atteints de FPI34.  Ces études ont conduit au retrait de l’utilisation de cette combinaison 

thérapeutique (prednisone, azathioprine et NAC)35.   

ii. Pirfénidone 

La pirfénidone (5-methyl-1-phenyl-2-[1H]-pyridone) a obtenu son autorisation de mise sur 

le marché (AMM) en 2012. Ce médicament est indiqué chez l’adulte pour le traitement de la 

fibrose pulmonaire idiopathique légère et modérée. La pirfénidone est une petite molécule 

dérivée de la pyridinone, possédant une activité anti-fibrotique, anti-inflammatoire et anti-

oxydante36. Son effet anti-fibrotique, de mécanisme encore mal compris, a été très largement 

étudié in vitro et in vivo et semble agir à différents niveaux du processus de fibrogenèse. La 

pirfénidone réduirait la sécrétion de Transforming Growth Factor-1 (TGF-1) par les 

macrophages37 et limiterait  l’activation des fibroblastes médiée par le TGF-138,39 in vitro. Sur 

un modèle ex vivo de coupes de poumon de rat, la pirfénidone réduit la sécrétion de pro-

collagène I induite par un traitement  TGF-140. Enfin, in vivo sur des modèles murins de fibrose 

pulmonaire induite par la bléomycine, la pirfénidone diminuerait l’expression de la fibrose 

pulmonaire ainsi que de la protéine de choc thermique 47 (Heat Shock Protein 47 ou HSP47), 

une protéine chaperonne impliquée dans la production et la sécrétion du collagène41. D’autres 

ont montré sur modèles murins que la pirfénidone réduit la fibrose pulmonaire en réduisant 

l’accumulation pulmonaire des fibrocytes 42.  

L’efficacité clinique de la pirfénidone chez les patients FPI a été démontré au cours de deux 

essais CAPACITY pour Clinical Studies Assessing Pirfenidone in idopathic pulmonary 

fibrosis :Reasearch of Efficacy and Safety Outcomes (études 004 et 006) 43. L’étude 004 a inclus 

435 patients répartis en trois groupes : 174 ont reçu 2403 mg/jour de pirfénidone, 87 ont reçu 

1197 mg/jour de pirfénidone et 174 ont reçu un placebo. Concernant l’étude 006, elle a inclus 

344 patients répartis en deux groupes : 171 qui ont reçu 2403 mg/jour de pirfénidone et 173 qui 

ont reçu un placebo. L’essai 004 montre un ralentissement significatif du déclin respiratoire 

(mesuré par la baisse de la FVC) des patients atteints de FPI, avec une efficacité dose- 

dépendante. L’étude 006 était moins concluante, puisque sans différence d’effets entre la 

pirfénidone et le placebo sur ces paramètres. Les résultats positifs d’efficacité de la pirfénidone 

ont été confirmés quelques années plus tard, au cours de l’essai de phase 3, ASCEND pour 

Assessment of Pirfenidone to Confirm Efficacy and Safety in Idiopathic Pulmoanry Fibrosis44. 
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Cette étude randomisée, en double aveugle contre placebo, a inclus 555 patients diagnostiqués 

FPI. Les patients ont été traités soit par la pirfénidone (2403 mg/jour) soit par un placebo 

pendant 52 semaines. Cette étude a validé l’intérêt d’utiliser la pirfénidone en clinique pour 

réduire la progression de la fibrose pulmonaire et améliorer la qualité de vie des patients atteints 

de FPI. En effet, elle montre que la pirfénidone permettait de réduire la progression de la 

maladie vs placebo, et ce sur les critères d’évolution de la FVC (Figure 4A), de test de marche 

de 6 minutes (6MWT) (Figure 4B) et de survie sans progression (Figure 4C). 

 

Figure 4 : Résultats obtenus lors de l’étude ASCEND : A) Evolution de la capacité vitale forcée (FVC) de patients atteints 

de FPI et traités par pirfénidone (n=278) ou placebo (n=277) 52 semaines. B) Pourcentage de patients morts ou présentant une 

diminution des capacités de marche (définit par un déclin de 50m ou plus au test de marche de 6 minutes (6MWT)) au cours 

des 52 semaines de traitement par pirfénidone ou placebo. C) Courbe de survie sans progression de Kaplan-Meier des patients 

traités par pirfénidone ou placebo. Issue de King et al., 201444 

Ce traitement n’est pas dénué d’effets indésirables et d’interactions médicamenteuses, 

notamment induites par la modulation du CYP1A2 qui le métabolise. L’existence d’effets 

indésirables digestifs, hépatiques, cutanées (photosensibilisation), neurologiques (fatigue, 

vertiges) et la prise concomitante d’autres traitements sont autant de paramètres entrant dans 

l’arbre décisionnel du choix de ce traitement.  
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iii. Nintédanib 

Le nintedanib (BIBF 1120) a obtenu l’AMM dans le traitement de la FPI en 2015. C’est  un 

dérivé indolinone qui a une activité inhibitrice sur plusieurs  tyrosines kinases intracellulaires 

(Tyrosine Kinase Inhibitor ou TKI), (le Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 

(VEGFR) 1, 2 et 3, le Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR)1, 2 et 3 et le Platelet-Derived 

Growth Factor Receptor (PDGF) α et β45. Ce composé a initialement été développé pour ses 

propriétés antitumorales dans le traitement de nombreux cancers (cancer bronchique non à 

petites cellules46 , cancer colorectal, des ovaires, de l’endomètre45,47).  

L’efficacité du nintédanib dans la FPI a initialement été testée lors d’un essai clinique de 

phase II appelé TOMORROW pour To Improve Pulmonary Fibrosis with BBF112048. Cette 

étude randomisée, en double aveugle, a inclus 112 patients, répartis dans 5 groupes en fonction 

de la dose reçue (50mg/jour, 50mg deux fois/jour, 100mg deux fois/jour, 150mg deux fois/jour 

et un groupe placebo). Cette étude a permis de conclure que la dose de 150mg deux fois/jour 

réduisait significativement le déclin de la FVC sur 12 mois, comparativement au groupe 

placebo. De plus, cette dose était associée à une réduction significative de l’incidence des EA.  

Deux autres essais cliniques de phase 3 appelés INPULSIS-1 et INPULSIS-249 ont été 

menés sur l’efficacité du nintédanib. Ces études multicentriques réalisées dans 24 pays 

différents ont inclus des patients âgés de plus de 40 ans et diagnostiqués FPI depuis maximum 

5 ans. Le nintédanib était testé à la dose 150mg deux fois/jour contre placebo sur 52 semaines. 

INPULSIS-1 a inclus 309 patients traités par nintédanib et 204 traités par placebo, et 

INPULSIS-2 329 patients traités par nintédanib et 219 traités par placebo. Dans les deux études, 

le nintédanib a réduit significativement le déclin de la FVC au cours des 52 semaines (Figure 

5). L’incidence des EA était significativement réduite dans l’étude INSPULSIS-2 mais pas dans 

INPULSIS-1.  

INPULSIS-ON50 a permis aux patients des groupes Nintédanib et placebo de l’étude 

INPULSIS de poursuivre (pour les patients du groupe traité) ou de débuter (pour les patients 

du groupe placebo) le traitement par nintédanib. Cette étude a permis de confirmer l’efficacité 

du traitement à ralentir le déclin de la FVC ainsi que l’incidence des EA. Elle montre aussi un 

profil de tolérance sur plus long terme similaire à celui décrit à l’issue des essais INPULSIS. 

Le nintedanib présente des effets indésirables, parfois importants, le plus fréquent étant la 

survenue de diarrhées (en moyenne chez 61% des patients traités dans l’essai Tomorrow) et qui 
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dans cet essai avait motivé l’arrêt du traitement dans 5% des cas. Certains patients pour ce 

problème de tolérance se retrouvent sans option thérapeutique.  

 

Figure 5 : Suivis de la capacité vitale forcée lors de l’essai INPULSIS : Graphique montrant la moyenne de changement en 

ml de la capacité vitale forcée (CVF ou FVC) de patients atteint de FPI en fonction du temps (en semaines) suivant un traitement 

par nintédanib, 150mg deux fois/jour (n=309) ou placebo (n=204). Issue de Richeldi et al., 201449 

iv. Transplantation pulmonaire 

La transplantation pulmonaire reste à ce jour la seule option thérapeutique permettant de 

traiter la FPI. En 2017, les PID représentaient 40,5% des indications de transplantations 

pulmonaires mondiales dont 32,4% étaient des FPI51. Le nombre de transplants depuis 1995 ne 

fait que croître chez les patients atteints de FPI (Figure 6). La médiane de survie suite à une 

transplantation pulmonaire primaire s’élève à 6-7 ans et atteint 8-9 ans pour les patients qui 

survivent la première année51. Cette solution permet de réduire le risque de mortalité de 75% 

par rapport à une prise en charge médicamenteuse52. Par conséquent, la transplantation 

pulmonaire améliore les conditions et la durée de vie des patients. Malheureusement, l’accès à 

celle-ci reste compliqué, et seulement quelques patients vont pouvoir bénéficier de ce 

traitement. Les patients éligibles à la greffe sont sélectionnés en fonction de critères d’inclusion 

précis, dont l’âge physiologique, la probabilité de survie après la greffe etc... De plus, la 

moyenne d’âge des patients atteint de FPI est supérieure à 65 ans et donc généralement non 

compatible avec ce type de thérapie. La greffe ne constitue donc pas une solution thérapeutique 

pour la majorité des patients atteints de FPI.  
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Figure 6 : Principales Indications de transplantation pulmonaire chez l’adulte : Evolution du nombre de transplantations 

pulmonaires entre 1995 et 2017 en fonction de la pathologie sous-jacente. COPD (Chronic Obtructive Pulmonary Disease), 

A1ATD (Alpha-1 Antitrypsin Deficiency), CF (Mucoviscidose ou Cystic Fibrosis), IIP (Idiopathic Interstitial Pneumonia), 

ILD-not IIP (Interstitial Lung Disease-not IIP), Retransplant (patients retransplantés). Issue de Chambers et al., 201951 

A ce jour, la pirfénidone et le nintédanib sont donc les seuls traitements médicamenteux 

disponibles dans le traitement de la FPI. La transplantation pulmonaire reste la solution 

thérapeutique la plus efficace mais peu de patients peuvent en bénéficier.  

De ce fait, il est urgent de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour la prise 

en charge des patients souffrant de FPI. Aujourd’hui, un grand nombre de nouvelles stratégies 

sont en cours de développement en combinaison avec la pirfénidone et ou le nintédanib. De 

plus, nous avons pu voir que le diagnostic de cette pathologie est complexe. L’émergence de 

nouveaux biomarqueurs est indispensable pour une meilleure prise en charge des patients et un 

diagnostic plus précoce. Ainsi, les mécanismes cellulaires responsables et modulateurs de la 

fibrogenèse nécessitent d’être mieux compris.  

 Physiopathologie de la FPI 

La fibrose est la conséquence d’une cicatrisation excessive d’un tissu suite à l’agression de 

ce dernier. Elle peut atteindre divers organes comme la peau, le rein, le foie (cirrhose), la vessie 

mais également être systémique (sclérodermie systémique). Dans le cas du poumon, 

l’épithélium et/ou l’endothélium pulmonaires peuvent subir des lésions, consécutivement à 

l’exposition à la pollution de l’air, à l’amiante, la fumée de cigarette etc… En réponse à ces 
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microlésions, une régénération tissulaire va être initiée et va mener au processus de 

cicatrisation, ou wound healing en anglais. Ce processus physiologique, essentiel pour 

reconstituer les barrières protectrices de chaque tissu en cas de blessure, repose sur la 

production d’une matrice extracellulaire (MEC) ainsi que sur une re-épithélialisation de la zone 

lésée. Cependant dans des circonstances encore mal comprises, la cicatrisation est incomplète 

et s’accompagne d’un emballement du processus. Ce phénomène va entrainer un dépôt excessif 

de la MEC et conduire au développement d’une fibrose53. Le challenge aujourd’hui est de 

comprendre pourquoi ce processus se dérégule et de quelle manière.  

a) Cicatrisation et Fibrose 

La fibrogenèse est un processus de cicatrisation non contrôlée. Elle est initiée lors d’une 

blessure au niveau de l’épithélium/endothélium pulmonaire. Cette lésion déclenche alors la 

cascade de coagulation avec l’activation des thrombocytes (plaquettes) et donc la formation de 

fibrine, qui constituera une MEC provisoire.  En réponse à cette lésion, les cellules 

environnantes, dont les plaquettes, vont sécréter tout un panel de cytokines/chémokines dans le 

but de favoriser le recrutement de cellules immunitaires. Parmi elles, on retrouve des facteurs 

de croissance tels que le Transforming Growth Factor-1 (TGF-1)54 et le Platelet-Derived 

Growth Factor (PDGF)55, mais également des métalloprotéases matricielles (MMP) qui vont 

participer à la destruction de la lame basale et ainsi faciliter l’infiltration des cellules 

immunitaires56. Les neutrophiles et macrophages vont permettre dans un premier temps 

l’élimination des débris cellulaires, des cellules mortes et des éventuels corps étrangers 

responsables de la lésion57. L’infiltration lymphocytaire mais également de toutes les autres 

cellules immunitaires, s’accompagne de la sécrétion de facteurs pro-fibrosants tels que le TGF-

1, le PDGF ou encore l’IL-13, ce qui induit une suractivation des macrophages et des 

fibroblastes. Les fibroblastes activés sont des cellules clés dans ce processus, puisqu’elles vont 

exprimer de l’-smooth-muscle actin (-SMA) et en conséquence acquérir un phénotype 

migratoire et sécrétoire particulier. Elles deviennent des myofibroblastes qui sécrètent du 

collagène et vont migrer vers la zone de l’épithélium/endothélium lésée, permettant ainsi la 

contraction de la plaie et la re-épithélialisation de la zone. Ce processus de cicatrisation est 

régulé, notamment par le rapport entre les quantités tissulaires des  MMPs et de leurs inhibiteurs 

les TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases ou inhibiteurs tissulaires des MMPs). Ces 

derniers contrôlent à la fois la synthèse et la dégradation du collagène, donc la production et le 

dépôt de la MEC58. Une fois le processus de cicatrisation complet, la régulation physiologique 

de ce rapport MMPs/TIMPs contribue à éteindre ce processus.  
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Lors de multiples lésions ou d’atteintes chroniques du tissu pulmonaire, on observe une 

persistance de la production des myofibroblastes, une sécrétion anarchique et non contrôlée de 

MEC, et un rapport MMPs/TIMPs perturbé. Il en résulte un dépôt excessif et continu de MEC 

au niveau de la blessure et au-delà, une multiplication des myofibroblastes accompagné d’une 

sécrétion importante de collagène, l’ensemble conduisant à la fibrose57,59 (Figure 7). 

 

Figure 7 : Mécanismes de cicatrisation tissulaire et fibrogenèse : Synthèse schématique des grandes étapes du processus de 

cicatrisation. Lors d’une atteinte chronique, le processus classique de cicatrisation est perturbé ce qui conduit à une activation 

non contrôlée des myofibroblastes. Il en résulte ainsi une production anarchique de matrice extracellulaire responsable de la 

fibrose. TEM : Transition Epitélio-Mésenchymateuse, CSH : Cellules Souche Hématopoïétiques, MMP/TIMP : 

Métalloprotéinase de la matric/Tissue Inhibitors of Metalloproteinases, MEC : Matrice Extra-Cellulaire. 

b) Transforming Growth Factor-1 (TGF-1) 

Un grand nombre de cytokines, pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires, participent aux 

différents stades de la fibrogenèse. Lors des phases précoces de la maladie, un taux plus 

important de facteurs pro-inflammatoires est présent, tels que de l’interleukine (IL)-1, d’IL-6, 

du Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) ou encore des espèces réactives de l’oxygènes (ROS pour 

Reactive Oxygen Species). Le développement proprement dit de la fibrose, c’est-à-dire 

l’accumulation tissulaire de collagène, s’accompagne d’une sécrétion importante de facteurs de 
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croissance aux propriétés plutôt anti-inflammatoires, tels que les VEGF, FGF, PDGF, et surtout 

le TGF-160 clairement identifié comme étant un médiateur cellulaire clé dans le processus de 

fibrogenèse61,62.  

i.  Biosynthèse et sécrétion 

Le TGF-1 appartient à la superfamille du TGF- qui comprend des cytokines ubiquitaires 

impliquées dans un grand nombre de processus cellulaires, tels que la prolifération, la 

différenciation, l’apoptose mais également dans l’embryogenèse et le développement fœtal63. 

Cette famille se décompose en deux sous-familles, à savoir la famille TGF-/Activine/Nodal, 

et la famille BMP (bone morphogenetic protein)/GDF (growth and differentiation factor)/MIS 

(muelerian inhibiting substance)63. Chez l’Homme, il existe trois isoformes du TGF- (TGF-

1, TGF-2 et TGF-3) et le TGF-1 représente le complexe le plus étudié à l’inverse des deux 

autres isoformes64. 

L’étude du TGF- connait son apogée dans les années 80-90. Joan Massagué, contribua 

principalement à la compréhension du rôle du TGF-.  Il fait partie des pionniers ayant 

découvert et compris la biosynthèse et la signalisation de cette cytokine en collaboration avec 

le laboratoire de Harold Moses65. La biosynthèse du TGF- est le résultat d’une succession de 

clivages66.  La séquence humaine de l’ARNm du TGF- est très conservée entre les espèces67. 

La biosynthèse peptidique du TGF- est initiée par la formation d’un pré-pro-précurseur (pre-

pro-TGF-) de 390 acides aminés (AA) composé d’un peptide signal en position N-terminal, 

et d’une séquence de 112 AA représentant le TGF- mature. Ces deux séquences sont séparées 

par une longue séquence de 249 AA, « Latency-Associated Protein » ou LAP. Le peptide signal 

est alors libéré et une endopeptidase (la furine) va venir cliver ce précurseur peptidique au 

niveau d’un site Arg-His-Arg-Arg (RHRR), situé dans la région LAP. A la suite de ce clivage, 

deux produits sont libérés, un peptide LAP et le pro-TGF- monomère de 25kDa. Ces peptides 

s’homodimérisent ensuite par le biais de ponts di-sulfures (S-S) (rouge) et ces deux 

homodimères se lient de manière non covalente afin de former un complexe latent de 75 kDa. 

Sous cette forme, le TGF- ne peut pas se fixer sur son récepteur68. Ainsi, une autre protéine, 

« Latent TGF- Binding Protein » ou LTBP va intégrer le complexe en interagissant avec 

l’homodimère LAP et ainsi former le complexe latent du TGF-. Ce complexe peut être stocké 

dans la cellule avant d’être sécrété dans le milieu extracellulaire65,66 (Figure 8). 
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Figure 8 : Structure et Biosynthèse du TGF- : La biosynthèse du TGF-β résulte d’une succession de clivages. Elle est 

synthétisée dans un premier temps sous la forme d’un précurseur pré-pro-TGF-β puis pro-TGF-β qui se dimérise pour former 

un complexe LAP/TGF-β. L’association du peptide LTBP est nécessaire pour la sécrétion et la constitution du complexe latent 

du TGF-β.   

Le TGF-β est sécrété sous forme inactive et subit des étapes d’activation. In vitro, un grand 

nombre de conditions ou facteurs ont été identifiés comme capables d’activer ce complexe 

latent par le clivage de LAP 69. C’est le cas de l’hydrolyse acide ou de la chaleur par exemple. 

Des sérines protéases sont décrites comme étant des activateurs  du TGF-70 par le clivage de 

LAP. La plasmine a été la première peptidase décrite comme activateur du TGF-, mais il existe 

aussi la thrombine. Leur activité in vivo est encore mal comprise. La Thrombospondin-1 (TSP-

1) est une protéine d’adhésion sécrétée par un grand nombre de types cellulaires. Elle possède 

une séquence particulière qui va pouvoir se fixer à LAP et ainsi perturber sa liaison avec le 

TGF- et facilitant donc sa libération. TSP-1 a ainsi été décrite comme un régulateur positif 

majeur du TGF- et pourrait être un bon candidat pour le développement de nouvelles 

drogues71. Le récepteur Insulin-like Growth Factor-II/Mannose-6-phosphate (IGFII/M6P-R) a 

également été décrit comme un activateur du TGF-. Celui-ci serait capable de lier le complexe 

TGF-/LAP/LTBP et libérer le TGF- dans sa forme active72.  

Les intégrines représentent des acteurs importants d’activation du TGF-73. Ce sont des 

récepteurs hétérodimériques (composés d’une sous-unité  et ) d’adhésion cellulaire, qui vont 
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permettre à la cellule d’interagir avec la MEC. Ces protéines transmembranaires sont bien 

documentées comme étant des activateurs du TGF-74. En effet, le peptide LAP possède une 

séquence d’AA RGD (Arg-Gly-Asp) pour laquelle les intégrines ont une affinité de liaison. 

Elles peuvent ainsi piéger à la surface membranaire le complexe latent, facilitant l’activité 

protéolytique d’autres protéases et libérer la forme active du TGF-. C’est le cas des isoformes 

v875 et v676 pour qui le ligand majoritaire est le TGF- latent. Les métalloprotéases de la 

matrice (MMPs) ont elles aussi été décrites comme facilitant l’activation du TGF-70 

notamment en agissant en collaboration avec les intégrines de surface77.  

ii.  Récepteurs du TGFβ 

L’ensemble des cytokines de la superfamille du TGF- se lient à des récepteurs 

transmembranaires de la famille des sérine/thréonine kinases78. Dans le génome humain, il 

existe 12 récepteurs dans cette famille : 7 de types I et 5 de types II. Chaque ligand de cette 

superfamille va être associé à un couple de récepteur qui lui correspond (Figure 9A). Par 

exemple, le TGF- va se lier avec le récepteur de type II TGF-RII, qui va ensuite s’associer 

soit à ALK5 (ou TGF-RI) soit à ALK1 en fonction du type cellulaire. Chaque récepteur 

possède une partie N-terminale qui se situe dans le compartiment extracellulaire et qui va 

interagir directement avec le TGF-, une région transmembranaire et une partie C-terminale 

intracellulaire à activité sérine/thréonine kinase. Les récepteurs de type I sont caractérisés par 

la présence du domaine GS dans leurs région N-terminale se traduisant par la séquence 

TTSGSGSG. Cette GS box est certes localisée en N-terminal, mais elle se situe dans la zone 

cytoplasmique de la cellule. L’affinité du ligand pour son récepteur va être différente entre les 

sous-familles de TGF-. La sous-famille BMP se lie, dans un premier temps, avec le récepteur 

de type I alors que le TGF- et l’activine avec le récepteur de type II. Ainsi, dans le cas du 

TGF-, après fixation avec le récepteur de type II, le récepteur de type I va se rapprocher pour 

former un complexe TGF-/TGF-RI/TGF-RII. Le ligand TGF- est un homodimère, il va 

donc être capté par un deuxième récepteur de type II (donc dans ce cas TGF-RII) et induire le 

rapprochement à nouveau d’un autre récepteur de type I (donc de type ALK). Ainsi, après 

interaction avec son récepteur, le TGF- va induire à la surface cellulaire un complexe de 2 

TGF-RI et 2 TGF-RII (Figure 9B). Suite à la constitution de ce complexe, le récepteur kinase 

de type II phosphoryle le domaine intracellulaire GS (GS box) du récepteur de type I et les 

multiples résidus sérine et thréonine de ce domaine. Ce phénomène initie ainsi le début de la 

signalisation intracellulaire médiée par la fixation du TGF- à son récepteur63.    
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Figure 9 : Structure des récepteurs de la superfamille du TGF- : A) Représentation schématique des différents couples 

de récepteurs (de type I et II) des ligands de la superfamille du TGF-. B) Modèle structural du récepteur du TGF- et de son 

ligand. Ce modèle montre la partie extracellulaire de ce complexe avec les homodimères de TGF-RI et TGF-RII après 

interaction avec leur ligand TGF-. La partie C-terminal (C) de chaque domaine, matérialisée en pointillés, est située dans le 

milieu intracellulaire et permet la transduction du signal via une activité sérine/thréonine kinase. Issue de Shi & Massagué 

200363. 

Deux types de récepteurs TGF-RI vont être impliqués dans la signalisation du TGF-1. 

Le plus étudié dans le contexte de la fibrose pulmonaire est ALK562. Son inhibition conduit à 

l’atténuation de la fibrose pulmonaire par la diminution du collagène de type I, comme cela a 

été montré dans un modèle murin de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine79. Une autre 

étude a montré dans un modèle d’exacerbation aiguë de fibrose pulmonaire idiopathique (AE-

FPI induite par une infection à herpesvirus, que son inhibition diminuait l’infiltration cellulaire 

et la réponse antivirale médiée par la sécrétion d’interféron gamma (IFNγ), et par conséquent 

induisait un effet anti-fibrosant80. En revanche, l’implication d’ALK1 dans la fibrose 

pulmonaire n’a pas encore été démontrée. Un nombre croissant d’études s’intéressent à ce 

récepteur dans le processus fibrosant81. Par exemple, une étude récente in vitro montre que la 

signalisation ALK1/Smad1/5 active les fibroblastes 82. 

Il est important de noter qu’il existe un récepteur de type III, de type betaglycane, qui a 

longtemps été décrit comme un co-récepteur du complexe membranaire et qui semble avoir de 

plus en plus son importance dans la signalisation du TGF-. Ce TGF-RIII possède une grande 

affinité pour les trois isoformes du TGF- et facilite la fixation du ligand au TGF-RII. Ce 

complexe de trois types de récepteurs est essentiel pour l’activation de la voie canonique et non 

canonique83. La formation de ce complexe va induire l’autophosphorylation du TGF-RII ainsi 

que la transphosphorylation du TGF-RI84. 
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Après l’interaction du TGF- avec son récepteur et à l’activation des domaines 

intracellulaires par phosphorylation, deux voies de signalisation vont être sollicitées et relayer 

le signal du récepteur membranaire au noyau permettant de transcrire les gènes cibles : la voie 

de signalisation canonique (voie principale, la voie des Smads) et la voie dite non canonique 

(qui regroupe un ensemble de voies de signalisation annexes). Cette classification est associée 

à la chronologie de découverte des voies (voie des Smads initialement identifiée chez la 

drosophile en 199585 alors que l’apparition de la voie non canonique se fait plus tard) et à 

l’intérêt qu’elles ont suscité. En effet, la voie de signalisation canonique est à ce jour la plus 

étudiée et la plus connue lorsque l’on évoque la signalisation médiée par le TGF-, à l’inverse 

de la voie non canonique qui comprend différentes voies annexes pouvant interférer avec la 

principale. Mais des données émergentes suggèrent l’importance de ces voies de signalisation 

non canoniques dans la signalisation induite par le TGF- et dans les maladies fibrosantes86.   

iii. Voie de signalisation canonique : la voie des SMADs 

La voie des SMAD (mother against decapentaplegic homolog) est la voie principale de 

réponse cellulaire après interaction du TGF- avec son récepteur.  Cette voie de signalisation 

fait intervenir les protéines de la famille des SMAD qui se catégorisent en trois groupes : 1) Les 

SMAD associées aux récepteurs (R-SMAD) incluant SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD5 et 

SMAD8 (appelée aussi SMAD9). Chacune de ces protéines induisent une voie de signalisation 

différente. 2) SMAD4 dite SMAD co-régulatrice (Co-SMAD), une protéine effectrice 

nécessaire à la translocation nucléaire du complexe des SMADs et à la constitution du facteur 

de transcription. 3) Les SMADs antagonistes ou inhibitrices (I-SMAD), qui comprennent 

SMAD6 et SMAD7. Elles permettent de réguler négativement la voie de signalisation en 

entrainant la  dégradation des récepteurs au TGF- ou en rentrant en compétition avec les R-

SMAD84. Les SMADs sont des protéines très conservées entres les espèces et possèdent des 

homologies de séquence structurales (Figure 10). Elles détiennent le domaine MH1 (Mad 

Homology domain 1) en N-terminal, et le domaine MH2 en C-terminal, ces derniers étant 

connectés par une région fortement conservée dite région linker. Seuls les R-SMAD et les Co-

SMAD partagent le domaine MH1. Les R-SMADs et SMAD4 possèdent dans le domaine MH1 

un peptide signal de localisation nucléaire (NLS) mais également d’export nucléaire pour 

SMAD4 (NES). Ainsi, le domaine MH1 est essentiel pour l’import des R- et Co- SMAD dans 

le noyau mais permet également de fixer l’ADN sur l’exon 3. Une insertion de 30 acide aminée 

(AA) dans cet exon prive SMAD2 de cette possibilité. Concernant le domaine MH2, toutes les 
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protéines SMAD en possèdent un. Ce domaine est essentiel pour leur régulation car c’est lui 

qui est responsable de leur oligomérisation. Seuls les R-SMAD possèdent dans le domaine 

MH2 une région de deux résidus sérine répétés (appelé motif (SSXS)) ce qui leur permet 

d’interagir directement avec le TGF-RI activé. SMAD4 contient dans la région linker une 

séquence peptidique de 48 AA nommée SAD (SMAD4 Activation Domain) qui est 

indispensable pour activer l’expression des gènes cibles87 (Figure 10).   

 

Figure 10 : Schéma simplifié de la structure des protéines SMAD : Les protéines SMAD possèdent un schéma structural 

commun (hormis pour les I-SMAD), avec un domaine MH1 en position N-terminale, un domaine MH2 en position C-terminale 

et relié par une région linker. Chacun de ces domaines confère une activité particulière à la protéine. Le domaine MH1 est 

nécessaire à la fixation des SMAD à l’ADN grâce à l’exon 3, à l’import ou à l’export de la protéine, respectivement conféré 

par la présence d’un signal de localisation nucléaire (Nuclear Localization Signal ou NLS) ou d’export nucléaire (nuclear 

export signal ou NES). La région linker est essentielle à l’activité transcriptionnelle de la protéine en raison de la présence d’un 

domaine SAD (SMAD4 activation domain) que les R-SMAD ne possèdent pas. Enfin le domaine MH2 est commun à toutes 

les SMAD. Ce domaine est essentiel pour leur oligomérisation et pour l’interaction avec le récepteur membranaire activé, 

notamment grâce au motifs SSXS. Issue d’Aashaq et al., 202184  

Ainsi, la signalisation est initiée par la fixation du ligand (TGF-) par le récepteur de type 

II ce qui va induire le rapprochement du récepteur de type I, permettant l’activation du 

complexe par phosphorylation du domaine GS. Une protéine d’ancrage membranaire, SARA 

(SMAD-Anchor for Receptor Activation) peut interagir directement avec les R-SMAD ainsi que 

TGF-RI. En effet, cette protéine contient deux domaines en doigts de zinc (domaine FYVE), 

l’habilitant à s’ancrer dans la membrane cellulaire via son affinité pour le phosphatidylinositol-

3-phosphate (PI3P). Elle possède également un domaine de fixation au SMAD (SBD pour 

SMAD Binding Domain) qui lui permet de se lier préférentiellement à SMAD2/3 non 
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phosphorylé. La localisation de SARA est proche des récepteurs au TGF-. Ainsi, lors d’une 

activation de la voie de signalisation médiée par le TGF-, la phosphorylation de SMAD2/3 va 

induire la destruction du complexe SMAD2/SARA ou SMAD3/SARA. SARA constitue donc 

une source majeure de SMAD2/3 au niveau de la membrane, mobilisable rapidement lors de 

l’activation des récepteurs aux TGF-. La libération de SARA va permettre la formation de 

nouveaux complexes SARA/SMAD2 ou SARA/SMAD3.  Ainsi, le recrutement de SMAD2/3 

au niveau du TGF-RI induit sa phosphorylation au niveau du domaine SSXS puis sa 

dislocation avec SARA88.  

Une fois phosphorylées, les R-SMAD peuvent acquérir des conformations 

stœchiométriques différentes avec formation d’hétérotrimères comprenant deux R-SMAD et un 

SMAD4, mais peuvent également former des hétérodimères avec un seul R-SMAD associé à 

SMAD4. Ces différentes associations en hétérodimères ou trimères va dépendre du ligand mais 

également du facteur de transcription recruté lors de l’interaction avec l’ADN89. Ainsi, après la 

formation de cet oligomère, ce complexe va se transloquer dans le noyau et être associé à divers 

facteurs de transcription en fonction de l’expression du gène cible. Le complexe SMAD se lie 

avec une faible affinité à l’ADN grâce à une séquence consensus riche en GC nommée SBE 

(SMAD-Binding Element). Pour augmenter son affinité avec les éléments de réponse, ce 

complexe se transforme en recrutant des facteurs de transcription et des cofacteurs. Leur nature 

est dépendante du tissu mais également du type de réponse souhaitée90. Il existe un très grand 

nombre de facteurs de transcription associés à la voie des SMAD91. Le complexe SMAD peut 

également s’associer à des modificateurs de chromatine tels que les histones désacétylases 

(HDAC) ou histones acétyltransférases (HAT) afin de moduler le niveau d’expression de gènes 

cibles92 (Figure 11).  
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Figure 11 : Voies schématiques de la voie canonique du TGF- SMADs-dépendante : Le TGF-β interagit avec le récepteur 

de type II (TGF-βRII) ce qui induit le rapprochement du TGF-βRI et la phosphorylation de son domaine intracellulaire. S’en 

suit un recrutement de la protéine d’ancrage SARA et des R-SMADs. La phosphorylation de SMAD2/3 entraine l’interaction 

avec SMAD4 ce qui permet au complexe de migrer dans le noyau, et ainsi de fixer les régions consensus SBE afin de déclencher 

l’expression des gènes cibles. TEM : Transition Epithélio-Mésenchymateuse, Co-Smad : Smad co-régulatrices, R-Smad : Smad 

associées aux récepteurs, I-Smad : Smad inhibitrices ou antagonistes, FT : Facteurs de transcription, HAT : histones 

acétyltransférases, HDAC : histones désacétylases. 

 De plus, cette voie peut être est régulée à différents niveaux. Suite à leur stimulation, les 

récepteurs du TGF- vont être endocytés par invagination de la membrane plasmique de 

manière clathrine-dépendante ce qui va permettre à la cellule d’effectuer une première 

régulation membranaire avec une réduction de la densité membranaire de récepteurs à sa 

surface93. Mais, le récepteur dans l’endosome précoce peut toujours être une source d’activation 

de SMAD2/SMAD3. En effet, le récepteur est invaginé dans un endosome afin d’être dégradé 

par la cellule, mais le domaine intracellulaire du récepteur est toujours ancré dans la membrane 

de la vésicule et demeure donc une source d’activation des R-SMADs94. De plus, la I-SMAD 

SMAD7 interfère avec le recrutement de R-SMAD, stimule la déphosphorylation des 

récepteurs mais favorise également le recrutement d’une E3-ubiquitine ligase pour induire la 

dégradation du complexe SMAD2/3 et des récepteurs aux TGF-95. Aussi, la protéine à activité 

ubiquitine ligase TRIM33 (Tripartite motif-containing 33), connue  également sous le nom de 

TIF-1γ (transcription intermediary factor-1 gamma) a été décrite comme étant un régulateur 

négatif de la signalisation du TGF-1 à travers l’ubiquitination de SMAD496 (Figure 11). Plus 
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récemment, TRIM33 a également été représentée comme ayant une activité anti-fibrosante en 

déstabilisant l’interaction entre HSPB5 (protéine de choc thermique B5 ou B-crystallin) et 

SMAD4, interaction essentielle à la translocation de SMAD4 dans le noyau97,98.  

iv. Voies de signalisation non canoniques 

   En parallèle de la voie de signalisation dépendante des SMADs (voie canonique), la 

stimulation par le TGF- de son récepteur peut induire d’autres voies de signalisation annexes. 

Il existe énormément de voies non canoniques et elles suscitent un intérêt croissant, notamment 

en tant que cibles potentielles de développement de nouveaux traitements anti-fibrosants83,84,86. 

Seront abordées ici uniquement les voies non canoniques les plus étudiées et décrites dans la 

littérature ce qui n’en dresse pas une liste exhaustive (Figure 12).  

La voie des MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) est une voie impliquée dans un 

grand nombre de phénomènes cellulaires tels que l’apoptose, la différentiation cellulaire etc… 

mais apparait également dans la signalisation médiée par le TGF-. C’est une voie générale qui 

implique trois grandes familles de protéines régulatrices chez les mammifères. On retrouve les 

ERK (Extracellular signal-Regulated Kinases), les MAPK p38 et ses diverses isoformes (, , 

γ, δ), les JNK (Jun amino-terminal Kinase)99.  

Figure 12 : Voies schématiques et simplifiées de la signalisation non-canonique du TGF- : A) Voie des MAP kinases 

(MAPK) impliquant les facteurs de transcription ERK1/2, JNK et p38. Représentation de la voie NF-κB inductible par la voie 

des MAPK. B) Voie Pi3K/mTOR/Akt pouvant induire les facteurs de transcription Snail et Twist1. C) Voie JAK2/STAT3.  
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Le TGF- a été décrit comme étant capable d’activer la voie ERK/MAPK par 

phosphorylation de ShcA. Brièvement, suite à son activation, le TGF-RI phosphoryle la 

protéine adaptatrice ShcA (SchA(P)) pour former un complexe ShcA(P)/Grb2/Sos. Ce 

complexe initie alors la cascade Ras GTPase et s’en suit une activation séquentielle de RAF, 

MEK (MAP kinase/ERK kinase) et ERK1/2 kinases100. Dans un modèle murin de fibrose 

sclérodermique induite par surexpression d’ALK5, il a été décrit que le processus fibrosant est 

dépendant de SMAD1 et ERK1/2 et non de SMAD2/3101. Dans une signalisation induite par 

TGF-β1 sur des cellules épithéliales,  les auteurs ont montré que la voie Ras-MAPK induit la 

phosphorylation de la région linker de SMAD2/3 ce qui conduit à la séquestration dans le 

cytoplasme de ce complexe et à l’inhibition de la signalisation induite par le TGF-102.  

Concernant la voie JNK et p38-MAPK, le TGF- peut également rapidement activer cette voie 

de manière SMAD indépendante103,104. Le récepteur au TGF- activé interagit avec TRAF6 

(Tumor necrosis factor Receptor Associated Factor 6) qui est une E3 ubiquitine ligase. 

L’association de ce facteur avec le TGF-R induit l’auto-ubiquitinylation de TRAF6 suivie de 

son association avec TAK1 (TGF- activated kinase 1). TRAF6 va ainsi poly-ubiquitinyler 

TAK1 et donc initier la cascade de signalisation des MAPK par activation séquentielle de 

MKK4 puis JNK ou de MKK3/6 puis p38-MAPK100. Dans un contexte de fibrose pulmonaire, 

la protéine MAPK phosphatase-5 (MKP-5) est une tyrosine phosphatase qui régule 

négativement l’activation de p38-MAPK et de JNK. Les travaux de Xylourgidis et al., 

suggèrent un phénomène complexe de compensation entre voie canonique et voie non 

canonique. Le déficit en MKP-5 (qui lève la régulation négative des voies JNK et p38-MAPK) 

accompagné d’un challenge pro-fibrosant de type bléomycine ou TGF-1 chez la souris, 

protège les cellules pulmonaires de leur transformation en myofibroblastes et les souris de la 

fibrose pulmonaire. Ces auteurs émettent l’hypothèse que cette voie non canonique, impliquant 

JNK et p38-MAPK, régulerait négativement la voie de signalisation induite par le TGF-1 via 

l’activation de SMAD7 et qu’en condition de fibrose, cette voie non canonique est inhibée par 

la protéine MKP-5105. En revanche, d’autres études montrent que JNK1 est indispensable pour 

le développement de la fibrose pulmonaire106 et que son inhibition, ainsi que celle de p38-

MAPK, par un antibiotique (méthacycline) contribue à réduire la transformation 

mésenchymateuse in vitro protégeant ainsi les souris de la fibrose pulmonaire induite par 

injection de bléomycine107. Ces résultats contradictoires suggèrent une régulation complexe 

menée par les JNK et un rôle encore mal compris dans un contexte de fibrose (Figure 12A)  
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Le facteur de transcription NF-κB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated 

B cells) possède une signalisation complexe et participe à la régulation de nombreuses voies de 

signalisation. Son activation est intimement associée aux mécanismes de cancérogenèse (survie 

cellulaire, prolifération, angiogenèse, invasion/métastases)108. On le retrouve aussi impliqué 

dans les processus d’inflammation en réponse à des cytokines telles que l’IL-1 ou le TNF-, 

et il est fortement exprimé par les cellules immunitaires. Son activation est décrite dans 

beaucoup de maladies inflammatoires comme l’arthrite rhumatoïde, l’athérosclérose, la maladie 

de Crohn ou encore la rectocolite hémorragique109. NF-κB a aussi été décrit dans la pathogenèse 

de nombreuses maladies pulmonaires110 et il est maintenant connu  que la voie de signalisation 

induite par le TGF- implique NF-κB via la voie des MAPK et l’intervention de TAK1111. En 

effet, TAK1 est capable de phosphoryler le complexe IκB kinase (IKK) et l’activer, ce qui 

permet de lever l’inhibition de NF-κB. IκB est alors ubiquitinylé et dégradé par le protéasome. 

Quant à lui, NF-κB activé migre dans le noyau et active la transcription de gènes cibles (Figure 

12A). Dans un contexte de fibrose pulmonaire, NF-κB semble être impliqué dans la 

différentiation des fibroblastes humains et murins à la suite d’une stimulation par TGF- et son 

inhibition contribue à diminuer les effets de cette activation112.   

 La voie Pi3K-Akt (PhosphatidylInositol 3-Kinase/protein kinase B) est une voie très 

complexe impliquée également dans un grand nombre de voies métaboliques en rapport avec 

le cancer113 (survie cellulaire, prolifération, TEM…). Le TGF- est connu pour activer cette 

voie 114. Elle est initiée par une interaction de Pi3K avec les récepteurs du TGF-. De manière 

intéressante, la sous-unité régulatrice de Pi3K, p85 est associée de manière constitutive avec 

les récepteurs de type 2, mais inductible par le TGF-1 au niveau du récepteur de type I115. La 

stimulation par TGF- active TRAF6 qui activé, ubiquitinyle p85, active Pi3K qui à son tour 

active Akt par phosphorylation. De plus, l’activation de Akt peut se faire  par la voie mTORC2 

(mammalian Target Of Rapapmycin Complex 2), qui peut être induite par Pi3K également100 

(Figure 12B). Cette voie Akt possède de nombreuses cibles , comme des facteurs de 

transcription tels que snail et twist1, qui sont des protéines très connues pour induire la 

transformation mésenchymateuse et favoriser la migration cellulaire114. Cette voie est 

impliquée dans la fibrogenèse de nombreux tissus86 et notamment dans la fibrose pulmonaire 

induite par la bléomycine chez la rat116. L’utilisation d’un inhibiteur spécifique de la voie 

Pi3K/Akt (LY294002) contribue à protéger les animaux de la fibrose induite116.  
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 La voie des JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducers and Activators of 

Transcription) est une voie essentielle à l’homéostasie cellulaire. La perturbation de cette voie 

peut initier des processus pathologiques, par exemple cancéreux ou pro-inflammatoires 117. 

Cette voie est la cible de nombreux médicaments, les inhibiteurs de JAK (ou jakinibs) 

approuvés dans le traitement de différents cancers ou maladies inflammatoires 118. L’un des 

derniers en date est le tofacitinib qui a obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) 

en France dans le traitement de la rectocolite hémorragique. La famille du médiateur cellulaire 

JAK comprend trois membres (JAK1, JAK2 et JAK3) tous trois nécessaires pour initier la 

transduction du signal au niveau du récepteur. Les protéines STAT représentent les facteurs de 

transcription et il en existe sept isoformes (STAT1, 2, 3, 4, 5A, 5B et 6)119. Le principe de 

signalisation est le même pour toutes les isoformes. Le choix des couples JAK/STAT dépend 

de la nature du couple ligand/récepteur. Lors d’une stimulation par le TGF-1, c’est le couple 

JAK2/STAT3 qui est activé (Figure 12C). La protéine JAK induit la phosphorylation du 

récepteur et le recrutement de la protéine STAT via son domaine SH2. La protéine JAK 

phosphoryle alors et active STAT qui, suite à son homodimérisation avec une autre forme 

phosphorylée, migre dans le noyau et induit l’expression de ses gènes cibles. Beaucoup d’études 

décrivent l’importance des voies JAK/STAT dans les PID120. Parmi celles-ci, Pedroza et al., 

ont démontré que STAT3 contribue à la mise en place de la fibrose pulmonaire en induisant la 

différentiation des cellules résidentes (épithéliales et fibroblastes) en myofibroblastes. De plus, 

son inhibition protège les souris de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine121. 

 Il existe d’autres voies non-canoniques du TGF- décrites dans le processus de 

fibrogenèse. C’est le cas de la voie Rho-GTPase qui régule la dynamique du cytosquelette et la 

mobilité cellulaire. Le TGF- peut activer la petite protéine G (GTPases) RhoA (Ras homolog 

family member A) qui à son tour active ROCK (Rho-associated colied-coil containg protein 

kinases), qui est un médiateur important de cette voie. Cette voie a été décrite comme étant 

crucial dans la différentiation myofibroblastique et la production de MEC par des fibroblastes 

humains isolés à partir de peau de patients atteint de sclérodermie systémique122 (maladie 

pouvant induire également une PID).  

 

c) Les Myofibroblastes 

Les myofibroblastes sont un type de fibroblastes particuliers qui ont acquis la capacité de 

migrer et de produire du collagène. Elles apparaissent comme les cellules clé du processus de 
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cicatrisation mais sont aussi à l’origine du développement incontrôlé de la fibrose. Ces cellules 

expriment de l’-smooth muscle actin (-SMA) responsable de leur capacité de contraction 

ainsi que de leur mobilité 123. Comme nous l’avons vu Figure 7, les myofibroblastes résultent 

principalement de l’activation des fibroblastes résidents, stimulés par des médiateurs chimiques 

lors d’une blessure. Ainsi, au cours du processus de cicatrisation, les myofibroblastes 

produisent de la matrice extracellulaire au niveau de la zone lésée57. Dans un processus 

physiologique, la production de MEC est contrôlée par la balance entre les métalloprotéinases 

(MMP) et les inhibiteurs de MMP (balance MMPs/TIMPs), mais également par l’apoptose des 

myofibroblastes124. Bien que les fibroblastes constituent une source majeure de 

myofibroblastes125, de nombreux types cellulaires sont capables de se différencier en 

myofibroblastes sous l’action d’un environnement pro-fibrotique. Leur origine peut être 

épithéliale, la transformation cellulaire est alors appelée « transition épithélio-

mésenchymateuse » (TEM), mais elles peuvent également être issues de cellules dérivées de la 

moelle osseuse telles que les fibrocytes. Les péricytes peuvent aussi se différencier en 

myofibroblastes tout comme les cellules souches mésenchymateuses, plus connues sous le nom 

de mesenchymal stem cells en anglais (MSC)126. Notre équipe a également mis en évidence la 

capacité des cellules mésothéliales à se différencier en myofibroblastes127–129. De plus, de 

récentes études évoquent la capacité des cellules endothéliales à se différencier en 

myofibroblastes sous l’effet d’un stress oxydatif130 ou encore du TGF-1131. L’origine des 

myofibroblastes reste une thématique dynamique et évolutive 126.  

 

i. Fibroblastes résidents et fibrocytes 

Les fibroblastes peuvent être assimilés à une forme quiescente de myofibroblastes. En effet, 

les myofibroblastes sont perçus comme une forme de fibroblastes actifs qui peuvent exercer 
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une fonction mécanique, migratoire, via l’expression de microfilaments d’actine des muscles 

lisses (-SMA)125. Initialement, les fibroblastes présentent un réseau de filaments 

extracellulaires peu organisés avec une faible quantité de fibronectine (composant essentiel de 

la MEC). Ces cellules font partie des premières concernées dans la mise en place d’un processus 

de cicatrisation car sous l’effet d’une tension mécanique, provoquée par une blessure, elles 

expriment d’avantage d’actine cytoplasmique et développent un réseau filamentaire avec des 

sites d’adhésion focale qui leur permet d’orienter la fibronectine et leurs filaments d’actine 

cytoplasmiques. De plus, ces proto-myofibroblastes, sont capables sous l’action du TGF-1 

d’exprimer le variant ED-A fibronectine essentiel à la différentiation myofibroblastique, qui est 

caractérisée par l’expression d’-SMA au sein de la cellule132 (Figure 14). Le TGF-1 a donc 

une place essentielle dans la production des myofibroblastes 133.  

 

Figure 14 : Transition fibroblastique à myofibroblastique : Sous l’effet d’une tension mécanique (lésion tissulaire), le 

fibroblaste va initier sa différentiation myofibroblastique par un état proto-myofibroblastique. Cet état se caractérise par 

l’expression et l’organisation de filament d’actine cytoplasmique et de fibronectine extracellulaire. De plus, ces proto-

myofibroblastes expriment l’ED-A fibronectine, un variant de la fibronectine, indispensable pour la différentiation 

myofibroblastique. Enfin, sous l’effet du TGF-1, la cellule exprime de l’-smooth muscle actin (-SMA), caractéristique d’un 

myofibroblaste différencié. Issue de Tomasek et al., 2002132  

Les fibrocytes sont des cellules dérivées de la moelle osseuse, très proche des fibroblastes 

(fibroblast-like cells). Ces cellules ont été décrites pour la première fois en 1994 par Bucala et 

al., comme une nouvelle sous-population leucocytaire impliquée dans la réparation tissulaire134. 

Elles sont caractérisées par l’expression du cluster de différenciation (CD) commun à toutes les 
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cellules hématopoïétiques nucléés, à savoir CD45, et CD34 qui est un marqueur de cellules 

souches. Elles présentent également à leur surface CD14 et CD11 qui sont des marqueurs 

monocytaires. Enfin, elles produisent du collagène de type I (collagène I) de type III (collagène 

III) et de la vimentine, ce qui en font des cellules souches hématopoïétiques avec à la fois des 

caractéristiques monocytaires et fibroblastiques135. Les fibrocytes sont donc des cellules 

souches capables de produire du collagène (Figure 15A et 15B)136137. Les fibrocytes se 

différencient en myofibroblastes sous l’effet du TGF-1 par une perte de l’expression de CD45 

et de CD34 compensée par l’expression d’-SMA et de CXCR4 (ou CD184), un récepteur 

membranaire de la protéine CXCL12137,138. Dans une expérience menée sur un modèle de 

fibrose pulmonaire induite par injection de bléomycine chez la souris, Phillips et al., (2004) ont 

été une des premières équipes à démontrer l’importance de la transformation des fibrocytes 

(cellules CD45+, collagène I+, CXCR4+) dans la fibrose pulmonaire. En effet, les souris 

traitées avec un anticorps spécifiques de CXCL12 présentaient un taux très faible de fibrocytes 

dans la moelle osseuse et dans les poumons, et étaient protégées du développement de la fibrose 
139. Un niveau élevé de CXCL12 a également été retrouvé au niveau pulmonaire et sanguin chez 

des patients atteint de PID (vs patients non PID – donneurs de sang sains ou patients atteints de 

carcinome bronchique), et ce taux était corrélé au taux élevé de fibrocytes (CD45+, collagène 

I+, CXCR4+)140. Les fibrocytes représentent une source importante et non négligeable de 

myofibroblastes136,137.

 

Figure 15 : Caractérisation des fibrocytes : A) Image (par microscopie électronique) d’un fibrocyte dans le derme d’un 

patient atteint de fibrose néphrogénique systémique (fibrose de la peau). Cette image montre la capacité de production de 

collagène par les fibrocytes. D’après Herzog and Bucala (2010)135. B) Tableau comparatif d’expression des marqueurs des 

fibrocytes et les fibroblastes. Issue de Chong et al., (2019)137.  
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ii. Péricytes 

Les péricytes sont des cellules mésenchymateuses étroitement associées aux cellules 

endothéliales. Le ratio  péricytes/cellules endothéliales est d’environ de un pour huit 141.  Les 

péricytes ont été caractérisées pour la première fois en 1966 par Epling142 dans le poumon de 

bovins et de porc. Depuis, ces cellules ont été très largement étudiées et décrites comme 

impliquées dans divers maladies chroniques pulmonaires143 et notamment dans la FPI144. Du 

fait de leur association aux cellules endothéliales, il est difficile d’obtenir une caractérisation 

phénotypique claire de ces cellules. D’après plusieurs études menées ces 20 dernières années 

sur des péricytes pulmonaires humains, certains marqueurs semblent systématiquement 

exprimés145. C’est le cas de l’antigène neural/glial 2 (NG2), une protéoglycane 

transmembranaire qui joue un rôle dans l’adhésion cellulaire à la MEC. Le récepteur au PDGF 

(PDGFR) a également été identifié comme un marqueur des péricytes et est utilisé pour leur 

caractérisation dans les poumons humains de patients atteints de FPI, tout comme NG2 

d’ailleurs. D’autres marqueurs ont également été répertoriés telles que CD73 (une 

nucléotidase), CD90 (ou Thy1, connu comme étant un marqueur de fibroblaste) ou encore 

CD44 (un récepteur à l’acide hyaluronique)145.  

Tout comme les fibrocytes, ces cellules montrent des similarités avec les fibroblastes 

puisqu’elles expriment -SMA, du collagène et d’autres protéines de la MEC en conditions 

profibrosantes146. Dans une étude menée sur des souris traitées par bléomycine, Hannan et al., 

(2020) ont montré une colocalisation d’-SMA et des péricytes dans le tissu pulmonaire et que 

ces péricytes murins mis en culture exprimaient -SMA. Les péricytes (Figure 16A) ont donc 

la capacité, en conditions pro-fibrosantes, de produite de l’-SMA et du collagène. Leur 

morphologie au sein de la MEC est très proche de celle des myofibroblastes et l’existence à ce 

jour d’une transformation péricyte-myofibroblaste est acquise et implique également 

l’intervention du TGF-1144. Enfin, l’expression de PDGFR- a récemment été mis en évidence 

au sein de foyers fibroblastiques de patients atteint de FPI147 (Figure 16B), renforçant 

l’implication des fibrocytes dans la fibrogenèse. 
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Figure 16 : Caractérisation des péricytes : A) Tableau comparatif d’expression des marqueurs des péricytes et des 

fibroblastes résidents. D’après Barron et al., (2016)146. B) Immunohistochimie de PDGFR- au sein d’un foyer fibroblastique 

sur coupe de poumons d’un patient atteint de FPI. Issue Yamaguchi et al., (2020)147.  

iii. Cellules épithéliales alvéolaires 

A ce jour, la théorie la plus couramment admise concernant l’initiation du mécanisme de 

fibrogenèse est une altération répétée et chronique de l’épithélium pulmonaire57,60,148. 

L’épithélium pulmonaire comprend les cellules épithéliales alvéolaires de type I et de type II 

(type I/type II Alveolar Epithelial Cells ou AEC I/II). On peut également les retrouver sous la 

dénomination pneumocytes I et II.  Les AEC I couvrent plus de 90% de la surface alvéolaire du 

poumon, donc sont majoritaires par rapport aux AEC II, et possèdent une morphologie 

différente. Les AEC I peuvent atteindre 100µm de diamètre, mais sont assez fines, ce qui 

favorise les échanges gazeux. A l’inverse les AEC II sont des cellules larges, rondes et situées 

dans les alvéoles à proximité des cellules mésenchymateuses. Ces différences rendent les AEC 

I plus vulnérables aux lésions que les AEC II. Ces dernières peuvent dans certaines conditions 

servir de progéniteurs aux AEC I en migrant et en se multipliant afin de combler la brèche après 

une agression149. Dans des conditions profibrosantes, les cellules épithéliales peuvent se 

différencier et exprimer les marqueurs de cellules mésenchymateuses tout comme des 

fibroblastes activés150,151.  

La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) ou Epithelial-Mesenchymal Transition 

(EMT) est un processus de différentiation cellulaire qui définit la perte des caractères 

épithéliaux d’une cellule en faveur des caractères mésenchymateux. Ces changements 

phénotypiques de façon très générale sont impliqués dans 1) l’embryogenèse et le 

développement d’organes, 2) la régénération tissulaire et la fibrose d’organe et 3) la progression 

tumorale et la métastase de cellules cancéreuses151 (Figure 17).  
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Figure 17 : Représentation schématique de la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) : Il existe plusieurs inducteurs 

de la TEM telles que les facteurs de croissance (Growth Factors), la voie Wnt/-caténine, la voie des intégrines liées à la MEC 

(ECM/integrins), mais aussi l’inflammation via NF-κB. La voie du TGF- est un inducteur majeur de la TEM. Suite à cette 

induction, une reprogrammation génique complète est initiée grâce à divers facteurs de transcription qui induisent une 

dépolarisation complète des cellules épithéliales avec destruction des jonctions serrées (tight junction) et des jonctions 

d’adhérence (adherens junction). Les cellules perdent progressivement leur caractère épithélial (diminution de l’expression de 

marqueurs épithéliaux tels que l’E-cadhérine, les zonula occludens (ZO 1), les protéines du surfactant (surfactant proteins) 

etc..), en faveur de marqueurs mésenchymateux tels que la N-cadhérine, la vimentine, FSP-1 (fibrobast-specific protein-1) ou 

appelé également S100A4 qui est une protéine A4 qui fixe le calcium, l’-SMA (-smooth muscle actin) et le collagène. Ainsi, 

ces cellules épithéliales différenciées vont pouvoir envahir l’espace alvéolaire et alimenter d’avantage le pool de 

myofibroblastes. Issue Bartis et al ., (2013)152 

Il existe divers inducteurs de la TEM (inducers) mais les principaux font partie de la  

superfamille du TGF- 151,152.  En réponse à ces inducteurs, les cellules épithéliales synthétisent 

un grand nombre de facteurs de transcription tels que Snail, Slug, ZEB-1 et -2 et Twist153. Cette 

reprogrammation va entrainer la perte du caractère polaire des cellules épithéliales, une perte 

des jonctions intercellulaires du fait de la régulation négative des protéines de jonction telles 

que la zonula occludens (ZO-1) ou la E-cadhérine, et l’apparition de filaments intermédiaires 

(vimentine). La perte du caractère épithélial s’accompagne de la mise en place d’un phénotype 

mésenchymateux caractérisé par l’augmentation d’expression de N-Cadhérine et de MMP-2 et 

MMP-9, responsables de la dégradation de la lame basale, ce qui permet l’invasion cellulaire56. 

Le remodelage du cytosquelette est initié par une augmentation d’expression et une 

réorganisation de la vimentine associée à l’augmentation de l’expression d’-SMA, le 
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marqueur clé des myofibroblastes différenciés. Ces cellules mésenchymateuses  acquièrent la 

capacité de synthèse de fibronectine et de collagène, deux composants essentiels de la MEC, de 

FSP-1 (fibroblast-specific protein-1) appelé aussi S100A4, d’intégrines, de cadhérine (N et OB) 

et également de micro-ARN (miRNA) spécifiques 154.  

La TEM a très rapidement été associée au processus de fibrose, rénale initialement155 puis 

pulmonaire156. Pourtant son implication dans le développement de la fibrose est controversée152. 

En 2011, Rock et al., ont suivi le devenir des AEC II dans un modèle murin transgénique de 

fibrose pulmonaire et n’ont pas réussi à mettre en évidence de différentiation des AEC II en 

myofibroblastes157. Une étude récente a démontré que la TEM contribuait à augmenter 

indirectement la différentiation myofibroblastique via une signalisation paracrine des cellules 

épithéliales vers les fibroblastes résidents, ce qui pourrait contribuer à leur différentiation en 

myofibroblastes. Ce mécanisme impliquerait l’expression de ZEB1, qui semble surexprimée 

dans les cellules épithéliales proches de la MEC chez les patients atteint de FPI 158. A l’inverse, 

Degryse et al., montrent dans un modèle murin de fibrose pulmonaire induite par injections 

répétées de bléomycine que 50% des fibroblastes pulmonaires sont dérivés de cellules 

épithéliales 159. De même, un grand nombre de publications décrivent une transformation 

directe des cellules épithéliales en myofibroblastes, dans les processus de 

fibrogenèse152,155,160,161.  

iv. Les cellules mésothéliales 

La plèvre est une membrane qui entoure les poumons et qui est connectée au parenchyme 

pulmonaire. Elle est constituée naturellement d’un tissu fibreux et de deux couches de cellules 

mésothéliales richement vascularisées, ce qui lui confère un rôle important dans la défense 

immunitaire des poumons162. Les cellules mésothéliales sont organisées en monocouche que 

l’on appelle le mésothélium. Elles sont liées entre elles par un ensemble de jonction serrées 

telles que les cadhérines (majoritairement N-cadhérine) mais aussi par ZO-1. Ces cellules 

présentent des caractéristiques à la fois épithéliales et mésenchymateuses163. Parmi les 

marqueurs caractéristiques des cellules mésothéliales, on retrouve la protéine WT-1 (Wilm’s 

Tumor-1)164  et la calrétinine165. Le point de départ pleural du développement de la fibrose 

pulmonaire 166 suggère le rôle primordial de la plèvre, et donc du mésothélium, dans l’initiation 

de la fibrose. Dans des biopsies pulmonaire de patients souffrant d’une fibrose pleurale (en 

conséquence d’une exposition à l’amiante) on retrouve une forte expression de TGF-β1167. In 

vitro, les cellules mésothéliales ont montré leur capacité à synthétiser du collagène en réponse 
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à une stimulation TGF-β1168. De plus, il a été démontré qu’une administration de TGF-β dans 

l’espace pleural résulte d’une fibrose pleurale chez le lapin et le mouton169,169.  

Ainsi, en 2007, l’équipe du Pr. Philippe Bonniaud a mis en évidence dans un modèle de 

fibrose pulmonaire pleurale, induite par administration d’un adénovirus TGF-β1 (AdTGF-β1) 

chez le rat, que les cellules mésothéliales subissent une transition myofibroblastique et migrent 

dans les régions sous-pleurales et progressivement dans le parenchyme pulmonaire (Figure 

18)127. Ceci a été confirmé par les même auteurs en 2010 dans un modèle pleuropulmonaire 

murin induit par co-administration de bléomycine et de noir de carbone128.  Mubarak et al., ont 

confirmé les travaux de notre équipe sur des biopsies pulmonaires de patients atteints de FPI. 

Ils montrent que les cellules qui expriment de la calrétinine se retrouvent au niveau des zones 

fibreuses parenchymateuses des patients165.  

 

Figure 18 : Transformation myofibroblastique des cellules mésothéliales in vivo : Immunofluorescence de la section 

pleurale de poumons de rat 14 jours après l’administration intrapleurale d’un adénovirus vide (AdDL) (gauche) ou codant pour 

le TGF-β1 (AdTGF-β1) (droite). En vert : la cytokératine 18 marqueur du feuillet de cellules mésothéliales et en rouge, l’α-

SMA non-exprimée après administration de l’AdDL mais coexprimée par les cellules mésothéliales dans la plèvre en conditions 

fibrosantes (flèches). Issue de Decologne et al., (2007)127.  

v. Autres cellules  

Les cellules endothéliales sous l’influence du TGF-1 sont aussi capables de transformation 

en cellules mésenchymateuses, ce qui est appelé l’endoMT (endothelial to Mesenchymal 

Transition)170,171. Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) dérivées de la moelle osseuse 

sont également une source probable de myofibroblastes dans les maladies fibrosantes172. Bien 

que ces deux types cellulaires aient démontré leur capacité à se différencier en myofibroblastes, 

leur implication dans la fibrogenèse reste encore mal comprise.   
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d) Le collagène  

L’activation des myofibroblastes induit la production de matrice extracellulaire (MEC) et 

le remodelage tissulaire. Dans les tissus sains, la matrice extracellulaire interagit avec les 

cellules pour contrôler leur adhésion, leur prolifération, leur migration et leur survie. La MEC 

est décomposée essentiellement en 3 familles protéiques  : les protéines fibreuses ou 

scléroprotéines, les protéoglycanes et les glycoprotéines173. Les glycoprotéines sont des 

protéines qui sont associées à des chaines polysaccharidiques. Les constituants majoritaires de 

cette famille sont la fibronectine et la laminine, mais elle contient aussi des ténascines et de la 

vitronectine. Ces glycoprotéines sont capables d’interagir avec les protéines fibreuses et sont 

essentielles aux interactions cellules-cellules174. Les protégolycanes sont composés d’un corps 

protéique et de longues chaines de glycosaminoglycanes chargées négativement. Beaucoup de 

protéoglycanes ont été retrouvés dans le poumons telles que les fibulines, perlécanes, versicanes 

et la décorine qui sont capable de se lier au collagène175. Enfin, les protéines fibreuses 

représentent les composants majeurs de la MEC et vont constituer la structure cellulaire et 

tissulaire. Le collagène et l’élastine sont les composants majeurs de cette famille. Dans les 

poumons, presque 50% de la MEC est composée uniquement de collagène. La fibrose peut être 

considérée comme le résultat d’une série de changements de la MEC et son rôle dans le 

développement de la fibrose pulmonaire est essentiel176.  

Le terme collagène est utilisé de manière générique pour définir une protéine formée d’une 

triple hélice de trois chaines polypeptidiques 177. Une chaine  est constituée d’un 

enchainement d’acide aminé (AA) de structure (Gly-X-Y)n où Gly représente la glycine, où X 

et Y sont majoritairement des prolines plus ou moins hydroxylées et où n défini le nombre de 

répétitions de ce motif. Ces chaines  s’associent pour former une triple-hélice, grâce à des 

liaisons covalentes formées par l’action de la lysyl oxydase (LOX)173 (Figure 19). 
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Figure 19 : Assemblage des structures de collagène : L’association d’un motif d’acide aminé (AA) Gly-X-Y va se répéter n 

fois afin de constituer la chaine . Ces chaines vont ensuite s’homo- ou s’hétéro-trimériser afin de constituer la triple hélice de 

collagène. Une fibre de collagène (ou fibrille) résulte de l’assemblage de triple-hélices entre elles par l’intermédiaire de liaisons 

covalentes. Schéma modifié à partir de Liu et al., (2021)173 

Aujourd’hui, on dénombre 28 formes supramoléculaires de collagène de longueur et de 

composition différentes (allant du collagène I au collagène XXVIII). Les trois chaines  

peuvent former un homotrimère (ex : collagène II) ou un hétérotrimère (ex. collagène IX). Les 

triple-hélices de collagène sont de nature rigide mais elles peuvent être flexibles du fait d’ 

imperfections dans l’enchainement des AA Gly-X-Y et d’interruptions dans l’assemblage de 

ces motifs178. Les collagènes de types I, III et V sont majoritairement produits par les 

fibroblastes, ce qui en fait des collagènes essentiels pour la structure de la matrice interstitielle 

des organes. Le collagène de types IV lui est produit par les cellules épithéliales et 

majoritairement retrouvé dans la lame basale179. Dès les années 1980, des médecins ont identifié 

que dans le poumon, les collagènes les plus représentés sont les collagènes de type I, III, IV et 

V. Lors d’une fibrose, le collagène de type I est augmenté tout comme le type III. De manière 

intéressante, le ratio collagène I/III est altéré et évolue en fonction du type de fibrose. En début 

de fibrose, caractérisé comme une fibrose lâche malgré l’augmentation de ces deux types de 

collagène, le ratio est inchangé. En revanche, la densification du tissu avec l’évolution de la 

fibrose pulmonaire s’accompagne d’une perturbation de ce ratio, ce qui se traduit par une 

augmentation importante du collagène de type I 180. Dans une étude menée en 2012, Leeming 

et al., ont montré une augmentation de la présence de fragments de collagène dégradé par les 

MMPs dans le sérum de patients atteints de FPI. Ils ont identifié de manière significative 

l’augmentation de fragments de collagène de type I, III, V et VI181. Par la suite, l’étude clinique 

multicentrique PROFILE (prospective observation of fibrosis in the lung clinical endpoints) 

menée en 2015 par Jenkins et al., est venue confirmer ses résultats en montrant une 

augmentation de fragments des collagènes I, III et VI dans le sérum de patients atteint de FPI, 
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et que ces derniers continuaient à accroitre chez des patients avec une fibrose progressive en 

comparaison à une fibrose stable182. Plus récemment, Herrera et al., (2019) ont localisé par 

immunohistochimie et reconstruction 3D des poumons, les collagènes I, III, IV, V et VI dans 

la MEC située en plein cœur des foyers fibroblastiques de poumons de patients atteints de 

FPI183. Ainsi, tous ces collagènes représentent des cibles potentielles pour le design de 

nouvelles thérapies ou pour l’amélioration du diagnostic de la maladie. Désogère et al., ont 

développé en 2017 une sonde radioactive, 68Ga-CBP8, ciblant le collagène de type I pour sa 

mise en évidence par PET-scan (Positron Emission Tomography-scanner), méthode non-

invasive d’imagerie d’évolution de fibrose pulmonaire chez l’Homme184. Plus récemment, le 

collagène VI a aussi été décrit comme un biomarqueur potentiel de la fibrose pulmonaire chez 

l’Homme185. 
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CHAPITRE II : La place des macrophages dans la 
FPI 

 

Nous venons de voir qu’un grand nombre de cellules pulmonaires sont capables de se 

différencier en myofibroblastes. Cette transition myofibroblastique est un processus hautement 

régulé par l’environnement immunitaire du tissu pulmonaire. Neutrophiles, éosinophiles, ILC2 

et macrophages sont capables de moduler cette transformation phénotypique des cellules 

pulmonaires, et ces effets passent par la production de cytokines et de médiateurs pro-

fibrosants. Les macrophages sont les principales cellules immunitaires impliquées dans ces 

transformations cellulaires pathologiques, notamment du fait de leur capacité à synthétiser le 

médiateur pro-fibrosant principal, le TGF-β1 (Figure 20). Dans ce chapitre, nous nous sommes 

concentrés sur la description des monocytes/macrophages pulmonaires et leurs fonctions, pour 

mieux comprendre leurs rôles dans le développement de la fibrose pulmonaire.  

 

Figure 20 : La transformation myofibroblastique est modulée par les cellules immunitaires : Les cellules épithéliales 

alvéolaires, les fibroblastes, les fibrocytes et les péricytes sont à l’origine de l’apparition des myofibroblastes. Ces 

transformations sont étroitement liées aux effets des cytokines libérées par les cellules du système immunitaire. Les 

macrophages représentent une source importante de cytokines et de médiateurs pro-fibrosants, dont le TGF-β1. Les flèches en 

pointillées représentent une inhibition de la transition myofibroblastique à l’inverse des flèches pleines, qui représentent les 

voies d’activation directes/ou indirectes. 
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 Monocytes 

Les monocytes sont des leucocytes de la famille des phagocytes mononuclés.  Ce sont des 

cellules circulantes qui se localisent principalement dans le sang, la moelle osseuse et peuvent 

être mises en réserve dans la rate. En cas d’infection, ces cellules circulantes migrent dans 

l’organe concerné et se différencient en cellules phagocytaires opérationnelles que sont les 

macrophages et les cellules dendritiques. Les monocytes sont des cellules hématopoïétiques 

issues de la lignée myéloïde ; elles expriment à leur surface CD45 et CD11b. Les monocytes 

dérivent de cellules myéloïdes progénitrices qui acquièrent, sous l’influence d’un remaniement 

génétique, le récepteur CD115, plus connu sous le nom de M-CSFR (Macrophage Colony-

Stimulating Factor Receptor) ou CSFR1 (Colony-Stimulating Factor 1). C’est un récepteur clé 

pour le développement des monocytes, puisqu’il permet l’action du M-CSF, facteur de 

croissance indispensable au développement et à la prolifération des monocytes186.  

 

Figure 21 : Les sous-types majoritaires de monocytes : A) Exemple d’analyse cytométrique des sous-types de monocytes 

issus de PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) humains, basée sur l’expression de CD14 et de CD16. Issue de Lee et 

al., (2017)187. B) Liste non exhaustive des caractéristiques phénotypiques, et sécrétoires et proportions des 3 grandes sous-

catégories de monocytes188,189.  

De manière générale, les monocytes se scindent en trois sous-populations (Figure 21) de 

monocytes dit classiques, intermédiaires et non-classiques190. Ces sous-populations se 

différencient par leur profil phénotypique et sécrétoire mais peuvent également être discriminés 
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par leur profil transcriptomique191. Les monocytes classiques humains sont définis par une forte 

expression de CD14 à leur surface et l’absence de CD16 (CD14high/CD16-). Cette sous-

population est définie chez la souris par un profil Gr1+, Ly6Chigh et Cx3CR1low186. Les 

monocytes classiques sont rapidement recrutés sur le lieu de l’infection, du fait de l’expression 

membranaire d’un grand nombre de récepteurs aux chimiokines comme CCR1, CCR2, CCR5, 

CXCR1 et CXCR2 192. Une fois activé, ces monocytes sont capables de sécréter des cytokines 

pro-inflammatoires telles qu’IL-6, IL-8, CCL2, CCL3 et CCL5. Les monocytes intermédiaires 

quant à eux se définissent par l’expression membranaire de CD14 et de CD16 (CD14+/CD16+) 

et semblent avoir une capacité de présentation d’antigène plus importante que les autres sous-

types de monocytes187. Ils se distinguent des monocytes classiques par une expression plus forte 

de CCR5. Leur rôle est encore peu connu mais ces cellules ont la capacité de sécréter à la fois 

des médiateurs pro- et anti-inflammatoires telles que TNF-, IL-1, IL-6, CCL3 et IL-10193. 

Enfin, les monocytes non classiques sont définis par une expression faible ou intermédiaire de 

CD14 et une expression forte de CD16 (CD14low/CD16+). A l’inverse des monocytes 

classiques, ces monocytes sont étroitement associés au processus de cicatrisation et de 

réparation tissulaire. En effet, ils sécrètent moins de cytokines pro-inflammatoires que les 

monocytes classiques et favorisent le recrutement et l’activation des neutrophiles. A ce jour, la 

relation entre ces différents sous-types de monocytes n’est pas claire. On ne sait pas si un 

monocyte classique devient intermédiaire puis non-classique ou si ces sous-populations à part 

sont indépendantes 190.  

Le rôle des monocytes dans le développement de la FPI est associé à leur capacité à se 

différencier en macrophages, qui sont des acteurs majeurs du processus de fibrose190,194,195.  

 Les Macrophages 

Les macrophages sont des cellules immunitaires appartenant à la lignée myéloïde. Ce sont 

des cellules phagocytaires présentes dans de nombreux organes. On distingue les macrophages 

résidents d’un tissu TRM (Tissue-Resident Macrophages) de ceux qui dérivent de monocytes 

MoM (Monocytes-Derived Macrophages) appelés aussi RM-DM (Recruited Monocytes-

Derived Macrophages) (Figure 22). Les TRM ont une vie très longue (mois-années) et sont 

capables d’auto-renouvèlement ce qui participe au maintien du pool homéostasique de 

macrophages dans chaque organe. Ce pool est en grande partie constitué lors de la vie fœtale et 

dérive de cellules souches hématopoïétiques (CSH) issues du sac vitellin et du foie fœtal186.  A 

l’inverse, les MoM apparaissent suite à une lésion, une infection. Ils ont une vie plutôt courte, 
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au contraire des TRM, et dérivent uniquement des monocytes186,195. Dans certains organes 

comme l’intestin par exemple, les MoM peuvent contribuer à maintenir le pool de TRM196.  

Figure 22 : Macrophages résidents (TRM) et dérivant de monocytes (MoM) : Les TRM, issus du développement fœtal, 

vont assurer la clairance des corps apoptotiques, de protéines, de phospholipides et de toxines qui pourraient perturber 

l’homéostasie tissulaire (à gauche). Ces macrophages sont aussi capables d’interagir avec les cellules environnantes et ainsi 

jouer le rôle de senseur environnemental pour les autres cellules. Le pool de TRM est essentiellement constitué lors du 

développement fœtal et se maintient par auto-renouvèlement. Lors d’une blessure ou d’une infection (au milieu), les monocytes 

circulants migrent sur le lieu de l’infection et se différencient en macrophages (MoM). Ces macrophages issus de la moelle 

osseuse assurent la défense de l’hôte et induisent une réponse inflammatoire plus robuste. La résolution de l’inflammation (à 

droite) se manifeste par l’apoptose des TRM et des MoM impliqués dans la réaction inflammatoire. Les TRM vont de nouveau 

coloniser le tissu par auto-renouvèlement. Dans certaines conditions et localisations, les MoM peuvent acquérir une capacité 

d’auto-renouvèlement avec un phénotype très proche de celui des TRM. Issue de Watanabe et al., (2019)195 

Le poumon est un organe constamment agressé par l’environnement extérieur. Avec 80% 

de macrophages parmi les cellules immunitaires dans les poumons, ceux-ci apparaissent comme 

les premiers acteurs de la défense de l’hôte contre les pathogènes extérieurs et sont donc 

essentiels au maintien de l’homéostasie de cet organe197. Au sein du poumon, on retrouve 

principalement deux types de macrophages. Cette dichotomie fait référence à leur localisation 

tissulaire avec des macrophages alvéolaires (Alveolar Macrophages ou AMs), et les 

macrophages interstitiaux (Interstitial Macrophages ou IMs) 198. Il est important de noter que 

cette classification fait référence uniquement aux macrophages pulmonaires alors que celle 

énoncée plus haut est valable pour l’ensemble des macrophages d’un organisme. Ceci rajoute 
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une complexité dans l’ontogénie et la compréhension de la fonction des macrophages 

pulmonaires. (Figure 23).  

 

Figure 23 : Ontogénie et localisation schématique des macrophages pulmonaires : L’interstitium (en gris) borde l’espace 

alvéolaire (en blanc). Les macrophages alvéolaires (AMs, en bleu) résident dans les alvéoles pulmonaires à l’inverse des 

macrophages interstitiaux (IMs, en vert) qui se trouvent dans l’interstitium pulmonaire. Les AMs sont principalement des 

macrophages résidents (TRM) au contraire des IMs qui semblent être majoritairement dérivés de monocytes circulants (RM-

DM ou MoM). 

 

a) Les Macrophages Alvéolaires (AMs) 

Les macrophages alvéolaires sont les premières cellules du poumon exposées aux 

contaminants extérieurs. Aujourd’hui, il est largement admis que les AMs sont des cellules 

résidentes du poumon et qu’elles le colonisent lors du développement fœtal et de la première 

semaine de vie199. Les AMs sont donc, en conditions physiologiques, des TRM (ou TR-AMs 

pour Tissue Resident-Alveolar Macrophages), ils acquièrent une capacité de renouvèlement 

importante ce qui leur confèrent une longue durée de vie.  Ces cellules permettent d’assurer 

l’homéostasie pulmonaire et la protection de l’hôte contre des pathogènes195.  Les AMs peuvent 

aussi être issus des monocytes (RM-DM ou Mo-AMs pour Monocyte-derived Alveolar 

Macrophages), au cours de la vie, lors d’un phénomène inflammatoire et être ainsi à l’origine 

de pathologies telle que la fibrose pulmonaire194. Les AMs sont également une population de 

macrophages qui a strictement besoins de GM-CSF lors de son développement200, à l’inverse 
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du développement des macrophages par les monocytes qui est dépendant du M-CSF. En 

revanche, les AMs matures ont besoins de M-CSF pour leur survie201. En condition de lésion 

pulmonaire aiguë, modélisée sur des souris par des infections bactériennes (LPS) ou virales 

(herpes virus), le pool de TR-AMs est remplacé par des RM-DM qui acquièrent une capacité 

d’auto-renouvèlement202,203. Ce même phénomène a été observé sur un modèle de fibrose 

induite à la bléomycine194,204.  

En condition physiologique, les TR-AMs expriment un grand nombre de marqueurs 

macrophagiques communs comme MerTK (Myeloid-epithelial-reproductive Tyrosine Kinase), 

CD64, CD68 et F4/80201. En revanche, les caractéristiques phénotypiques qui différencient les 

TR-AMs des autres macrophages sont une absence d’expression de CD11b et de Cx3CR1 et la 

présence de CD11c et de Siglec-F à leur surface199,201. Cette différence pourrait être expliquée 

par le développement des AMs de manière GM-CSF dépendante199, à l’inverse de la grande 

majorité des macrophages qui sont issus d’une maturation M-CSF. Les AMs se caractérisent 

également par une forte expression de CD206 et de CD169197 ainsi que de CD163 et MARCO 

(Récepteurs des macrophages avec une structure collagène)201. Concernant les RM-DM, elles 

possèdent un phénotype différent des TR-AMs. Elles sont caractérisées par Misharin et al, en 

2017 dans le tissu pulmonaire de souris traitées par bléomycine. Ces macrophages alvéolaires 

expriment plus faiblement Siglec-F, en comparaison au TR-AMs, et fortement CD11b, CD11c, 

CD64 et CD14204 194. Mould et al., (2017) confirment dans un autre modèle induisant le 

recrutement de RM-DM (modèle infectieux par injection de LPS) que ces macrophages perdent 

l’expression de CD11c aux dépens de CD11b202. De plus ces deux études montrent également 

une différence transcriptomique entre les TR-AMs et les RM-DMs ce qui suggère une fonction 

différente194,202. En effet Mould et al., montrent que les RM-DMs produisent plus d’IL-6, d’IL-

1β, d’IL-12, d’IL-10, de TNF-α et de kératinocytes en réponse au LPS202 que les TR-AMs. 
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Figure 24 : Principaux marqueurs des macrophages alvéolaires : Analyse tSNE (t-distributed Stochastic Neighbor 

Embedding) non-supervisée bi-dimensionnelle de cellules myéloïdes de poumon de souris. Population 1 = macrophages 

alvéolaires. Les autres populations représentent les sous-population de monocytes (Mo) ou d’autres macrophages pulmonaires 

(Mac). Nous pouvons observer que les AMs expriment fortement CD64, Siglec-F et CD11c avec une absence totale de CD11b. 

De plus, les AMs représentent la population majoritaire des cellules myéloïdes qui expriment CD206. Issue de Loyher et al., 

(2018)205. 

b) Les Macrophages Interstitiaux (IMs) 

Cette population de macrophages est la moins étudiée et documentée du fait de la 

difficulté de les identifier précisément. En effet, les IMs se situent entre l’épithélium pulmonaire 

et les capillaires, et leur isolement nécessite une digestion du tissu pulmonaire, qui 

s’accompagne d’une contamination par un grand nombre de macrophages alvéolaires présents 

dans les LBA206,207. En 1988, Dethloff & Lehnert semblent être les premiers à avoir isolé des 

« macrophages interstitiaux pulmonaires » de rat, par l’intermédiaire d’une technique d’affinité 

basée sur des récepteurs Fc gamma couplée avec une analyse en cytométrie en flux. Ils 

caractérisent ces cellules isolées comme étant différentes des monocytes sanguins et des 

macrophages alvéolaires mais se rapprochant plus des monocytes suggérant ainsi que les IMs 

pourraient être une population de précurseurs des AMs208. En 2016, Tan & Krasnow ont décrit 

une origine « primitive », apparaissant dès E10.5 (jour embryonnaire) lors du développement 

embryonnaire de souris, et « définitive » dérivant elle de la moelle osseuse qui infiltre 

rapidement l’interstitium après la naissance et qui sera maintenue par les progéniteurs 

circulants207. En 2017, Gibbings et al., montrent que les IMs ont un niveau d’auto-

renouvèlement faible et lent puisque chez la souris, le pool est reconstitué à partir des cellules 

dérivées de la moelle osseuse, 5 semaines après l’irradiation des poumons209.  Néanmoins, 

l’ontogénie des IMs reste encore mal comprise et il n’existe pas un consensus clair sur le 

phénotype et l’existence même d’une population de macrophages interstitiaux. Dans une revue 

écrite par Liegeois et al., (2018), les auteurs rapportent deux études qui suggèrent une autre 
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nomenclature pour ces macrophages, appelés alors macrophages exsudatifs et qu’ils décrivent 

comme étant des macrophages non-alvéolaires CD11b+. En effet, cette population de 

macrophages situés dans l’interstitium pulmonaire exprime Ly6C, CD11b et présentent une 

dépendance partielle à CCR2 (récepteur de CCL-2, chémokine indispensable pour la chimio-

attraction des monocytes sur le lieu de l’inflammation). Ceci suggère qu’il s’agit d’une 

population inflammatoire, infiltrante issus des monocytes210. Néanmoins, il existe de plus en 

plus de marqueurs discriminant ces différentes populations. A nouveau, les travaux de Gibbings 

et al., en 2017 ont largement contribué à cette amélioration. Dans cette étude qui consiste à 

étudier les macrophages interstitiaux chez des souris C57Bl/6 saines, ces auteurs évaluent à 

environ 10% le niveau d’IMs dans le poumon (contre 75% pour les AMs). Ils observent une 

forme/granulosité différente entre monocyte/IMs/AMs (Figure 25A) et décrivent que ces trois 

types cellulaires expriment CD64 (marqueur fort des monocytes/macrophages). Les AMs sont 

donc définis comme de grosses cellules granuleuses (SSChigh pour Side Scatter). Les IMs sont 

des cellules plus petites mais toujours plus granuleuses et plus grosses que les monocytes. Suite 

à cette analyse cytométrique, les auteurs ont défini trois sous-groupes d’IMs (IM1, IM2 et IM3) 

qui se différencient principalement par des différences d’expression de CD206, CMH-II et 

CD11c (table 2). Les IM3 se démarquent des deux autres populations par la co-expression de 

CD11b, CD11c et de CD206 à leur surface. Enfin, les IM1 expriment faiblement le CMH-II à 

l’inverse des IM2 et IM3209. De manière générale, les IMs possèdent les marqueurs classiques 

des macrophages (MerTk, CD64, CD68, F4/80). Dans la figure 25B, nous pouvons observer 

sur une coupe de poumon de souris la différence de compartimentation des IMs et des AMs209. 

Pour rappel, Cx3CR1 est un récepteur présent sur les monocytes et qui est exprimé par les IMs 

mais non par les AMs.  

 
Figure 25 : Différences de morphologie et de localisation entre les AMs et les IMs : A) Analyste cytométrique de la 

forme/granulosité (SSC) des macrophages pulmonaires (monocytes, IMs et AMs) en fonction de l’expression de CD64. B) 

Localisation des IMs et des AMs observée par immunofluorescence sur une coupe de poumon de souris saine. MerTK (rouge) 

marque l’ensemble des macrophages et Cx3CR1 (vert) uniquement les IMs et/ou monocytes. Nous pouvons observer une 

localisation préférentielle des IMs au niveau de la plèvre. Issue de Gibbings et al., (2017)209 
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Parallèlement à cette étude, Schyns et al., décrivent deux sous-type d’IMs dans le poumon 

qui se distinguent principalement par leur niveau d’expression de CD206. Les auteurs montrent 

d’un point de vue transcriptomique, que la population d’IMs positive pour CD206 (CD206+ 

IM) est très proche des IM1/IM2. A l’inverse, les IMs qui n’expriment pas CD206 (CD206- 

IM) s’apparentent d’avantage aux IM3. De plus, ils relèvent que les CD206- IM expriment plus 

de Cx3CR1 et de CMH-II que les CD206+ IM. En revanche, ils confirment de précédentes 

études en montrant que les CD206+ IM expriment de l’IL-10 et montrent une capacité d’auto-

renouvèlement à l’inverse des CD206- IM. Leur travail a pu confirmer leur hypothèse selon 

laquelle les IM adultes sont progressivement et lentement remplacés par les monocytes 

circulants211. Cette hypothèse vient asseoir les résultats de Gibbings et al., qui montraient que 

d’un point de vue transcriptomique, les IM et les monocytes sont proches (Figure 26A). De 

plus, les IMs semblent exprimer d’avantage des marqueurs pro-inflammatoires que les AMs 

(Figure 26B)209. Néanmoins, ces résultats sont issus d’analyses transcriptomiques et non 

phénotypiques. Le fait qu’un gène ne soit pas détecté comme actif par cette analyse ne signifie 

pas que la cellule ne l’exprime pas à sa surface. C’est le cas du CD163 pour les AMs non 

détectés en transcriptomique alors que ce marqueur est connu pour être exprimé par les AMs201. 

 

Figure 26 : Analyse transcriptomique des AMs et IMs : A) Heat-map représentative de l’activité des gènes marqueurs 

monocytaires des cellules AM, IM1, IM2 et IM3. Les IMs expriment davantage de gènes communs aux monocytes que les 

AMs. B) Heat-map représentative de l’activité des gènes pro-inflammatoires des cellules AM, IM1, IM2 et IM3. Les IMs 

expriment plus de marqueurs pro-inflammatoires que les AMs. Issue de Gibbings et al., (2017) 
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Ainsi, nous pouvons voir que la caractérisation des IMs est encore très controversée. Les 

nomenclatures des IMs dépendent des auteurs sans qu’un consensus semble vouloir émerger. 

Les IMs sont-ils une population distincte des RM-DM avec une fonction totalement différente ? 

Ou bien ne sont-elles que des vestiges de l’infiltration monocytaire ? Est-ce une population de 

réserve située dans l’interstitium afin d’infiltrer plus rapidement l’espace alvéolaire lors d’un 

challenge ? En d’autres termes, les IMs ne sont-elles pas seulement une population de transition 

entre les monocytes et les AMs ?  

 

  TR-AMs RM-DM IM1 IM2 IM3 

CD45 + + + + + 
MerTK + + + + + 
F4/80 + + + + + 
CD64 + + + + + 
CD68 + + ND ND ND 

Cx3CR1 - +/- high high high 

Siglec-F + low - - - 
CD11b - + + + + 
CD11c + +/- - - + 
CD206 high ND + + - 
CD169 high ND + + - 
CD163 high ND ND ND ND 

CD14 - + + + + 
CMH-II +/- ND - + + 
Lyve1 - ND + +/- - 

Tableau 1 : Marqueurs de surface des macrophages alvéolaires (AMs) et interstitiaux (IMs) chez la souris : TR-AMs 

(Tissue Resident-Alveolar Macrophages), RM-DM (Recruited Monocytes-Derived Macrophages). Low : expression faible, 

high, expression forte, +/- : expression intermédiaire ou faible, ND : non défini 

c) Le paradigme M1-M2 

Les macrophages sont des cellules dynamiques qui connaissent une grande plasticité et 

adaptabilité à leur environnement cellulaire, et comme pour les lymphocytes T helper (Th), une 

classification a été établie en fonction de leur profil transcriptomique, sécrétoire et 

phénotypique.  L’immunité de type I est une réponse protective qui va impliquer principalement 

les Th1 avec leur capacité à sécréter de l’IFN-γ. A l’inverse, l’immunité de type II est plutôt 

associée à la résolution de l’inflammation faisant intervenir les Th2 qui sécrètent de l’IL-4, IL-

10 et IL-13 212. Tout comme les lymphocytes Th, dans un environnement inflammatoire, les 

macrophages s’activent et acquièrent un phénotype et une fonction pro-inflammatoire. On dit 

qu’ils suivent une activation classique de type I (M1). A l’inverse, en réponse à un 
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environnement suppressif, les macrophages acquièrent ainsi un phénotype et une fonction 

plutôt anti-inflammatoire (résolutif de l’inflammation). On dit qu’ils suivent une activation 

alternative de type II (M2)213. Les M1 produisent d’avantage d’oxyde nitrique (NO) après une 

stimulation au lipopolysaccharide (LPS) que les M2, qui eux, vont plutôt augmenter le 

métabolisme de l’arginine214. En revanche, il faut voir cette polarisation comme un continium 

ou M1/M2 correspondent aux deux extrémités. En effet, depuis cette classification M1/M2, le 

spectre s’est élargi et d’autres sous-catégories sont apparues. A ce jour, on dénombre les M1, 

M2a, M2b, M2c et M2d qui se définissent en fonction de leur signal d’activation, de leur 

phénotype réceptoriel et sécrétoire et donc, de leurs fonctions biologiques (Figure 27)215.  
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L’IFN-γ représente la cytokine majeure d’activation des M1. Elle induit une signalisation 

JAK1/JAK2 (Janus Kinase), STAT1/STAT2 (Signal Transducers and Activators of 

Transcription) qui implique des facteurs de transcription de la famille des IRFs (Interferon 

Regulatory Factors). De plus, les macrophages expriment à leur surface des récepteurs de 

reconnaissance de motifs moléculaires (PRR pour Pattern Recognition Receptor) de la famille 

des TLR (Toll Like Receptor) comme TLR4 et TLR2. Ces récepteurs sont capables de 

reconnaitre des motifs bactériens tel que le LPS ou des lipopeptides bactériens216 qui 

déclenchent une signalisation complexe, médiée par MyD88, capable de solliciter beaucoup de 

facteurs de transcription tels que NF-κB, IRFs, STAT5 et AP-1 (Activator Protein-1)  et ainsi 

induire une sécrétion importante de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-, l’IL-1, 

l’IL-6 et une balance IL-12/IL-10 largement en faveur de l’IL-12. Les M1 expriment également 

des chimiokines (CCL2, CXCL9 et CXCL10) ainsi que des molécules présentatrices d’antigène 

comme des CMH et les récepteurs de co-stimulation CD80/86217,218. De plus, le GM-CSF est 

également connu pour être un activateur des M1. Cette cytokine est sécrétée par de nombreuses 

cellules, dont les macrophages eux-mêmes, et va induire une signalisation proche de celle de 

l’IFN-γ et du LPS. En effet, le point commun dans l’ensemble de ces stimuli est l’implication 

de facteurs appartenant à la famille des IRFs, famille qui régule de manière générale la 

transcription des interférons. De plus, le GM-CSF et le LPS impliquent tous les deux une 

signalisation NF-κB218. 

La signalisation des macrophages de type II dépend de leur sous-type et donc de 

l’environnement d’activation215. Elle a pour conséquence de réduire la phagocytose et l’activité 

pro-inflammatoire en général des macrophages. D’une manière globale, le M-CSF est un 

facteur complètement opposé au GM-CSF et exerce des effets plutôt anti-inflammatoires219. 

L’activation alternative (M2a) est induite par une stimulation IL-4 et/ou IL-13 qui sont des 

cytokines majoritairement produites par les cellules liées à l’immunité de type II, c’est-à-dire, 

les Th2, les éosinophiles, basophiles et également par les macrophages eux-mêmes. Cette 

signalisation va impliquer les protéines adaptatrices JAK1/JAK3 et une signalisation STAT6218. 

Les M2a produisent un haut niveau d’IL-10 et de TGF- ainsi que du CCL-17, CCL-18 et CCL-

22220. Ils se définissent également par l’expression de CD163215, un récepteur « éboueur » 

(Scavenger en anglais), mais également par des récepteurs à la lectine MRC1 (Mannose 

Receptor C-type 1) plus connus sous le nom de CD206. On retrouve également à leur surface 

une autre lectine de type C, CD209 (ou DC-SIGN pour Dendritic Cell-Specific Intercellular 

adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin)220,221. 
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Les M2b sont une autre sous-catégorie de macrophages inductibles par des complexes 

immuns (Immune Complexe ou IC) ainsi que divers agonistes des TLRs213. En effet ces 

macrophages possèdent à leur surface des récepteurs Fc, notamment de type gamma (FcRγ), 

capables de détecter des IC impliquant des Immunoglobuline G (IgG), et d’établir ainsi une 

liaison avec les lymphocytes B. Une signalisation spécifique des FcRγ va être déclenchée avec 

l’implication des protéines kinases Syk et Pi3K. De plus, on peut également retrouver une 

signalisation liée à celle des TLRs et MyD88222. La particularité de ces macrophages régulateurs 

est leur capacité à sécréter à la fois des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-) et 

anti-inflammatoires (IL-10). Leur balance IL-12/IL-10 est inversée de celle des M1, donc en 

faveur de l’IL-10. Les M2b sont les seuls macrophages qui sécrètent de façon importante CCL-

1. A leur surface, ils expriment le CD86, faiblement le récepteur à l’IL-12 (IL-12R) et fortement 

le récepteur à l’IL-10 (IL-10R)223.  

Les macrophages « désactivés » (Deactivated Macrophages) ou M2c sont activés par l’IL-

10 via son récepteur IL-10R et les glucocorticoïdes via leurs récepteurs (GR pour 

Glucocorticoid Receptor). L’activation de ces récepteurs GR induit une réponse anti-

inflammatoire associée à la libération d’une très grande quantité d’IL-10 et de la cytokine pro-

fibrosante TGF-224. Les M2c se définissent phénotypiquement par l’expression de CD206 et 

de CD163. L’IL-10 peut induire sur les M2c l’expression d’autres récepteurs à la lectine C 

comme CD209 et dectine-1. L’IL-10 va surtout induire la sécrétion des chimio-attractants 

CXCL-4 et CXCL-13, l’expression membranaire de TLR1 et TLR8 mais également un 

récepteur avec une structure collagène, MARCO, qui est un récepteur éboueur218.  

Les M2d forment une population récemment découverte de macrophages associés 

exclusivement aux tumeurs (Tumor Associated Macrophages ou TAMs). Ils sont activés par 

stimulation de récepteurs TLR et A2 à l’adénosine (A2R). Les M2d sécrètent de grandes 

quantités d’IL-10, de TGF- et de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et plus 

modérément de l’IL-12. Les M2d sont essentiellement associés à l’angiogenèse et à la 

production de métastases tumorales218 c’est pourquoi je ne développerai pas leur 

fonctionnement (Tableau 2). 



68 

 

Tableau 2 : Propriétés d’activation, de sécrétion et phénotypiques de chaque sous-groupe de macrophages : GR : 

Glucocorticoid Receptor, IC : Immune Complexe 

Cette classification communément admise aujourd’hui tend davantage à la controverse. En 

effet, elle a été établie sur la base d’expérimentations in vitro et il s’avère in vivo que ces 

caractéristiques peuvent différer. Dans un tissu il n’existe pas qu’un seul environnement. 

L’évolution phénotypique des macrophages est dynamique, et il est probable qu’il existe plus 

que 5 sous-types de macrophages.  

d) Rôle des macrophages dans le développement de la fibrose pulmonaire 

Dans un contexte de fibrose pulmonaire idiopathique, la cause des lésions est inconnue et 

imprévisible. De manière simplifiée, lors de la phase inflammatoire (apparentée à des 

phénomènes de lésions pulmonaires aiguës ou ALI (Acute Lung Injury)), les macrophages ont 

un profil plutôt M1 et expriment un grand nombre de cytokines pro-inflammatoires. Lors de la 

résolution, donc du développement de fibrose chronique, on retrouve plutôt des macrophages 

de types M2 avec la sécrétion de médiateurs anti-inflammatoires225. La FPI est une maladie 

chronique qui résulte de la persistance d’un phénomène anti-inflammatoire c’est pourquoi le 

phénotype M2 est impliqué dans le processus de fibrogenèse plutôt que M1226 (Figure 28). 
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Figure 28 : Fibrogenèse et polarisation des macrophages : Des macrophages immatures, pouvant être apparentés à des 

monocytes infiltrants et décrits dans la littérature comme des M0 vont se transformer en phénotype M1 ou M2 selon 

l’environnement (inducteurs M1 : IFN-γ, TLR4 et inducteurs M2 : IL-4, IL-10, IL13 par exemple). Lors d’une lésion, les 

macrophages présentent principalement le phénotype M1 à l’inverse de la phase chronique de fibrose ou ils présentent 

principalement un phénotype M2. Il peut exister des phénomènes de « switch » entre ces différentes polarisations. Issue de 

Laskin et al., (2019)225. 

La fibrose pulmonaire résulte d’une destruction de l’épithélium caractérisée par 

l’accumulation de débris cellulaires, de cellules apoptotiques et de pathogènes infectieux qui 

déclenchent un phénomène inflammatoire localisé. Cette destruction engendre une 

perméabilisation et donc une infiltration cellulaire importante. Il a très rapidement été montré 

que l’infiltration des monocytes au sein du poumon est un phénomène essentiel pour le 

développement de la fibrose pulmonaire227. L’utilisation de souris KO pour CCR2 (CCR2-/-) a 

permis de mettre en évidence cet aspect. En effet, ces souris sont dépourvues de monocytes ou 

présentes une monocytopénie, ce qui rend impossible le recrutement de MoM (RM-DM) dans 

le poumon. Les auteurs ont montré que les souris CCR2-/- sont protégées de la fibrose 

pulmonaire induite par administration de bléomycine et de FITC, ce qui démontre bien 

l’importance des monocytes et des RM-DMs dans le développement de la fibrose pulmonaire.  

De plus, les RM-DM infiltrent le poumon et sont capables d’auto-renouvèlement via une 

signalisation autocrine M-CSF/M-CSFR. Elles vont former des niches de macrophages pro-

fibrosants, riches en M-CSF, et qui sont essentielles pour l’activation des fibroblastes228. 

Les macrophages alvéolaires résidants possèdent un plus haut niveau de marqueur M2 que 

les monocytes infiltrants194,229. De plus, les patients atteints de FPI présentent un taux bien 

supérieur de CCL-18 (connue également sous le nom de MIP-4 pour Macrophage Inflammatory 

Protein-4) dans les LBA que des contrôles sains, et les auteurs ont mis en évidence que les AMs 
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issus de ces patients expriment de manière spontanée cette chimiokine230. La production de 

cette chimiokine est dépendante d’une immunité de type 2 et est connue pour être produite par 

les M2231. De manière intéressante,  la concentration de CCL-18 dans les LBA de patients est 

inversement corrélée avec la mesure de leur fonction pulmonaire (DLCO)230.  

Comme nous l’avons vu précédemment, le TGF-β1 est un médiateur clé dans le processus de 

fibrogenèse61,62. Les macrophages alvéolaires ont très tôt été identifiés comme des cellules 

productrices de TGF-β dans un contexte de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine mais 

également dans des explants de poumons de patients FPI232,233. La SAP (Serum Amyloid P) est 

une protéine membre de la famille des pentraxines et est connue pour inhiber la fibrose 

pulmonaire induite par la bléomycine234. Cette protéine se fixe sur les FcRγ qui affecte 

l’activation et la différentiation des macrophages et notamment la polarisation de type 2. Ainsi, 

Murray et al., (2011) grâce à l’utilisation de cette protéine dans un modèle de fibrose 

pulmonaire induite par la bléomycine, ont montré que les M2 sont essentiels au développement 

de la fibrose pulmonaire de par leur sécrétion massive de TGF-β1235.  

 

L’IL-4 et l’IL-13 activent et accélèrent la polarisation des macrophages de type 2, essentielle 

pour la résolution de l’inflammation et la fibrogenèse236,237. Ces deux cytokines sont impliquées 

dans l’immunité de type II et favorisent la polarisation des macrophages en M2. L’Il-10 est 

également une cytokine anti-inflammatoire essentielle au développement de la fibrose 

pulmonaire. Dans le modèle murin de fibrose induite par surexpression d’IL-10, le 

développement de la maladie implique le recrutement de fibrocytes et la polarisation M2 

dépendante de la signalisation CCR2/CCL2238. 

Que ce soit les TR-AMs ou les RM-DMs, ces deux populations de macrophages ont montré 

leur capacité à se différencier en M2 en fonction du contexte environnemental, ce qui fait de 

ces deux populations des acteurs clés dans le processus de fibrogenèse226 (Figure 29). 
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Figure 29 : Implication des macrophages de type II dans le développement de la fibrose pulmonaire : Les macrophages 

dérivés de monocytes (Monocyte-derived Macrophages, appelé RM-DM dans le corps du texte) infiltrent le poumon par 

l’intermédiaire d’une signalisation CCR2/CCL2. Les cellules épithéliales alvéolaires de types II participent également à ce 

recrutement par la sécrétion de Fizz1. Les RM-DMs (Monocyte-derived Macrophages) colonisent l’espace alvéolaire grâce à 

la présence de M-CSF ce qui leur permet d’acquérir une capacité d’auto-renouvèlement et un phénotype de plus en plus proche 

de celui de TR-AMs. Sous l’action de médiateurs anti-inflammatoires et pro-fibrosants tels que le TGF-β1, l’IL-4, l’IL-10 et 

l’IL-13, les TR-AMs et RM-DMs adoptent un profil M2 nécessaire à l’activation des fibroblastes et au développement de la 

fibrose pulmonaire. Ainsi, le maintien de ces évènements anti-inflammatoires est à l’origine du dépôt excessif de MEC dans le 

poumon et d’une fibrose chronique. Issue de Cheng et al., (2021)226.  
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Nous avons précédemment décrit le CD206 comme un marqueur des M2. En effet, ce 

marqueur est très souvent utilisé en recherche afin d’identifier le phénotype macrophagique 

M2. Dans la fibrose, ce récepteur de la lectine de type C peut se révéler très intéressant. Bellamri 

et al., ont montré sur une culture de macrophages issus de donneur sains, que le nintédanib 

limitait l’expression de CD206 après un traitement inducteur de la transformation 

macrophagique en phénotype M2 (IL-4+IL-13)239. Une autre équipe a développé un peptide 

inhibiteur spécifique de CD206 qui réduit au même titre que le nintédanib, la fibrose pulmonaire 

induite par la bléomycine chez la souris 240. De plus, le tofacitinib, est un médicament utilisé en 

clinique dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde et qui a récemment obtenu une AMM 

pour le traitement de la rectocolite hémorragique241. L’intérêt de cette molécule réside dans sonr 

rôle à inhibier JAK1/JAK3, qui comme nous l’avons vu précédemment, est une voie majeure 

de signalisation impliquée dans l’activation des M2. La stratégie d’inhibition du CD206 dans 

un contexte de fibrose semble être prometteuse, et le tofacitinib apparaît comme un candidat 

idéal dans une perspective de traitement de PID242.   

Enfin, l’importance des RM-DM dans la fibrose pulmonaire a été montrée par les travaux 

de Misharin et al. (2017). Dans cette étude, les auteurs montrent que la délétion spécifique des 

RM-DMs dans un modèle de fibrose pulmonaire murin induite par la bléomycine, atténue la 

sévérité de la fibrose. En revanche, une délétion spécifique des TR-AMs n’a aucun effet. De 

manière très intéressante, les auteurs montrent que les RM-DM expriment davantage de gènes 

pro-inflammatoires et pro-fibrotiques que les TR-AMs, et constitueraient une population 

hétérogène qui ne se réduit pas à une simple polarisation M2 associée à la sécrétion de 

médiateurs anti-inflammatoires. De plus, ces gènes pro-fibrotiques exprimés par les RM-DM 

sont les mêmes que ceux retrouvés dans les macrophages alvéolaires de patients souffrant d’une 

fibrose pulmonaire. Dans cette étude, les auteurs ont testé les effets d’un traitement par 

glucocorticoïde sur le développement de la fibrose et n’ont observé aucun effet. En parallèle, 

ils se sont aperçus que le traitement anti-inflammatoire ne perturbait par l’expression des 

macrophages alvéolaires. Cette donnée suggère l’intérêt d’inhiber spécifiquement cette 

population pour obtenir des effets anti-fibrosants. Enfin, lors d’un challenge fibrosant de type 

bléomycine, mais également en cas d’infection induite par le virus influenza A, ces auteurs 

montrent que les AMs sont constitués à 50% de RM-DM et à 50% de TR-AMs, alors que dans 

les souris naïves, la part des TR-AMs est supérieure à 95%. Ainsi, des lésions pulmonaires 

qu’elles soient infectieuses ou toxiques, modifient complètement le profil des AMs en 
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augmentant la proportion de RM-DMs qui exprime fortement des gènes pro-fibrosants. Ces 

données suggèrent un rôle majeur des RM-DMs dans le processus de fibrose (Figure 30)194. 

Figure 30 : Illustration schématique de la proportion de macrophages alvéolaires dans un poumon sain versus fibrosé : 

Dans un poumon sain, l’essentiel du pool d’AMs est constitué de TR-AMs. Les lésions pulmonaires précèdent un phénomène 

inflammatoire avec une infiltration monocytaire et la différentiation en RM-DMs (Mo-AM). Lors du phénomène de résolution 

de l’inflammation, les AMs ont une ontogénie différente avec 50% issus des macrophages résidants et 50% de macrophages 

infiltrants ce qui modifie complètement l’environnement pulmonaire. En cas de fibrose, l’ontogénie des macrophages résidents 

est perturbée et l’expression génique sera ainsi modifiée. Adaptée de Misharin et al., (2017)194. 

Finalement, le rôle des IMs dans la fibrose pulmonaire est encore méconnu et très peu 

étudié243. Les études réalisées jusqu’à présent se sont concentrées sur l’aspect et la fonction des 

IMs chez des souris non malades. Le développement des techniques d’analyse d’une cellule 

(Single-cell analysis) va également accélérer et aider à étudier les IMs206. Ces cellules semblent 

avoir un intérêt dans l’inflammation des voies respiratoires dans un contexte allergique. En 

réponse au motif d’ADN bactérien non-méthylé CpG, les IMs infiltrent le poumon de manière 

CCR2 dépendante et indépendante, et produisent une grande quantité d’IL-10244. L’IL-10 étant 

une cytokine anti-inflammatoire largement impliquée dans le processus de fibrogenèse, une 

exploration plus approfondie du rôle des IMs dans ce contexte pourrait être intéressante 
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CHAPITRE III : Les protéines de choc thermiques 
dans la FPI 

 Généralités 

Les protéines de choc thermique ou Heat Schock Protein (HSP), aussi appelées protéines 

de stress, appartiennent à un groupe de protéines synthétisées par les cellules lors d’un stress 

cellulaire (choc thermique, stress oxydatif, UV…) et sont exprimées de manière ubiquitaire. On 

les retrouve chez les végétaux, les mammifères et les bactéries245. Chez les mammifères, les 

HSPs sont classiquement définies par leur poids moléculaire. On retrouve les HSP de haut poids 

moléculaire (HSP110, HSP90, HSP70, HSP60 et HSP47) et celles de petit poids moléculaire, 

aussi appelés small HSP (sHSP), incluant HSP27 (correspondant à HSP25 chez la souris) et 

𝛼B-crystallin. Leur synthèse est fortement inductible lors d’un stress mais elles possèdent 

également une expression constitutive afin de maintenir l’homéostasie cellulaire246. Les 

facteurs de transcription impliqués dans cette induction sont appelés les HSF (Heat Shock 

Factors) qui se fixent sur les éléments de réponse génique appelés HSE (Heat Shock 

Eléments)247.  

Comme leur nom l’indique, le rôle premier de ces protéines est de prendre en charge (on dit de 

chaperonner) des protéines mal repliées ou avec une synthèse défectueuse, incomplète et qui 

pourrait conduire à la formation d’agrégats protéiques, toxiques pour la cellule. En effet, elles 

collaborent très étroitement avec le système protéasome/ubiquitine (Ubiquitin-Proteasome 

System ou UPS) qui dégrade les protéines. Les HSP peuvent prendre en charge des protéines 

dénaturées et leur permettre de retrouver une conformation fonctionnelle. Quand cela n’est pas 

possible, elles peuvent les diriger vers le protéasome pour éviter leur agrégation dans la cellule 

et la mort cellulaire. Elles interviennent également dans la conformation des protéines 

nouvellement synthétisées et de manière générale, préviennent la cellule de la mort cellulaire 

(apoptose, autophagie). De cette façon, les HSP constituent un élément essentiel du réseau 

protéostatique. La protéostase est une balance entre la synthèse et la dégradation des protéines 

et est contrôlée par une ensemble d’éléments (le réseau protéostatique) dons les HSP font 

partie248 (Figure 31).  
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Figure 31 : Le réseau protéostatique : Les HSP sont des protéines essentielles pour maintenir l’homéostasie cellulaire via la 

protéostase. En Bleu, implication de la fonction chaperon des HSPs dans la synthèse protéique. En vert, implication dans le 

trafic des protéines dans la cellule et en rouge implication des chaperons dans la dégradation protéique. Issue de Kim et al., 

(2013)248 

Les HSP ont été intensément étudiées dans le domaine de la cancérologie. Elles sont 

impliquées dans la résistance des cellules cancéreuses à la mort cellulaire induite par les agents 

cytotoxiques. Les recherches ciblant ces protéines visent à les inhiber, principalement pour 

sensibiliser les cellules tumorales aux chimiothérapies.  

Bien que les HSP sont connues pour être des protéines cytosoliques, il est maintenant bien 

admis que ces protéines peuvent être libérées dans le compartiment extracellulaire, et se 

comporter comme des ligands de récepteurs membranaires capables d’induire une signalisation 

et des effets différents de ceux associés à leur fonction dans le compartiment intracellulaire. 

L’étude des HSP extracellulaires suscite un intérêt croissant dans la théranostique. Par exemple, 

l’augmentation des concentrations d’HSP70 dans le milieu extracellulaire a été corrélée au 

phénotype malin de divers cellules249, et le blocage spécifique des exosomes tumoraux 

exprimant HSP70 semble être prometteur pour la restauration de l’immunité antitumorale250. 

De plus, la présence des HSP dans les fluides des patients atteints de PID fibrosantes pourraient 
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constituer des cibles thérapeutiques ou encore des biomarqueurs intéressants pour le diagnostic 

ou le suivie de ces pathologies.251  

Dans ce chapitre, nous allons décrire seulement les HSPs qui sont connues comme étant 

impliquées dans la fibrose pulmonaire et nous distinguerons les effets associés à leur 

compartimentation cytosolique de ceux associés à leur présence dans le milieu extracellulaire.  

 Les HSPs de haut poids moléculaire  

a) HSP90 

 La famille des HSP90 est la plus abondante des HSP avec un taux intracellulaire  pouvant 

atteindre 1% du total des protéines en conditions basales252. On lui connait deux isoformes 

majeures à savoir HSP90α ou HSPC1 (forme majeure inductible) et HSP90β ou HSPC3 (forme 

mineure constitutive). Il existe également deux autres analogues que sont Gp96 (Glycosylated 

protein 96), qui est située dans le réticulum endoplasmique, et TRAP1 (Tumor necrosis factor 

Receptor Associated Protein-1) située dans la matrice mitochondriale253. HSP90 est ATP-

dépendante puisqu’elle possède un domaine N-terminal qui comprend un site de liaison à 

l’ATP, un domaine central qui permet d’interagir avec des protéines clientes et un domaine C-

terminal nécessaire à sa dimérisation. HSP90 forme majoritairement des homodimères mais 

peut également établir des hétérodimères entre ces isoformes. Un dimère d’HSP90 non-occupé 

va prendre en charge une protéine cliente et la stabilise en la repliant, en la renaturant, grâce à 

l’hydrolyse d’une molécule d’ATP254 (Figure 32). 
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Figure 32 : Schéma simplifié du cycle d’HSP90 : HSP90 forme un dimère en position ouverte (domaine N (ND) séparé). Le 

dimère d’HSP90 prend en charge une protéine cliente, un substrat inactif, et fixe également de l’ATP. Les ND vont se 

rapprocher et permettre l’activation du substrat grâce à l’hydrolyse de l’ATP. La protéine fonctionnelle est libérée et HSP90 

relargue de l’ADP+Pi afin de retrouver une forme initiale, ouverte à la recherche d’une nouvelle protéine cliente. Issue de Kim 

et al., (2013)248 

Plusieurs molécules ont été décrites comme étant capables d’inhiber l’activité d’HSP90 et 

constitue des solutions intéressantes dans le traitement de cancer. Le 17AAG (17-(allylamino)-

17-déméthoxygeldanamycine) par exemple empêche la fixation de molécules d’ATP sur le 

dimère d’HSP90255. L’utilisation de tels inhibiteurs a permis d’améliorer la compréhension du 

rôle d’HSP90 dans la signalisation médiée par le TGF-β1. Sontake et al., décrivent HSP90 

comme un activateur potentiel de la transformation myofibroblastique et de la production de 

MEC. Ils montrent que le 17AAG limite le développement de la fibrose induite par la 

bléomycine chez la souris256. D’autres stratégies d’inhibition ont été testées. Par exemple, un 

flavonoïde d’origine végétale, la myricetine a montré une efficacité inhibitrice du 

développement de la fibrose in vivo dans le même modèle murin de fibrose pulmonaire257. 

HSP90 a aussi été décrite comme étant capable de se lier au TGF-βRII et ainsi de protéger son 

ubiquitinylation et donc sa dégradation protéasomale. Elle a également été décrite comme 

pouvant se lier au récepteur aux glucocorticoïdes afin de faciliter son export nucléaire et 

favoriser l’activation de la voie NF-κB258 (Figure 33). 
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Figure 33 : Implication d’HSP90 dans la voie du TGF-β1 : Gauche : HSP90 interagit avec le TGF-βRII afin d’inhiber sa 

dégradation protéasomale. HSP90 est également capable de lier le récepteur aux glucocorticoïdes (GR), ce qui facilite la 

translocation nucléaire de NF-κB. Droite : Mécanisme d’action du 17-AAG. Cette molécule se lie à HSP90 ce qui l’empêche 

d’interagir avec les protéines précédemment citées et ainsi permettre la régulation de la voie du TGF-β1. Issue de Bellaye et 

al., (2014)258 

Concernant la sécrétion d’HSP90, elle a initialement été décrite au niveau de cellules 

cancéreuses en conséquence d’un stress cellulaire telle que l’hypoxie ou encore la stimulation 

par des facteurs de croissance telle que le TGF-α259,260. En 2017, Dong et al., décrivent 

l’efficacité d’un anticorps monoclonal dirigé contre la forme extracellulaire d’HSP90 

(eHSP90), le 1G6-D7. L’administration intra-nasale de cet anticorps permet l’inhibition 

d’eHSP90 ce qui atténue la fibrose pulmonaire dans un modèle murin induit par la bléomycine. 

Les auteurs décrivent également que cette atténuation est dépendante de la voie LRP1 (Low 

density lipoprotein Receptor-related Protein 1)-Erk, suggérant ainsi une signalisation 

eHSP90/LRP1261. En 2018, Bellaye et al., détectent des niveaux circulant d’HSP90α plus 

importants chez des patients atteints de FPI et ils montrent que sa concentration dans le sérum 

est corrélée avec la sévérité de la pathologie. De plus, ils montrent une surexpression de cette 

protéine dans les LBA et sérum de rat, chez qui la fibrose pulmonaire a été induite par 

administration d’AdTGF-β1, et une corrélation positive entre la concentration d’HSP90 dans 

ces compartiments et le niveau de collagène mesuré dans le tissu pulmonaire. De plus, ces 

travaux ont permis d’établir une corrélation directe entre HSP90β (forme intracellulaire) et 

LRP1, essentielle à la stabilisation de ce récepteur et favorisant ainsi la signalisation 

eHSP90α/LRP1 qui promeut la différenciation myofibroblastique262.  
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b) HSP70 

HSP70 fait partie des HSPs les plus étudiées et les plus connues en raison de son activité 

anti-apoptotique très importante, ce qui la positionne comme une cible thérapeutique potentielle 

dans le cancer263,264. Le système chaperon HSP70 est essentiel pour le remodelage des protéines 

dénaturées. Ce groupe d’HSP comporte un grand nombre d’isoformes dont les deux formes 

principales et les plus étudiées sont la forme constitutive HSC70 (Heat Shock Cognate 71) 

appelée aussi HSPA8 et la forme inductible HSP70 appelée aussi HSPA1A. On retrouve 

également souvent le nom de DnaK qui est la forme bactérienne d’HSP70. Tous les membres 

de la famille HSP70 partagent une structure commune qui comprend : le domaine N-terminal 

de 45kDa NBD (Nucleotide Binding Domain) suivit du domaine SBDβ (Substrate Binding 

Domain) de 15kDa, d’un domaine en couvercle hélicoïdal (SBDα) de 10kDa et d’une queue C-

terminal de longueur variable (Figure 34).265 

 

Figure 34 : Structure HSP70 : (Haut) Représentation schématique de la structure d’HSP70. (Bas) Structure cristallographique 

des domaines NBD et SBD indiquant la fixation de l’ATP et du peptide substrat. Issue de Rosenzweig et al., (2019)265 

Les domaines SBD constituent les domaines de liaison à la protéine cliente. Cette fixation 

est dépendante de la fixation d’une molécule d’ATP qui place HSP70 en position dite 

« ouverte », et qui présente une forte affinité pour le substrat248. Sous cette conformation, la 

protéine a une affinité pour HSP40 ce qui facilite la fixation au substrat et l’hydrolyse d’ATP266. 

La consommation d’une molécule d’ATP permet le repliement de la protéine native ou mal 

repliée. Le complexe HSP70-ADP possédant une affinité faible pour le substrat, il s’en suit la 

libération du substrat, catalysée par le facteur NEF (Nuclear Exchange Factor) qui n’est autre 
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qu’HSP110266. L’action d’HSP70 est donc finement régulée par les chaperonnes HSP40 et 

HSP110 (Figure 35). 

 

Figure 35 : Schéma simplifié du cycle d’activation d’HSP70 : La fixation de l’ATP permet de maintenir la protéine en 

position dite ouverte, capable de fixer son substrat. Après interaction avec HSP40, et hydrolyse de l’ATP, HSP70 exerce son 

action de protéine chaperone capable de replier une protéine cliente sous sa forme mature.  Le complexe HSP70-ADP présentant 

une faible affinité pour le substrat, celui-ci est relargué. Cette dissociation est facilitée par NEF, aussi connue sous le nom 

d’HSP110. Issue de Kim et al., (2013) 

A l’inverse d’HSP90, l’expression d’HSP70 est réduite dans le tissu pulmonaire des patients 

atteint de fibrose pulmonaire. HSP70 est décrite comme limitant la signalisation TGF-β1 et des 

souris KO pour HSP70 présentent une plus grande sensibilité à la bléomycine267. La 

Geranylgeranylacetone (GGA), un inducteur d’HSP70, est décrit comme protégeant les 

animaux de la fibrose pulmonaire268. De manière intéressante, Yun et al., ont montré en 2010 

dans un modèle de fibrose rénale et dans des lignées cellulaires de poumon, que la 

geldanamycine (un inhibiteur d’HSP90) augmente l’expression d’HSP70 et entraine une 

diminution du niveau d’expression des récepteurs au TGF-β1. Un taux faible d’HSP90 entraine 

l’interaction d’HSP70 avec les récepteurs au TGF-β1 et favorise leur dégradation 
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protéasomale269. De plus, HSP70 est capable de séquestrer Smad2 et Smad3, ce qui favorise 

l’inhibition de la voie du TGF-β1270,271 (Figure 36). 

 

Figure 36 : Implication d’HSP70 dans la voie du TGF-β1 : (Gauche) En cas de faible niveau d’expression d’HSP70, la 

protéine n’interfère pas avec la signalisation du TGF-β1. A l’inverse (Droite), un niveau élevé d’HSP70 favorise la dégradation 

des récepteurs au TGF-β1 et la séquestration des protéines Smad2 et Smad3, ce qui réduit la signalisation du TGF-β1. Issue de 

Bellaye et al., (2014)258 

Différentes études se sont intéressées au rôle d’HSP70 retrouvée dans le milieu 

extracellulaire. L’étude de cette forme extracellulaire repose la plupart du temps sur la mesure 

d’anticorps dirigés contre HSP70. Kahloon et al., ont détecté une concentration élevée d’IgG 

anti-HSP70 dans le sérum de patients atteints de FPI en comparaison à des volontaires sains. 

Dans cette même étude, les auteurs montrent que l’augmentation de la mortalité et de la 

fréquence d’exacerbations aiguës est corrélée avec le niveau circulant d’IgG anti-HSP70272. 

Ces données sont controversées, puisque par exemple, Mills et al., qui observent un niveau 

important d’HSP70 dans le sérum de patients atteint de FPI, ne montrent en revanche pas de 

différence de concentration entre ces patients et ceux du groupe comparatif atteints d’autres 

ILD. Cette donnée pose le problème du manque de spécificité de ce marqueur. Ils n’observent 

pas non plus de différence de concentration sérique des anticorps dirigés contre HSP70 entre 

les patient FPI en phase de progression versus sans progression. A l’inverse, un taux plus élevé 

de ces anticorps a été détecté dans les LBA de patients sans progression (versus patients avec 
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progression) et cette augmentation est associée à une survie plus importante. 273. L’étude de 

Gonzáles-Ramos et al., décrit en 2013 la capacité d’HSP70 extracellulaire à se lier au récepteurs 

TLR4 et à induire la production de TGF-β1 par l’intermédiaire des voies JNK et ERK274. En 

tant que médiateur extracellulaire, HSP70 pourrait favoriser le développement de la fibrose, et 

son blocage spécifiquement dans ce compartiment pourrait être bénéfique pour limiter le 

développement de la maladie.  

Néanmoins, de plus amples travaux semblent nécessaires pour éclaircir le lien entre la 

gravité de la fibrose et l’expression d’HSP70 dans le milieu extracellulaire. 

c) HSP47 

HSP47 (appelée aussi SERPINH1 ou encore gp46) est la protéine chaperonne la plus 

étudiée dans le processus de fibrogenèse puisque c’est la seule HSP à posséder un substrat 

spécifique qu’est le collagène. HSP47 est indispensable aux étapes finales de biosynthèse du 

collagène. Elle assure le repliement des triples hélices de procollagène275 (Figure 37). 

L’expression d’HSP47 est corrélée avec celle du collagène276 c’est pourquoi cela en fait une 

cible de choix dans le développement des thérapies anti-fibrosantes277.  

 

Figure 37 : Implication d’HSP47 dans la synthèse du collagène : Le Heat Shock Factor (HSF), régulateur majeur des HSP, 

est séquestré dans le cytosol en conditions natives par des HSP dont HSP47. Lors d’un stress, HSP47 et HSF se dissocient et 

HSF stimule l’expression d’HSP47. HSP47 libérée dans le milieu intracellulaire intervient dans la synthèse, la maturation du 

collagène en favorisant le repliement du procollagène ainsi que son export extracellulaire. Issue de Taguchi et al. (2006)275 



83 

 

Différents médiateurs pro-fibrosants comme le TGF-β1 et l’IL-1β augmentent l’expression 

de l’HSP47 en favorisant la localisation nucléaire de l’HSF-1 (Heat Shock Factor-1) et sa 

fixation sur des éléments de réponse du promoteur d’HSP47278. Dans le modèle de fibrose 

induite par la bléomycine, Kakugawa et al., (2010) montrent une surexpression d’HSP47 dans 

les myofibroblastes, les pneumocytes de types II et les macrophages issu de poumons présentant 

une fibrose279. Chez des patients atteints de fibrose pulmonaire, l’accumulation de collagène 

dans les poumons est associée à la présence d’HSP47 dans ces mêmes cellules280. Par ailleurs, 

la pirfénidone diminue l’expression d’HSP47 dans un modèle de fibrose pulmonaire murin 

induit par la bléomycine41. HSP47 constitue donc une cible de développement de stratégies 

inhibitrices pour limiter ces effets et réduire la fibrose pulmonaire277. 

Dans le compartiment extracellulaire, et en particulier dans le sérum, on retrouve des 

concentrations d’HSP47 plus importantes en cas d’exacerbation aiguë en cours de fibrose 

pulmonaire que chez les patients fibreux sans exacerbation.281. En revanche, le niveau sérique 

d’anticorps anti-HSP47 ne semble pas plus élevé chez ces patients. Le rôle d’HSP47 dans le 

compartiment extracellulaire reste encore à être approfondi 282. 

 Les petites HSPs ou « Small HSPs » 

a) Structure des sHSP 

Comme leur nom l’indique, ces small HSP ou sHSP sont de faible poids moléculaire (entre 

12-43 kDa)283. En revanche, elles sont connues pour leur capacité d’oligomérisation et peuvent 

former un complexe protéique pouvant dépasser les 800 kDa284. Il existe 10 membres dans cette 

famille, dont HSPB1 (HSP27), HSPB5 (αB-crystallin), HSPB6 (HSP20) et HSPB8 (HSP22) 

sont les plus étudiées285. A l’inverse des HSPs de haut poids moléculaire, les sHSP ne sont pas 

dépendantes de l’ATP pour fixer leur protéine cliente. Le rôle principal des sHSP est d’éviter 

la formation d’agrégats protéiques létales pour la cellule. Elles travaillent étroitement avec des 

HSP ATP-dépendantes pour, soit renaturer la protéine non conforme, soit la guider vers le 

protéasome pour sa dégradation. Les sHSP possèdent une structure primaire commune avec 3 

domaines conservés : un domaine α-crystallin entouré d’un domaine N-terminal flexible et 

d’une région C-terminale courte286. Concernant HSP27 et αB-crystallin, elles possèdent toutes 

deux un domaine WPDF dans leur région N-terminale qui est responsable de la formation des 

grands oligomères. Les deux protéines peuvent être phosphorylées sur des résidus sérine en 

position 15, 78 et 82 pour HSP27 et 19, 45 et 59 pour αB-crystallin (Figure 38A). Ce niveau de 

phosphorylation est d’autant plus important qu’il régule l’oligomérisation de ces protéines 
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(Figure 38B). C’est un processus dynamique qui orchestre la fonction de la protéine. Les gros 

oligomères exercent leur activité en collaboration avec les chaperonnes ATP-dépendantes afin 

de les dégrader ou de les replier, alors que les petits dimères/oligomères vont favoriser la 

polymérisation de l’actine, donc avoir une rôle structural pour la cellule283. 

 

Figure 38 : Structure d’HSP27 et de αB-crystallin : A) Ces deux sHSP possèdent une structure commune avec un domaine 

α-crystallin (noir) entouré d’une région N-terminale et d’une queue flexible en C-terminal. On retrouve dans la région N-

terminale, un domaine conservé (blanc) et le domaine WPDF (gris). La phosphorylation de ces deux protéines concerne trois 

résidus sérine différents (P). B) La structure tridimensionnelle de la protéine est gouvernée par son état de phosphorylation. 

Les dimères et petits oligomères sont constitués en majorité de protéines phosphorylées alors que suite à un stress, les sHSP 

adoptent une structure d’oligomères non-phosphorylés pouvant atteindre 800 kDa. Ces différents états suivent un équilibre 

dynamique au sein de la cellule. Issue de Arrigo et al., 2007283 

b) HSP27 

 HSP27 ou HSPB1 (HSP25 chez la souris), comme de nombreuses HSP, est impliquée dans 

la survie cellulaire et dans les processus cancéreux. En effet, cette protéine est surexprimée dans 

de nombreux cancers, par exemple dans les tissus pulmonaires et le sérum de patients atteint 

d’un cancer bronchique non à petites cellules. L’importance de son expression est un marqueur 
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de mauvais pronostic 287. Notre équipe a montré que lors d’un stress, des petits oligomères 

d’HSP27 favorisent la dégradation d’IκBα et en conséquence, l’activation de la voie NF-κB. 

Ceci se traduit par l’expression de gènes impliqués dans la survie cellulaire288. De manière 

générale, HSP27 stimule les voies de survie des cellules cancéreuses, la métastase et la TEM289 

ce qui en fait donc une cible intéressante dans la recherche de thérapies anti-cancéreuses290. Le 

RP101 ou brivuldine est un nucléoside capable d’inhiber les fonctions d’HSP27 en se fixant sur 

cette protéine et ainsi limiter ses capacités à réduire l’apoptose en inhibant sa fixation sur les 

oncogènes telles que Akt1, pro-caspase 3 et cytochrome C.291 Un essai clinique de phase II 

testant le RP101 couplé au gemcitabine dans le traitement du cancer pancréatique a été menée. 

Cette étude a montré une augmentation de la survie d’environ 2 mois chez les patients292 traités 

par l’association, comparativement au groupe contrôle où les patients étaient traités par 

gemcitabine et un placebo. Le xanthone est également un composé prometteur dans des 

thérapies anti-cancéreuses, puisqu’il est décrit comme capable d’induire une dimérisation 

anormale d’HSP27293 et une sensibilité accrue des cellules issues de cancers bronchiques non 

à petite cellule à la radiothérapie 294. De plus, une nouvelle stratégie d’inhibition a été 

développée via l’utilisation de peptides d’aptamères (PA) qui interfèrent avec l’oligomérisation 

d’HSP27. Les composés PA11 et PA50 se fixent spécifiquement à HSP27, et agissent comme 

des régulateurs négatifs d’HSP27 conduisant à l’apoptose cellulaire. Des résultats prometteurs 

ont été observés dans des xénogreffes de souris en combinaison avec de la radiothérapie295.  

HSP27 est surexprimée chez les patients atteints de FPI, avec une présence accrue dans les 

zones de prolifération myofibroblastique129,296. In vitro, la stimulation pro-fibrosante de 

cellules pulmonaires (épithéliales, mésothéliales, fibroblastes) augmente l’expression 

d’HSP27. HSP27 favorise la phosphorylation de ERK et de Smad3, ce qui contribue à 

potentialiser l’activation myofibroblastique297. In vivo, ces données ont été confirmées dans un 

modèle murin de fibrose pulmonaire induite par radiothérapie. HSP27 est capable d’interagir 

avec IκB et ainsi potentialiser la voie NF-κB et la synthèse de facteurs pro-fibrosants298. 

De manière très intéressante, notre équipe a breveté l’utilisation d’un oligonucléotide 

antisens (OGX-427), dirigé contre HSP27. Dans un modèle de fibrose pulmonaire induite par 

administration d’Ad-TGF chez le rat, son utilisation a permis de limiter le développement de la 

fibrose. Dans cette étude Wettstein et al., ont associé cet effet à une forte dégradation de Snail 

(un facteur de transcription impliqué dans la TEM) et dont HSP27 est le chaperon129. L’OGX-
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427 connait un développement clinique en cancérologie. Un essai clinique de phase II, l’essai 

SPRUCE, montre que le traitement par Apatorsen (OGX-427) induit une très légère 

amélioration de la survie sans progression de patients atteint de cancer bronchique non à petites 

cellules de stade IV, lorsqu’il est associé au traitement carboplatine et permetrexed299. A ma 

connaissance, il n’existe pas à ce jour d’essai clinique testant l’efficacité de l’OGX-427 dans la 

fibrose pulmonaire.  

 

Figure 39 : Rôle d’HSP27 cytosolique en conditions pro-fibrosantes (stimulation de la voie du TGF-β1) : HSP27 favorise 

la phosphorylation de ERK et du complexe Smad2/3/4. HSP27 est également décrit comme un chaperon de Snail, favorisant 

ainsi son internalisation dans le noyau et la synthèse de gènes pro-fibrosants. HSP27 est capable d’interagir avec IκB et donc 

de favoriser la libération de NFκB, ce qui conduit aussi à la transcription de gènes pro-fibrosants et à l’induction de l’expression 

d’HSP27, ce qui amplifie le phénomène. Issue de Pommerolle et al., (2020) 

Bien qu’HSP27 ait été étudiée dans le compartiment cytosolique, un ensemble de travaux 

montrent que cette protéine peut être excrétée dans le compartiment extracellulaire. Dans un 

contexte d’ischémie cardiaque, HSP27 est décrit comme un DAMP ayant comme cible 

principale les TLRs (en particulier TLR2 et TLR4) capable d’induire une signalisation NF-

κB300. In vitro sur des cellules endothéliales microvasculaires humaines, l’augmentation des 
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concentrations d’HSP27 induit des effets pro-migratoires et pro-angiogéniques via l’activation 

de TLR3301.  De plus, HSP27 induit l’expression et la sécrétion d’IL-10 et de TNF-α par des 

monocytes humains en culture et ce, via une signalisation MAPK (p38)302. Sur une lignée 

cellulaire de monocytes cancéreux (THP-1), une étude montre qu’un traitement HSP27 induit 

la sécrétion d’un grand nombre de cytokines pro- et anti-inflammatoires via encore une fois une 

signalisation NF-κB303. Dans un contexte de cancer du sein, Banerjee et al. (2010) décrivent 

que la concentration d’HSP27 est augmentée dans le sérum de patientes (vs des patientes non 

malades). Ils montrent qu’à la suite d’une co-stimulation HSP27 et M-CSF, des monocytes 

humains issus de donneurs sains sécrètent davantage d’IL-10- d’IL-6, d’IL-1β, de TNF-α et de 

VEGF. Enfin, dans cette même étude, HSP27 induit une augmentation de l’expression 

membranaire de CD206 et de CD163 dans des monocytes et donc leur transformation en 

macrophages de types II. L’ensemble de ces données décrivent des effets à la fois pro- et anti-

inflammatoires de HSP27 extracellulaire304. Concernant la compartimentation d’HSP27, une 

étude menée par l’équipe d’O’Brien, a montré la présence de HSP27 dans des vésicules 

extracellulaires dérivées de cellules THP-1 (lignée leucémique monocytaire humaine). Les 

auteurs montrent que les exosomes enrichis en HSP27 induisent la sécrétion d’IL-10 par ces 

cellules.305 Concernant les voies d’externalisation extracellulaire d’HSP27, trois voies 

d’excrétion d’HSP27 sont décrites : la voie lysosomale, la translocation des protéines à travers 

la membrane via des canaux, et la voie impliquant les exosomes. 

Ainsi, ces dernières décennies, quelques papiers ont montré les effets d’HSP27 présente 

dans le compartiment extracellulaire dans la physiopathologie de diverses maladies comme 

l’ischémie cardiaque ou le cancer. De plus, un environnement riche en HSP27 semble induire 

une réponse tolérogène pour certains auteurs302,304 et inflammatoire pour d’autres303. Bien que 

le rôle d’HSP27 intracellulaire a été démontré dans un contexte de fibrose pulmonaire, il 

n’existe aucune donnée à ce jour décrivant son rôle en cas de localisation dans le milieu 

extracellulaire.  

c) αB-cristallin 

αB-crystallin ou HSPB5 est une petite HSP présente dans de nombreux organes. Elle est 

abondamment présente dans le cristallin de l’œil, et son niveau d’expression est également élevé 

dans le cœur. On la retrouve avec une moindre importance dans presque tous les tissus dont le 

tissu pulmonaire. Sa mutation est associée à divers pathologies comme la maladie d’Alzheimer, 
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la maladie de Parkinson et certains cancers306. Comme HSP27, HSPB5 possède un fort pouvoir 

anti-apoptotique307 ce qui en fait également une cible potentielle dans le traitement du cancer308.  

Dans un contexte de fibrose hépatique, αB-crystallin est surexprimée dans le cytoplasme 

suite à l’activation de HSC (Hepatic Stellate Cells) et se retrouve dans le noyau en condition 

de choc thermique309,310. HSPB5 a également été décrite comme formant un complexe avec la 

protéine 14-3-3ζ afin de la protéger d’une dégradation protéasomale. Ceci conduit à 

l’accumulation de 14-3-3ζ dans la cellule et à l’activation d’Erk1/2 et de Slug, un facteur de 

transcription impliqué de façon importante dans la TEM311. Notre équipe a mis en évidence le 

rôle clé d’αB-crystallin dans la fibrose pulmonaire. En effet, Bellaye et al., ont montré que cette 

petite protéine de choc thermique est surexprimée dans les poumons de patients atteints de FPI, 

surtout au niveau des foyers fibroblastiques. Sa surexpression est retrouvée dans différents 

modèles de fibrose pulmonaire murine, et les souris déficientes pour αB-crystallin ont une 

production de TGF-β1 altérée, elles sont donc protégées de la fibrose pulmonaire induite. Les 

auteurs décrivent qu’αB-crystallin protège Smad4 de l’ubiquitination par l’E3-ubiquitine ligase 

TIF-1γ, ce qui favorise la localisation nucléaire de Smad4. Cette localisation préférentielle de 

Smad4 dans le noyau favorise la transcription de gènes pro-fibrosants. L’inhibition d’αB-

crystallin apparait donc comme une stratégie intéressant dans le traitement de la FPI (Figure 

40). 

Il n’existe à ce jour aucune molécule capable d’inhiber spécifiquement HSPB5. Une étude 

s’intéressant à l’interaction d’HSPB5 avec le VEGF dont il est un chaperon, a identifié 40 

composés capables in silico d’inhiber cette interaction. Un de ces composés, le NCI-41356 a 

montré des propriétés particulièrement intéressantes, dans le contexte du cancer du sein. Outre 

ses capacités à inhiber la liaison HSPB5-VEGF des cellules de cancer du sein triple négatif, son 

administration chez la souris a permis d’inhiber la croissance et l’angiogenèse tumorale 

induite312. Bien que l’effet du VEGF dans la fibrose pulmonaire reste encore mal compris, 

quelques études suggèrent l’intérêt du blocage des effets du VEGF dans ce contexte313. 

L’inhibition d’αB-crystallin pour limiter la fibrose pulmonaire est une stratégie étudiée dans 

l’équipe du Pr. Philippe Bonniaud depuis plusieurs années. 
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Figure 40 : Implication d’αB-crystallin dans la voie du TGF-β1 : (Gauche). En l’absence d’αB-crystallin, la voie des Smads 

est régulée par l’E3 ubiquitine ligase TIF-1γ qui ubiquitine Smad4 induisant ainsi sa sortie du noyau et sa dégradation. De plus, 

la protéine 14-3-3ζ est dégradée par le protéasome l’empêchant d’induire sa signalisation. (Droite) αB-crystallin, inhibe 

l’ubiquitinylation de smad-4 par TIF-1γ et son externalisation du noyau, ce qui favorise les voies pro-fibrosantes. Elle protège 

la protéine 14-3-3ζ de la dégradation, ce qui favorise la signalisation ERK1/2 et donc l’expression de gènes pro-fibrosants. 

Issue de Bellaye et al., (2014)258 

  Les modèles animaux de fibrose pulmonaire 

A ce jour, il n’existe aucun modèle animal de fibrose pulmonaire idiopathique. De 

nombreux modèles ont été développés dans le but de se rapprocher de cette pathologie. Le 

modèle le plus couramment utilisé est un modèle murin utilisant l’administration intra-trachéale 

de bléomycine. Il en existe d’autres, tels que l’injection de FITC, de silice, d’amiante, 

l’utilisation d’animaux transgéniques ou de vecteur viraux. Il est également important de 

signaler que le modèle murin de fibrose pulmonaire induite chez des souris âgées reste le plus 

proche de la pathologie humaine. Chacun de ces modèles possèdent des avantages et des 

inconvénients décrits dans le tableau 4, et pouvant constituer des arguments de choix de l’un 

ou de l’autre (Tableau 3)314. 

Je ne décrirai que plus précisément les modèles animaux utilisés par notre équipe c’est-à-

dire bléomycine, surexpression génique de TGF-β1, administré dans la trachée ou dans la 

plèvre.  
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MODELE MURIN AVANTAGES INCONVENIANTS 

BLEOMYCINE (IT) 

- Très bien caractérisé 
- Plusieurs voies 

d’administration 
possible 

- Pertinence clinique 
- Développement rapide 

(14-28 jours) 

- Fibrose non homogène 
- Sans doses répétées, 

régression de la fibrose 
sous 28 jours 

FLUORESCENT ISOTHIOCYNATE 

(FITC) 

- Relativement 
reproductible et 
phénotype de fibrose 
persistante (jusqu’à 6 
mois) 

- Développement rapide 
(14-28 jours) 

- Absence de motif de PIC et 
d’inflammation précédent 
la fibrose 

SILICE 

- Modèle proche des 
lésions pulmonaires 
chez l’Homme 

- Persistance des lésions 

- Manque de reproductibilité 
- Difficile à délivrer 
- Développement lent (12-16 

semaines) 
- Absence de lésion 

caractéristique de PIC 

AMIANTE 

- Modélisation de 
l’exposition à l’amiante 
chez l’Homme 

- Développement lent (au 
moins 1 mois) 

- Injection IT unique conduit 
à une fibrose centrale 
plutôt qu’un départ pleural 

IRRADIATION 

- Pertinence clinique de 
fibrose pulmonaire 

- Développement de la 
fibrose très lente (supérieur 
à 30 semaines) 

- Onéreux 

VECTEURS VIRAUX 

- Possibilité de 
surexpression d’une 
cytokine (ex : TGF-β1, 
IL-1β…) et d’observer 
les voies de 
signalisation in vivo 

- Possibilité d’adapter le 
tropisme 

- Adénovirus n’affecte que 
les cellules épithéliales 

TRANSFERT ADOPTIF DE 

FIBROBLASTES HUMAIN 

- Possibilité d’étudier des 
fibroblastes dérivés de 
patients atteints de FPI 

- Utilisation de souris 
immunodéficientes 
(NOD/SCID) 

Tableau 3 : Liste non exhaustive des modèles animaux de fibrose pulmonaire chez le rongeur faisant apparaitre les 

avantages et inconvénients de chacun : FPI : Fibrose Pulmonaire Idiopathique, PIC : Pneumopathie Interstitielle Commune, 

IT : IntraTrachéale, NOD : Non-Obese Diabetic, SCID : Severe Combined ImmunoDeficiency. Traduit et adapté de Tashiro et 

al., (2017)314, Moore et al., (2013)315 

a) Modèle de fibrose pulmonaire induite par injection de bléomycine 

La bléomycine est un agent antibiotique chimiothérapique utilisé dans le traitement de 

certains cancers tel que le lymphome et le cancer des testicules. Il présente une forte toxicité 
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pulmonaire316, ce qui peut diminuer de façon importante le bénéfice de son utilisation 

thérapeutique317. De manière générale, la bléomycine est associée, chez l’homme, à une toxicité 

pulmonaire dose-dépendante qui apparaissant dans 2 à 42% des patients traités et qui est 

associée à un taux de mortalité allant de 1 à 5%318. L’atteinte pulmonaire induite par la 

bléomycine présente des similitudes avec celle observée en cas FPI, avec notamment un départ 

sous-pleural de la fibrose319. Le mécanisme principal de la bléomycine est d’induire la mort 

cellulaire. A faibles doses, elle peut induire des cassures doubles-brins et de nombreux 

dommages à l’ADN320. Le poumon et la peau sont particulièrement sensibles à ses effets 

toxiques parce que ces tissus n’expriment pas ou à des taux très faibles, la bléomycine 

hydrolase, une enzyme capable de dégrader ce dérivé peptidique bactérien321. Récemment, 

l’équipe du Pr.Bonniaud a décrit l’utilisation d’une forme déglycosylée de la bléomycine 

comme étant tout aussi efficace que la bléomycine dans ses effets anti-tumoraux testés in vivo  

dans plusieurs modèles de cancers murins, mais n’entrainant pas le développement de la fibrose 

pulmonaire.322 

Dans ce modèle, le choix de la souche murine est important. Les souris C57Bl/6J sont 

particulièrement sensibles à la bléomycine et sont préférentiellement utilisées 323. Au contraire, 

les souches BALB/c ou SV129 possèdent une résistance à la fibrose pulmonaire induite par la 

bléomycine, probablement du fait d’une altération de l’expression du TGF-β1324. La 

bléomycine peut être administrée par différentes voies : l’injection intratrachéale (IT), 

intrapéritonéale, sous-cutanée, intraveineuse ou encore par voie inhalée (chambre d’inhalation). 

Cependant, la voie IT reste la plus utilisée. En réalité, il ne s’agit pas précisément d’une 

administration dans la trachée, mais de l’utilisation de la voie orotrachéale qui ne nécessite pas 

d’intubation endotrachéale de la souris, mais qui génère le même type de lésions de fibrose 314. 

Le modèle de fibrose pulmonaire induite par injection IT de bléomycine est très bien caractérisé 

(Figure 41). La bléomycine induit des lésions importantes au niveau de l’épithélium pulmonaire 

et la sécrétion de médiateurs inflammatoires, tels quel IL-1β, IL-6, le TNF-α et l’IFNγ. Cette 

période d’inflammation s’étale sur une période de 7 jours post-injection de bléomycine. Il s’en 

suit une augmentation de la sécrétion de facteurs pro-fibrosants, et le modèle est en particulier 

caractérisé par une production massive de TGF-β1 dans le tissu pulmonaire. Le pic de 

production des médiateurs pro-fibrosants se situe 14 jours post-injection. Lors de la troisième 

semaine, on observe une production massive de MEC qui envahit les espaces alvéolaires avec 

une prédominance péri-bronchique et au niveau des régions sous pleurales325.  
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Figure 41 : Cinétique de développement de la fibrose pulmonaire post-injection intratrachéale (IT) de bléomycine : 

L’injection IT de bléomycine à J0 va induire de nombreuses lésions au niveau de l’épithélium pulmonaire induisant ainsi une 

phase inflammatoire s’étalant sur 7-9 jours. La phase inflammatoire s’éteint ensuite pour laisser place à la phase fibrosante 

caractérisée par l’expression du TGF-β1 et l’accumulation excessive de MEC jusqu’à une vingtaine de jours post-injection de 

bléomycine. Issue de Moëller et al., (2008)325 

Comme il l’est d’écrit sur la figure 41, le modèle est couramment utilisé pour tester des 

molécules pour leurs effets thérapeutiques antifibrotiques. L’administration de molécule durant 

la phase inflammatoire permet de conclure plutôt sur une activité préventive sur le 

développement de la fibrose pulmonaire, et sur des effets impactant davantage la cascade 

d’évènements inflammatoires qui conduit à la fibrose. La délivrance des composés actifs au 

cours de cette période est d’ailleurs assez controversée puisqu’elle permet difficilement de 

conclure sur les effets antifibrosants des composés, mais plutôt sur leurs effets anti-

inflammatoires 314,325. Les équipes de recherche administrent plus classiquement les composés 

thérapeutiques après J9 post-injection de bléomycine 326,327.  

Ainsi, bien que ce modèle soit l’un des plus utilisés et qu’il possède également des avantages 

indéniables tels que la simplicité de mise en œuvre et l’induction d’une fibrose plutôt homogène 

au niveau du parenchyme, ce modèle ne respecte pas le caractère progressif et irréversible de 

la FPI ainsi que son départ sous-pleural328 (Figure 42). En effet, la fibrose pulmonaire dans ce 
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modèle n’est pas progressive, avec un départ plutôt bronchique qui aurait tendance à régresser 

après 28 jours, surtout lors de l’utilisation de souris d’âge adulte314.  

 

Figure 42 : Fibrose pulmonaire induite par injection intratrachéale de bléomycine : Coloration H&E de coupes 

histologiques pulmonaires de souris traitées par injection IT de bléomycine à 1,5mg/kg et sacrifiées 21 jours post-injection. 

En 2010, Degryse et al., ont proposé un modèle d’injections d’IT répétées de bléomycine 

qui induit des lésions plus proches histologiquement des poumons FPI, que lors d’une 

administration unique IT. La fibrose induite est plus sévère, et se développe dans le parenchyme  

des structures ressemblant à des foyers fibroblastiques159.  

b) Modèle de fibrose pulmonaire induite par transfert de gène du TGF-β1 

Ce modèle se base sur l’administration d’un adénovecteur qui induit une surexpression 

localisée du gène souhaité. Dans le cas de modèle induisant la fibrose pulmonaire, plusieurs 

cytokines ont été ciblées : TGF-β1, IL-1β, IL-13 et TNF-α315. Le modèle de surexpression de 

TGF-β1 par injection d’un adénovirus (AdTGF-β1) a été décrit en 1997 par Sime et al.,. Il 

nécessite l’utilisation d’un adénovirus codant pour la forme active du TGF-β1 (et non la forme 

latente) capable d’induire une fibrose pulmonaire. Dans ce modèle, l’administration de 

l’AdTGF-β1 est effectuée par voie IT à une dose de 109 PFU (Plaque Formation Unit) chez des 

rats. Il en résulte une accumulation cellulaire périvasculaire et péribronchique à 7 jours post-

injection (J7) (Figure 43A) qui s’étend dans le parenchyme et persiste 64 jours post-injection 

(Figure 43B). Les auteurs ont aussi montré que cette pluricellularité s’accompagnait d’un dépôt 

de MEC important dans le poumon et de l’expression d’α-SMA, caractéristique de l’activation 

des myofibroblastes329. Ce modèle induit une fibrose pulmonaire progressive et sévère avec une 
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faible inflammation en comparaison au modèle de fibrose induite par la bléomycine. L’autre 

avantage majeur de ce modèle est son caractère progressif puisque la fibrose pulmonaire 

progresse de façon autonome jusqu’à J64, Cette progression est indépendante de l’expression 

de la cytokine cible, induite par l’administration de l’AdTGF-β1, puisque les auteurs ont décrit 

que les taux de TGF-β1 revenaient à la normale 14 jours après son administration. Ainsi ce 

modèle a permis de mettre en évidence le rôle central du TGF-β1 dans l’initiation de la fibrose 

pulmonaire.  

 

Figure 43 : Modèle de fibrose induite par injection d’adénovirus codant pour le TGF-β1 : A) Observation de sections de 

poumons de rats 7 jours après injection intratrachéale (IT) d’un adénovirus codant pour le TGF-β1 actif (AdTGF-β1) et B) 64 

jours après injection. Marquage Hématoxyline & Eosine, grossissement x250. V : structure vasculaire, B : structure bronchique. 

Issue de Sime et al., (1997)329  

 Malgré ces nombreux avantages, ce modèle présente également des limites. Il nécessite 

une animalerie de niveau 2 et du personnel habilité à la manipulation des adénovirus. 

L’utilisation d’un adénovecteur vide est essentiel afin de pallier les effets non contrôlés de 

l’inflammation induite seulement par l’administration d’un adénovirus, ce qui multiplie le coût 

et le nombre d’animaux par expérimentation. De plus, les adénovecteurs utilisés possèdent un 

tropisme spécifique pour les cellules épithéliales ce qui limite la surexpression du TGF-β1 à 

ces cellules, et ne reflète pas la réalité physiologique. Enfin, le niveau de surexpression du 

transgène induit lors de l’infection est bien supérieur au niveau d’expression physiologique 

observé en cas de fibrose 315.  

 Comme nous l’avons évoqué plus haut, l’équipe du Pr.Bonniaud a développé des 

modèles de fibrose pleurale chez le rat et la souris127,128. L’objectif est d’induire une fibrose à 
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départ pleural, et le geste technique consiste donc à administrer l’adénovirus codant pour le 

TGF-β1 entre les feuillets de la plèvre. 128. Cette injection se réalise dans le flanc droit au niveau 

du sixième espace intercostal. Pour valider le modèle, un adénovirus codant pour le gène LacZ 

a été utilisé. Il code pour l’expression de l’enzyme β-galactosidase. Le bon déroulement de 

l’injection a été vérifiée par administration concomitante du substrat de l’enzyme. Sa 

transformation induit la formation d’un composé bleu. La coloration du tissu pulmonaire pleural 

permet de valider cette voie d’administration intrapleurale (Figure 44). 

 

Figure 44 : Validation du modèle d’injection intra-pleurale d’un vecteur adénoviral codant pour la β-galactosidase : 

(Haut) Photo de poumons de rats 4, 10, 14 et 21 jours après l’injection intra-pleurale de l’adénovirus contrôle (AdDL) ou codant 

pour la β-galactosidase (AdLacZ). (Bas) Coupe histologique de poumons de rats 4 jours après injection intra-pleurale de 

l’AdLacZ. Contre coloration : « Nuclear fast Red ». Issue de Decologne et al., (2007)127.  

En remplaçant l’AdLacZ par l’AdTGF-β1, les auteurs ont développé un modèle de 

surexpression pleurale du TGF-β1 et caractérisé l’évolution de la fibrose dans ces conditions 

expérimentales. La fibrose pleurale est progressive et se développe jusqu’à 64 jours post-

administration de l’adénovirus. Ce modèle a permis de montrer l’importance des cellules 

mésothéliales dans le développement de la fibrose (Figure 45). 
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Figure 45 : Modèle de fibrose pleurale induite par injection d’adénovirus TGF-β1 : (Haut) Coupe histologique de poumon 

de rat montrant un marquage immunohistochimique (IHC) du collagène de type I dans la zone pleurale ainsi que dans le 

parenchyme pulmonaire 64 jours après l’injection d’un adénovirus contrôle (AdDL) ou d’un adénovirus TGF-β1 (AdTGF-β1). 

(Bas) Coupe histologique de poumon de rat suite à un marquage au rouge sirius permettant d’évaluer la présence de collagène 

64 jours après l’injection d’AdDL ou d’AdTGF-β1. Le cercle gris représente une zone proche de la plèvre et le cercle blanc 

une zone plus profonde dans le parenchyme. Issue de Decologne et al., (2007)127 
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CHAPITRE IV : Objectifs de thèse 

 

L’objectif de ma thèse est d’améliorer les connaissances des mécanismes de fibrogenèse, 

mais également de proposer de nouvelles solutions pour la prise en charge des patients atteints 

de fibrose pulmonaire idiopathique. Ce travail s’articule en trois parties :  

- La première a pour but de montrer l’intérêt d’inhiber les macrophages qui expriment 

CD206 pour réduire le développement de la fibrose pulmonaire. L’imagerie de cette 

population de macrophages CD206+ se révèle être prometteuse pour orienter et améliorer 

la prise en charge des patients mais constitue également une stratégie innovante conduisant 

vers une médecine personnalisée des patients souffrant de FPI.  

- La seconde a consisté à étudier les effets de la petite protéine de choc thermique HSP27 

lorsqu’elle est présente dans le compartiment extracellulaire, sur les mécanismes pro-

fibrosants. Cet axe contribue à améliorer notre connaissance sur l’implication des HSP dans 

le processus de fibrogenèse et présente HSP27 extracellulaire comme un potentiel 

biomarqueur de la pathologie. 

- Dans la dernière partie, nous avons testé un oligonucléotide antisens dirigé contre HSPB5, 

pour ces propriétés inhibitrices sur les mécanismes de la fibrogenèse et le développement 

de la pathologie. 
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MATERIEL & METHODES 
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La première partie de mes travaux étant présentée sous forme d’article scientifique 

comprenant l’exposé de la méthodologie, le matériel & méthode de cette étude ne sera pas 

présenté ici. 

 Echantillons humains pour dosage d’HSP27 

Selon l’autorisation du comité d’éthique de la recherche intégrée d’Hamilton (the Hamilton 

Integrated Research Ethics Board, HIREB #00-1839), le sang des donneurs volontaires sains 

ou des patients atteints de FPI a été prélevé, rapidement centrifugé, les sérums aliquotés et 

conservés à -80°C. Le dosage sérique d’HSP27 a été réalisé en utilisant un kit ELISA 

(Thermofischer scientific) selon les recommandations du fabricant. 

 Les modèles animaux 

Les souris étaient hébergées à l’animalerie centrale de l’Université de Bourgogne, selon des 

protocoles conformes aux recommandations du ministère de la recherche et de la technologie 

et validés par le comité d’éthique du Grand Campus Dijon.  

a) Protocole d’étude in vivo de la sécrétion d’HSP27 dans liquides broncho-
alvéolaires et pleuraux  

 Des souris femelles C57Bl/6 âgées de 8 semaines (Charles River) ont été traitées 3 fois par 

semaine avec de la bléomycine (Bleomycin Sulfate, Calbiochem®) à la dose de 15 mg/kg à 

raison de 100µl par injection intraveineuse par voie rétro-orbitale (maximum 6 injections). Les 

animaux du groupe contrôle ont été traités par une solution saline NaCl 0,9%. Les souris ont 

été sacrifiées à J5, J10 ou J14. Les souris ont été sacrifiées après l’injection d’un cocktail 

anesthésiant (Kétamine + Xylazine), puis exsanguination par section de l’aorte abdominale. 

Après canulation de la trachée, le prélèvement des liquides de lavages broncho-alvéolaires 

(LBA) a été effectué par injection puis aspiration de 600µl de NaCl 0,9% dans l’arbre broncho-

alvéolaire. Les LBA ont été centrifugés puis stockés à -80°C avant analyse. 

Des rats Sprague-Dawley (Charles River) ont subi une injection intratrachéale (IT) d’un 

adénovecteur dilué dans 300µl de NaCl 0,9% stérile et contenant 1.109 PFU (Plaque Forming 

Units) d’AdTGF-β1 ou AdDL (fournis par le Dr Martin Kolb, Hamilton University)329,330. Les 

rats ont été euthanasiés après anesthésie profonde par exsanguination par section de l’aorte 

abdominale. Après une fine incision du diaphragme, 2,5mL de NaCl 0,9% ont été injectés dans 

l’espace pleural puis récupérés, constituant ainsi le liquide de lavage pleural (LLP). Les LLP 

ont été immédiatement centrifugés puis stockés à -80°C avant analyse.  
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b) Protocole d’étude des effets de l’administration d’rHSP27 sur la gravité de la 
fibrose pulmonaire 

Cette expérience a été effectuée sur un modèle de fibrose induite par injections IV 

répétées de bléomycine comme décrit en a) et sur le même type de souris C57Bl/6 âgées de 8 

semaines. Deux injections IT (J10 et J18) de la protéine recombinante rHSP27 murine (60µl à 

raison de 200µg/ml) ou de NaCl ont été réalisées sur des souris traitées par bléomycine et 

anesthésiées par isoflurane (groupes BLM+NaCL et BLM+HSP27). Elles ont été sacrifiées à 

21 jours post-injection de la première dose de bléomycine (J21) sous anesthésie profonde 

(kétamine+xylazine) et par exsanguination par section de l’aorte abdominal. Les poumons ont 

été prélevés post-mortem après un lavage cardiaque avec 5mL de NaCl 0,9%. Les poumons ont 

été insufflés avec une solution de formol puis placés dans cette même solution pendant 24h 

pour fixation. L’inclusion en paraffine, la coupe et la mise sur lames ont été réalisées par la 

plateforme d’histologie (CellImaP, Dijon). Une coloration Hématoxyline & Eosine ainsi qu’une 

coloration Rouge Sirius ont été réalisées.   

L’évaluation d’un score de fibrose a été réalisé suite à la coloration H&E. Ce score traduit en 

réalité le niveau d’infiltration et de prolifération cellulaire au sein du tissu. Ce score a été 

déterminée à l’aide du score Aschroft modifié331 par deux investigateurs, en aveugle. Pour 

chaque animal dix champs d’analyse choisis aléatoirement ont été cotés par un score allant de 

0 à 8. Le score de fibrose est la moyenne de ces 10 chiffres. 

La quantité de collagène présente dans les tissus pulmonaires a été évaluée par marquage 

histologique au rouge sirius (marquage réalisé par la plateforme CellImaP, Dijon). Les coupes 

pulmonaires sur lames ont été observées sous lumière polarisée et dix champs aléatoires ont été 

photographiés sur chaque lame. Le pourcentage d’émission du marquage (logiciel 

Histolab/Microvision Instruments) sur chaque photo correspondait au pourcentage de 

collagène. La quantité de collagène contenue dans le parenchyme pulmonaire a été mesurée par 

un cercle de diamètre constant via l’utilisation du logiciel ImageJ. Les bronches, les vaisseaux 

sanguins et la plèvre ont été exclus de la mesure. Le score correspond à une unité arbitraire 

relatif à l’intensité du signal mesuré par le logiciel.  

c) Etude des effets du LASO 22 (versus ASO 22) sur le développement de la 
fibrose induite par bléomycine  

Des Souris C57Bl/6 femelles âgées de 8 semaines ont subi une injection IT de 60 µl de 

bléomycine (1,5mg/kg, Santa Cruz), sous anesthésie par inhalation d’isoflurane. Les 

oligonucléotides antisens ASO 22 et LASO-22 ont été administrés par voie IV dans la veine 
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caudale à J9, J11, J13, J15 et J17 post-administration de bléomycine, aux concentrations de 3, 

6 ou 12 mg/kg dans du NaCl 0,9%. Dans le groupe contrôle, quatre souris ont reçu du NaCl à 

la place de la bléomycine. Les souris ont été sacrifiées 21 jours après l’administration de 

bléomycine, sous anesthésie profonde (kétamine+xylazine) et par exsanguination par section 

de l’aorte abdominale. Après un lavage cardiaque avec du NaCl 0,9%, les poumons ont été 

collectés. Le poumon gauche dans sa totalité a été recueilli pour doser le collagène. Le dosage 

de collagène été réalisé par l’utilisation du kit Sircol Assay (Biocolor LTD) selon les 

recommandations du fabriquant. Le lobe supérieur droit a été dissocié en 2 parties conservées 

à -80° pour évaluation de l’expression génique ou protéique des marqueurs de la fibrose par 

RT-qPCR ou western-blot respectivement. Le reste du poumon droit a été insufflé pour 

réalisation de marquages histologiques, puis conservé dans un fixateur adapté. 

 Modèle de culture ex-vivo de coupes pulmonaires (ou precision-cut lung 
slices, PCLS) 

Des coupes fines de poumons de souris ont été réalisées chez des souris C57Bl/6 

anesthésiées puis sacrifiées selon le protocole précédemment décrit. Après lavage cardiaque 

(NaCl 0,9%) et canulation de la trachée, les poumons ont été insufflés à l’aide d’une solution 

d’agarose (Ultrapure™ Low Melting Point Agarose, ThermoFisher) à 2% dans du milieu de 

culture DMEM supplémenté par 10% de sérum de veau fœtal (SVF) et 1% de PSA (Pénicilline 

G, Streptomycine, Amphotéricine). Les poumons ont ensuite été retirés de la cavité thoracique 

de l’animal et placés dans du milieu de culture sur glace pendant 15 min, pour permettre à 

l’agarose de se solidifier. Des coupes de poumons de 300µm ont été alors réalisées, à l’aide 

d’un Vibratome (LEICA VT1200S) et ces fines coupes de poumons ont été ensuite mises en 

culture dans du DMEM 10%SVF 1%PSA332,333.  

Ces coupes ont été réalisées sur les poumons de souris traitées par de la bléomycine 21 

jours. Elles ont été mises en culture et conservées pour expérimentation 96h au total. Après un 

conditionnement de 24 h, les PCLS sont traitées à deux reprises durant les 72h suivantes avec 

du LASO 22 ou son L-scramble (Lscr), de l’ASO 22 ou son scramble (scr). Au terme de cette 

expérience, les PCLS sont collectées puis stockés à -80°C avant extraction pour le dosage du 

collagène par la technique de Sircol ou pour extraction de l’ARN pour analyse RT-qPCR.  
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 Culture cellulaire primaire  

a) Les Fibroblastes Primaires Murins (FPM) 

Les fibroblastes primaires de souris (FPM) ont été isolés à partir de souris C57Bl/6 âgées 

de 8 semaines. Les souris sous anesthésie profonde ont été euthanasiées par exsanguination 

(section de l’aorte abdominale). Les poumons ont été perfusés via le cœur par du NaCl 0.9% 

pour laver les lobes pulmonaires et ensuite placés dans un milieu de culture DMEM-high 

Glucose supplémenté par 20% de SVF. Après rinçage des tissus dans du PBS stérile, les 

poumons ont ensuite été coupés en petits morceaux et placés durant 30 à 45 min dans 1 mL de 

collagénase (10 mg/mL) à 37°C avec agitation toutes les 10 minutes. Après arrêt de l’action de 

cette dernière par dilution, le milieu a été séparé des explants par filtration. Il est ensuite déposé 

dans des boîtes de culture afin de faire adhérer et donc d’éliminer les macrophages. Ce milieu 

contenant des fibroblastes est ensuite mis en culture. Les explants ont quant à eux été placés 

dans une boîte de Pétri sans milieu pendant 45 minutes à 37°C, ce qui leur permet d’adhérer. 

Après cette étape, du milieu DMEM High Glucose supplémenté avec 20% SVF + 1% 

d’antibiotiques Pénicilline G, Streptomycine, Amphotéricine B (PSA) a été ajouté. Après 5 à 7 

jours, les cellules mésenchymateuses commencent à se développer. Lorsque la confluence des 

cellules est atteinte, les cellules sont trypsinées, remises en culture et utilisées pour les 

expérimentations jusqu’à 3 passages. 

b) Bone Marrow-Derived Macrophages (BMDM) 

Les macrophages dérivés de la moelle osseuse sont générés à partir des tibias et fémurs de 

la même souris. Brièvement, les muscles sont dissociés des os au moyen de sopalin, puis les 

extrémités sont coupées aux ciseaux. Les os sont ensuite flushés, avec une seringue contenant 

du PBS, sur filtre 0.7µm. Une première centrifugation est réalisée afin de culoter les cellules, 

puis une lyse des globules rouges est effectuée à l’aide d’une solution hémolytique. Les cellules 

dépourvues de globules rouges sont ensuite culotées et reprises dans du RPMI 1640 glutamax 

supplémenté de 10% de SVF et 1% de PSA. Les monocytes sont ensuite mis en culture avec 

20ng de M-CSF pendant environ 5 jours (renouvellement à J+2) avant d’être traités.  

c) Macrophages humains dérivés de Peripheral Blood Mononuclear Cells 
(PBMC) 

Les monocytes humains contenus dans les concentrés leuco-plaquettaires (CLP) humains 

fournis par l’Etablissement Français du Sang de Bourgogne Franche-Comté (Dijon) ont été 

purifiés par gradient de densité. Pour cela, le CLP a été dilué 2 fois dans du PBS (Phosphate 

Buffer Saline, Dutscher) avant d’être déposé sur une couche de polyfluorocarbone liquide 
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(Ficoll). Le tube est centrifugé puis l’anneau blanc intermédiaire, contenant les cellules 

blanches mononuclées (PBMC pour « Peripheral Blood Mononuclear Cells »), a été récupéré. 

Les cellules ont été lavées puis re-suspendues dans un tampon d’hémolyse pendant 5 minutes 

à 4°C. Les PBMC sont lavées puis ensemencées. Un premier traitement a été réalisé afin 

d’amorcer la différenciation des monocytes en macrophages. Pour cela, du M-CSF (Monocyte 

Colony-Stimulating Factor) a été ajouté au milieu à une concentration de 100 ng/ml. Une 

seconde stimulation a été réalisée après 72h (J3) par renouvellement du milieu de culture. 

V. Culture cellulaire 

Les cellules épithéliales humaines (A549) ont été cultivées dans du DMEM (Dubelcco’s 

Modified Eagle’s Medium) high glucose (Dominique Dutsher) supplémenté avec 10% de SVF. 

Les cellules fibroblastiques pulmonaires humaines ont été cultivées dans du milieu EMEM 

(Eagle’s Minimum Essential Medium) supplémenté avec 10% de SVF. Les cellules 

mésothéliales pulmonaires humaines (MeT-5A) ont été cultivées dans du Medium-199 

supplémenté avec du L-glutamine et 25mM d’HEPES supplémenté avec 10% de SVF.  

Les cellules sont cultivées à 37°C dans une atmosphère humide contenant 5% de CO2.  

Avant traitement, la croissance des cellules est stoppée à la confluence désirée par privation de 

milieu nutritif (1% de SVF dans le milieu de culture) durant 24h. Dans le cas où le milieu de 

culture est récupéré dans le but de le concentrer pour la mise en évidence par western-blot d’une 

protéine, le milieu utilisé est le milieu de culture Opti-MEM I Gibco® (ThermoFisher 

Scientific).  

a) Les traitements cellulaires 

- TGF-β1 recombinant (rTGF-β1) (R&D systems) : 10 ng/ml pendant 24 ou 48h.  

- HSP27 recombinant (rHSP27) : Deux protéines recombinantes sont utilisées. Une 

recombinante humaine HSP27 (ADI-ESP-715, Enzolife) pour le traitement sur cellules 

humaines et une recombinante murine HSP25 (non référencée, low endotoxin, Enzolife). 

Afin de faciliter la compréhension des expériences, nous parlerons uniquement de rHSP27 

qui peut à la fois faire référence à la forme humaine (rHSP27) ou murine (rHSP25) en 

fonction de la nature des cellules. Les cellules sont traitées à raison de 10µg/ml ou 30µg/ml 

pendant 30min, 1h, 24h ou 48h. Un traitement contrôle est réalisé avec le tampon dans 

lequel est formulé la protéine recombinante. Lorsque ce contrôle est réalisé, la mention CT 

est suivie de (buffer). Ceci permet de s’affranchir des effets résiduels d’endotoxines 

présentes dans la solution de protéine recombinantes.  
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- HSP27 recombinante His tag (HSP27-His) (R&D systems) : La protéine contient un tag 

poly-histidine en position C-terminale. Le traitement est effectué à une concentration de 

10µg/ml selon le temps indiqué.  

- Anticorps bloquant les TLRs : Les cellules sont pré-incubées 1h avant un traitement HSP27 

avec des anticorps bloquant TLR4 (Biolegend, 312813) ou TLR2 (Biolegend, 153001) à 

une concentration de 1, 10 ou 20 µg/ml. Les anticorps ne sont pas retirés lors du traitement 

rHSP27.  

- Lipopolysaccharide (LPS) (Sigma) : Le traitement par LPS (1h, 100 ng/mL) est utilisé 

comme contrôle positif d’activation des récepteurs TLR.  

- ASO 22/LASO 22 : Ces ASO sont synthétisés par l’équipe du Dr Palma Rocci (UMR-

INSERM 1068). ASO 22 et LASO 22 sont utilisés à une concentration de 100nM sur une 

période de 72h pour traiter les PLCS ex vivo.  In vitro, les cellules sont traitées 48h par 

l’ASO 22 à 100 nM et par le LASO 22 à 25nM ou 100nM, selon l’expérimentation.  

b) Protocole de concentration d’un milieu de culture 

Pour mettre en évidence l’HSP27 sécrétée par les cellules dans le milieu de culture, par 

western-blot, nous avons dû avoir recours à la concentration des surnageants cellulaires. Pour 

ce faire, les surnageants sont passées sur colonnes 10k (Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filter 

Devices, Merck Millipore), ce qui permet de ne retenir que les protéines de poids moléculaire 

supérieur à 10kD. Après centrifugation à 14 000 G pendant 17 min sur ces colonnes, le milieu 

de culture est récupéré du filtre de la colonne par retournement de cette dernière dans un tube 

eppendorf, et une centrifugation de 2 min à 1000g. L’échantillon est ensuite mélangé à une 

solution de Leammli puis stocké à -20° avant analyse.  

c) Transfection 

Les cellules sont transfectées avec l’ASO 22 ou son scramble (scr) à l’aide d’un agent 

transfectant TransIT-X-2 (Mirus) selon les recommandations du fournisseur avec un ratio 1µg 

d’ADN pour 1,5µl d’agent transfectant.   

d) Utilisation des milieux conditionnés après traitement par rTGF- 
immunodéplété ou non par HSP27 

Après un traitement de 24h avec du rTGF-β1, le milieu de culture est récupéré puis incubé 

sur la nuit à 4°C sur roue, au contact de billes A/G+ (60µl par condition) (Protein A/G PLUS-

agarose, Santa-Cruz) préalablement coatées avec des immunoglobulines (Ig) (Santa-Cruz) ou 

des anticorps dirigés contre HSP27 (ADI-SPA-803, Enzolife), à raison de 1µg d’anticorps (Ac) 
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ou d’Ig par condition. Une deuxième série de cellules est alors incubées 48h avec ce milieu 

conditionné. Les billes ayant permis l’immunodéplétion sont récupérées afin d’être éluées par 

50µl de Laemmli 2X, 10 min à 95°C sous agitation. Les échantillons protéiques en Laemmli 

sont ensuite stockés à -20°C jusqu’à leur utilisation.  

VI. Western-Blot 

Les cellules sont récupérées et lavées au PBS1X puis incubées avec un tampon de lyse 

RIPA (NaCl 150mM, Tris HCL 50mM, EDTA 1mM, EGTA 0,5mM, Triton X-100 1%, SDS 

0,1% et Na déoxycholate 0,1%) complémenté avec un inhibiteur de protéases (PIC, Sigma) et 

des inhibiteurs de phosphatases, pendant 45 min à 4°C. S’en suit une étape de centrifugation 

(10min à 16 000 G, 4°C) afin de récupérer le surnageant contenant les protéines. Les protéines 

sont ensuite dosées par la méthode de Lowry modifiée à l’aide du kit Bio-Rad Protein Assay 

(Bio-Rad). Les échantillons protéiques sont ensuite dénaturés 5 min à 95°C dans du Leammli 

et une quantité de 20 à 50µg de protéines est déposée sur gel de polyacrylamide (de 8 à 12% 

selon l’analyse). La séparation par migration dans le gel s’effectue sous l’action d’un champ 

électrique de 60V (20min) puis 120V (2h) dans un tampon de migration (Tris 25mM, glycine 

200mM, SDS 0,01%). Les protéines sont ensuite transférées du gel de migration sur une 

membrane de PolyVinyliDeneFluoride (PVDF) ou de nitrocellulose (GE Healthcare Europe 

GmbH). Le transfert s’effectue à 50V pendant 2h dans un tampon de transfert Tris-glycine 

éthanol (20%). Les membranes sont ensuite saturées dans une solution de BSA (Bovine Serum 

Albumin) 4% pendant 45 min à température ambiante sous agitation, puis incubées à 4°C sur la 

nuit dans une solution d’anticorps primaire (Tableau 4) diluée selon les recommandations du 

fabricant. S’en suivent 3 lavages PBS-Tween 0,1% et l’incubation de l’anticorps secondaire 

couplé à la peroxydase diluée au 5000ème dans une solution de BSA 1%. De nouveau, 3 lavages 

sont effectués puis les membranes sont séchées et mises en contact avec un réactif 

chimiluminescent (solution ECL, Santa-Cruz Biotehnology, et/ou Luminata Crescendo 

Western HRP substrate, Millipore). La luminescence est révélée avec l’appreil ChimiDoc 

XRS+ (Bio-Rad) et les résultats sont analysés avec le logiciel Image Lab (version 5.1 build 8, 

Bio-RA laboratories).  
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Anticorps Références Anticorps Références 

HSP27 Enzo Life Sciences, ADI-

SPA-803, ADI-SPA-800 

β-actine Sigma 1978 

HSP25 Enzo Life Sciences, ADI-

SPA-801 

αSMA Abcam ab5694 

HSC70 Santa-Cruz sc7298 P-ERK (Thr202/Tyr204) Cell Signaling 9106 

E-cadhérine Cell Signaling 3135 ERK Cell Signaling 9107 

N-Cadhérine Cell Signaling 40619 P-Akt (Ser473) (587F11) Cell Signaling 4051 

Vimentine Cell Signaling 3932 Akt (40D4) Cell Signaling 2920 

PAI ThermoFisher Scientific, 

MA5-17171  

P-p65 (Ser536) (93H1) Cell Signaling 3033 

Fibronectine Novus Bio, NBP1-912258 P65 (D14E12) Cell Signaling 8242 

Collagène Sigma Prestige, 

HPA008405 

P-IκBα (Ser32/36) Cell Signaling 9246 

αB-crystallin Enzo Life Sciences, ADI-

SPA-222 

IκBα Cell Signaling 9242 

Tableau 4 : Anticorps primaires utilisé pour le western-blot 

VII. RT-qPCR 

Les ARN totaux des cellules ou des morceaux de poumons sont extraits à l’aide de TRIzol 

(Ambion). Les poumons ont été broyés dans 1ml de TRIzol avec un Ultra-Turrax. S’en suit une 

extraction par séparation de phase avec ajout de choloroforme, puis d’isopropanol qui nous 

permet de précipiter l’ARN. L’ARN est alors resuspendu dans de l’H2O « RNAase-free » après 

2 lavages à l’éthanol 70%. La concentration d’ARN est mesurée au moyen d’un nanodrop 

(NanoDrop 2000). La transcription inverse a été réalisée par le kit M-MLV (Promega). 

Brièvement, les ARN ont été mixés avec des amorce aléatoires hexamériques et chauffés 5 

minutes à 70°C pour l’hybridation. La reverse-transcriptase, un inhibiteur de RNAases et un 

cocktail de désoxyriboNucléotide TriPhosphate (dNTP) sont ajoutés puis chauffés 60 min à 

37°C puis 10 min à 65°C. La Réaction en Chaîne par Polymérase quantitative en Temps Réel 

(RT-qPCR) a été réalisée sur les ADNc ainsi obtenus en utilisant le « SYBR green master mix » 

(Applied Biosystems). Les séquences d’amorces humaines/murines sens et anti-sens utilisées 

sont décrites dans le tableau 5. La q-PCR a été réalisée dans des plaques de qPCR de type Micro 

Amp FAST OPTICAL. Le programme ViiA7 (Applied Biosystems) a permis l’analyse. La 

méthode de quantification relative 2-ΔΔCT a été utilisée pour déterminer l’expression des 

différents gènes. Les valeurs de Ct (Cycle Threshold) de gènes cibles ont été normalisés avec 

un gène de référence (L32, Actine-β) 
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            Amorces humaines                Amorces murines 

Gènes Sens (S) Anti-sens (AS) Gènes Sens (S) Anti-sens (AS) 

PAI 5’CGTGGTTTTCTCA
CCCTATGG 3’ 

5’CTGGGTTTCTCCTCC 
TGTTGTC 3’ 

IL-10 5’TGCTAACCGACTCC
TTAATGCAGGAC 3’ 

5’CCTTGATTTCTGGGCCA
TGCTTCTC 3’ 

TGF-β1 5’ CTGCTGTGGCTA 
CTGGTCC 3’ 

5’ CTTCACCAGCTCCAT 
GTCGAT 3’ 

IL-1β 5’ CAC CAAGCT TTT 
TTG CTG TGA 3’  

5’ GCACGATGCACCTGT 
ACGAT 3’  

SNAIL 5’ACCCCAATC 
GGAAGCCTAAC 3’ 

5’AGGGCTGCTGGAAGG 
TAAAC 3’ 

CXCL10 5’GACGGTCCGCTGCA
ACTG 3’ 

5’GCTTCCCTATGGCCCTC
ATT 3’ 

IL-1β 5’ CACCAAGCTTTT 
TTGCTGTGA3’ 

5’GCACGATGCACCTGT 
ACGAT 3’ 

L32 5’ GAA ACT GGC GGA 
AAT CCCA 3’  

5′ GGATCTGGCCCGAAC 
CTT 3′  

PPARγ 5’GGGCTCCATAAA
GTCACCAA 3’ 

5’GCTGTGCAGGAGATC
ACAGA 3’ 

HSPB5 5’AGGGAAGTGGCTGT
TGAGAAG 3’ 

5’GCCTCTTCGACCAGTTC
TTCG 3’ 

MRC1 5’GGGCAGTGAAAG
CTTATGGA 3’ 

5’CCTGTCAGGTATGTTT
GCTCA 3’ 

Actine-β 5’AGAGCTACGAGC 
TGCCTGAC 3’  

5’ AGCACTGTGTTGGCG 
TACAG 3’  

TNF-α 5’TCCTTCAGACACC
CTCAACC 3’ 

5’AGGCCCCAGTTTGAA
TTCTT 3’ 

Actine-β 5’AGAGCTACG 
AGCTGCCTGAC 3’ 

5’AGCACTGTGTTGGCG 
TAAG 3’ 

Tableau 5 : Amorces humaines/murine de qPCR 

VIII. Tests de cicatrisation  

Des cellules A549 ont été cultivées dans des plaques 6 puits jusqu’à une confluence 

d’environ 80%. Une blessure a ensuite été réalisée sur un diamètre de la zone de culture de 

chaque puits à l’aide d’une pointe de cône stérile (environ 1mm de largeur). Les cellules ont 

été incubées 72h avec du TGF-β1, du TGF-β1+rHSP27 ou du milieu contrôle (CT). Les plaques 

ont ensuite été placées dans une atmosphère humide contrôlée (37°C, 5% CO2) sous un 

microscope Zeiss équipé d’une caméra vidéo haute résolution. Des images ont été réalisées 

automatiquement sur 3 champs par puits toutes les heures pendant 72h. L’analyse de ces images 

(temps définis : 0h, 15h, 30h, 48h et 72h) a permis de mesurer le pourcentage de recouvrement 

de la blessure dans chacune des conditions testées. L’analyse de ces images a été réalisée grâce 

à la macro Wound Healing Tool (Image J).  

IX. Immunofluorescence 

Des cellules A549 ont été mises en culture sur des coverslips de diamètre 13mm et 

d’épaisseur No.1,5 (Cover Glass, VWR). Une fois la confluence cellulaire désirée obtenue, le 

milieu de culture est retiré puis les cellules sont lavées avec du PBS. Les cellules sont ensuite 

fixées par ajout de paraformaldéhyde 4% (PFA) pendant 15min. Les lamelles sont ensuite 

lavées plusieurs fois avec du PBS puis de la glycine 100mM. Afin de permettre aux anticorps 

de pénétrer dans la cellule, une perméabilisation est réalisée par ajout de PBS-Triton 0,1% 

durant 5min. Il est important de noter que l’expérience de colocalisation d’HSP27-His avec 

TLR4 a été réalisée sur cellules vivantes fixées avec un faible pourcentage de PFA (0,5%) afin 

de ne pas perméabiliser les cellules mais de stopper le métabolisme cellulaire.  
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S’en suit une étape de saturation avec du PBS-BSA 5% pendant 20 min sous agitation, puis 

l’incubation des anticorps primaires (Tableau 6) toute la nuit à 4°C en chambre humide. Les 

cellules sont ensuite lavées avec du PBS puis incubées pendant 45 min à température avec 

l’anticorps secondaire couplé à Alexa Fluor® Plus 488 (Polyclonal Goat Secondary Antibody, 

Thermofisher, A11008) pour détecter l’anticorps dirigé contre le His tag (vert). Un autre lavage 

est effectué puis une autre incubation avec un anticorps secondaire couplé à Alexa Fluor® Plus 

568 (Polyclonal Goat Secondary Antibody, Thermofisher, A10042) pour l’anticorops dirigé 

contre le TLR4 et p65 (rouge). Les cellules sont ensuite mises en contact avec du DAPI (milieu 

de montage ProLong® Gold Antifade Moutant with DAPI, Thermofisher) sur lames frost toute 

la nuit à l’obscuirté. Les lames sont finalement analysées par un microscope de fluorescence.  

Anticorps Références Dilution Isotype 

His tag Novus Biologicals, NBP1-31055 1/1000 Mouse 

TLR4 Novus Biologicals, NB100-56580 1/100 Rabbit 

p65 (D14E12) Cell Signaling 8242 1/1000 Rabbit 

Tableau 6 : Anticorps primaires pour Immunofluorescence 

X. Cytométrie en flux 

Les Macrophages sont récupérés par action d’une accutase pendant 30min puis lavées avec 

du PBS avant marquage. Les cellules sont culotées par centrifugation 300 G, 5 min et le culot 

est resuspendu dans une solution saturante (Stain buffer, 554656 BD biosciences) contenant 

des anticorps bloquants les récepteurs Fc (FcR Blocking reagent, 130-059-901, Miltenyi 

Botec). Les cellules sont ensuite lavées et incubées 30 min avec un panel d’anticorps primaires 

(Tableau 7). Les anticorps sont dilués dans la solution saturante. Les cellules sont ensuite lavées 

à deux reprises avec du PBS avant analyse au cytomètre. Juste avant l’analyse, du 7-AAD a été 

ajouté afin d’exclure les cellules mortes. L’analyse s’est effectuée sur un LSR Fortessa (BD 

Biosciences, USA). Un minimum de 20 000 évènements CD11b positifs ont été sélectionnés. 

Les valeurs de compensation ont été déterminées par l’utilisation de billes de compensation 

(BD™ Comp Beads anti-Mouse Ig κ, 552843, BD Biosciences) selon les recommandations du 

fabricant. L’analyse et le calcul des compensations ont été effectués sur le logiciel FlowJo 

Version 10.7.2 (Treestar Inc, USA). L’expression des marqueurs est présentée par l’expression 

de l’intensité de la médiane de fluorescence (MFI). Les contrôles FMO (Fluorescence Minus 

One) ont été réalisés pour chaque expérience ainsi que les contrôles isotypiques. 
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Cibles Fournisseur Référence Clone Hôte Isotype Fluorochrome Bande 

Pass 

Dilution 

CD11b BD 557918 44 Mouse IgG1,κ AF700 730/45 1/200 

CD80 Ozyme 305220 2D10 Mouse IgG1,κ APC 670/14 1/100 

HLA-DR BD 561224 G46-6 Mouse IgG2a,κ V500 525/50 1/200 

CD206 BD 555954 19.2 Mouse IgG1,κ PE 586/15 10µl/test 

 Tableau 7 : Liste des anticorps utilisés pour le marquage cytométrie 

 

XI. Analyses Statistiques 

La comparaison entre deux groupes a été réalisée en utilisant le teste t non-paramétrique 

Mann-Whitney. La comparaison entre plusieurs groupes a été réalisée en utilisant le test 

ANOVA non-paramétrique Kruskal-Wallis. Une valeur de p<0,05 a été considérée comme 

significative (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). 
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RESULTATS 
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Premier Projet : Les macrophages alvéolaires 
CD206+ comme cible théranostique de la fibrose 

pulmonaire 

 Les macrophages alvéolaires occupent une place importante dans la fibrogenèse 

pulmonaire. Selon l’environnement immunologique, les macrophages peuvent se différencier 

en phénotypes M1 plutôt pro-inflammatoire ou M2 plutôt anti-inflammatoire et pro-fibrosants. 

Le développement de la fibrose pulmonaire s’accompagne d’une infiltration tissulaire de 

cellules macrophagiques au phénotype M2 dominant. Il est connu que ces cellules sont des 

producteurs majeurs de TGF-β1, une des principales cytokines impliquées dans la 

transformation mésenchymateuse des cellules pulmonaires et dans le développement de la 

fibrose.  Les macrophages M2 expriment à leur surface le récepteur CD206, qui est couramment 

utilisé pour la caractérisation de ce phénotype. Dans cette partie de mon travail de thèse, nous 

avons mis en avant : 

- L’augmentation de l’expression des macrophages alvéolaires CD206+ en cas de fibrose 

dans le tissu pulmonaire humain ou murin, et la corrélation entre cette expression et la 

gravité de la pathologie.  

- L’intérêt d’utiliser le CD206 comme un marqueur de suivi et de pronostic du 

développement de la fibrose 

- L’efficacité d’un inhibiteur du CD206 à limiter le développement de la fibrose  

 

Ce travail a donné lieu à un article, dont je suis le premier auteur, soumis dans le journal 

« Nature Communication » (IF 2020 : 14,9) et est actuellement en révision. 
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One Sentence Summary: CD206+ macrophage inhibition reduces lung fibrosis (LF) in mice and 19 

CD206 in vivo imaging to guide targeted therapy is a promising tool towards personalized 20 

medicine in LF.  21 

Abstract: Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a progressive disease characterized by an 22 

excessive collagen deposition leading to functional decline. Therapeutic options for IPF are limited 23 

to nintedanib and pirfenidone which are only able to reduce fibrosis progression. CD206-24 

expressing M2 macrophages are involved in fibrosis progression. Whether CD206+ macrophages 25 

may be relevant therapeutic targets or biomarkers remain an open question. In our study, CD206+ 26 

lung macrophages were monitored in bleomycin-induced lung fibrosis in mice by combining flow 27 

cytometry and in vivo molecular imaging using a SPECT radiopharmaceutical, 99mTc-tilmanocept, 28 

targeting CD206. We demonstrate that CD206+ macrophages are increased in correlation with 29 

collagen from early to advanced stages of the disease and in IPF lung biopsies. We demonstrate a 30 

decrease in CD206+ lung macrophages upon treatment with nintedanib and tofacitinib, a known 31 

inhibitor of M2 macrophages. Tofacitinib also reduced lung fibrosis. Thus, M2 may be a relevant 32 

theranostic target towards personalized medicine in IPF. 33 

INTRODUCTION 34 

Idiopathic Pulmonary Fibrosis (IPF) is a rare and devastating chronic interstitial lung disease with 35 

a poor median survival (5 years, 1) and an increased prevalence in the elderly population 2. 36 

Currently, no curative treatment is available to reverse or even stop the disease progression. Only 37 
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nintedanib and pirfenidone are commonly used and slow down lung function decline 1, 3. IPF is 38 

characterized by the usual interstitial pneumonia (UIP) histopathological and imaging pattern and 39 

because of its rare and diffuse form, early diagnosis is a clinical challenge. Despite increasing 40 

knowledge, the physiopathology of IPF remains misunderstood and finding new therapeutic 41 

targets and associated biomarkers are major clinical concerns. While High-Resolution Computed 42 

Tomography (HRCT) considerably improved IPF diagnosis 2, a significant number of patients 43 

requires invasive procedures such as lung biopsy with a high associated morbidity and mortality. 44 

As there is currently no tool to predict disease progression in IPF patients, the discovery of non-45 

invasive biomarkers to promote early diagnosis and monitor fibrosis evolution is key to improve 46 

patients’ outcome and therapy efficiency. The unpredictable interpersonal-variability of current 47 

anti-fibrotic drugs, pirfenidone and nintedanib, in term of efficiency is another evidence that IPF 48 

biomarkers are desperately needed. Accordingly, new imaging predictive biomarkers may 49 

constitute candidates to ameliorate patients’ care towards personalized managements of IPF 50 

patients. 51 

Macrophages have been recently described as cells involved in the physiopathology of IPF 4. 52 

Depending on the microenvironment, macrophages can be classically activated as pro-53 

inflammatory (M1) or alternatively activated as anti-inflammatory/pro-fibrotic (M2) 54 

macrophages. IPF lungs are predominantly infiltrated by M2 macrophages during the course of 55 

disease development and progression 5. Interestingly, M2 macrophages produce high levels of 56 

profibrotic mediators such as TGF-β1, one of the main cytokines involved in fibrosis 6, which 57 

induce myofibroblast activation and in fine fibrosis progression 7. In addition, M-CSF is a well-58 

known actor of lung fibrosis which drives the recruitment of macrophages in the lungs and 59 

promotes their polarization into the M2 phenotype 8. M2 macrophages express CD206 on their 60 
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surface, a C-type lectin mannose receptor, which is commonly sought to identify M2 polarization. 61 

Interestingly, M2 macrophages have been used as therapeutic targets or imaging biomarkers 62 

through CD206 in other diseases such as rheumatoid arthritis (RA) or cancer 9, 10. Technetium-63 

99m labelled tilmanocept (99mTc-tilmanocept, Lymphoseek™), is a radiopharmaceutical 64 

diagnostic imaging agent designed for the sentinel lymph nodes mapping through the targeting of 65 

their abundant M2 macrophages content. This radiolabelled probe is suitable for in vivo Single 66 

Photon Emission Computed Tomography (SPECT) imaging, and is able to bind mannose receptors 67 

(CD206) expressed by M2 macrophages with a very high affinity 11. The Janus-associated Kinases 68 

JAK 1 and JAK 3 inhibitor Tofacitinib has recently been shown to reduce CD206 expression in 69 

M2 macrophages 12. Interestingly, Tofacitinib is currently evaluated in clinical phase I/II trials for 70 

systemic sclerosis (NCT03274076) and has been approved for RA 13, both diseases with lung 71 

fibrosis involvement. Tofacitinib has also been shown to reduce lung fibrosis in a bleomycin-72 

induced model of scleroderma and RA-associated interstitial lung disease 14, 15. 73 

In this context, the aim of this study was first to identify the cellular population driving CD206 74 

expression in the lungs and to determine whether CD206+ macrophages may be relevant 75 

therapeutic targets or biomarkers in lung fibrosis. 99mTc-tilmanocept was used to monitor CD206+ 76 

macrophages during lung fibrosis progression. The impact of the anti-fibrotic drug nintedanib on 77 

CD206+ macrophages was evaluated and the anti-fibrotic potential of tofacitinib was tested in 78 

experimental lung fibrosis.  79 

 80 

Results 81 

CD206 tracking in bleomycin-induced lung fibrosis 82 

https://en.wikipedia.org/wiki/Radiopharmaceutical
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Flow cytometry phenotyping and an unsupervised visual implementation of t-distributed stochastic 83 

neighbor embedding (t-SNE) analysis were used in order to study lung macrophages at several 84 

stages of BLM-induced lung fibrosis. Our t-SNE analysis was based on 7 markers (CD45, CD11b, 85 

CD11c, F4/80, Ly6g, SiglecF and CD206) and clusterization was performed in order to obtain 10 86 

clusters of pulmonary cells identified according to the expression levels of phenotypic markers as 87 

previously described (Fig. 1A-B, 16). Regarding macrophages, 4 populations were identified. 88 

Tissue resident-alveolar macrophages (TR-AMs) were defined as CD45+, CD11b-, F4/80+, 89 

CD11chigh, CD206high, SiglecF+. On the contrary, the interstitial macrophages (IMs) did not express 90 

CD11c but were described as CD45+, F4/80+, CD11b+, CD11c-, SiglecF-, CD206-. Interestingly, 91 

we could observe another IMs population, that we called IMs3 and which has been described by 92 

Gibbins et al., characterized by the acquisition of CD11c (CD45+ F4/80+ CD11b+ CD11clow 93 

SiglecF- CD206-, 17). The last subpopulation of macrophages was defined as a recruited population 94 

following bleomycin injury and was called recruited monocyte-derived macrophages (RM-DMs) 95 

identified as CD45+ F4/80+ CD11b+ CD11c+ CD206high SiglecFlow. 96 

Interestingly, t-SNE analysis showed a high CD206 expression mainly in two macrophages 97 

populations: RM-DMs and TR-AMs (Fig. 1C). IMs and IMs3 did not express CD206 compared 98 

to RM-DMs and TR-AMs. To note, the apparent expression of CD206 by eosinophils represented 99 

an artefact due to their autofluorescence in the phycoerythrin (PE) channel as previously described 100 

18. All the other clusters did not express CD206 (Fig. 1B), therefore our study focused on RM-101 

DMs and TR-AMs. A t-SNE representation of CD11b compared to CD206 indicated that only 102 

RM-DMs co-expressed CD206 and CD11b (Fig. 1C). 103 

Fig 1D shows the evolution of the different clusters at each time point upon BLM challenge 104 

compared to control mice (NaCl). As expected, RM-DMs were not found in control mice in which 105 
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macrophage population was mostly composed of TR-AMs (Fig. 1D). At day 8 post-BLM, a RM-106 

DMs population arose in BLM treated mice. This new macrophage population remained present 107 

throughout the BLM challenge even during the fibrosis phase (from D8 to D21, Fig. 1D).  On the 108 

contrary, TR-AMs arose only from D15 to D21 in BLM-treated mice and were significantly higher 109 

compared to NaCl and BLM-treated mice at D8 (Fig. 1D). No changes in the IMs population was 110 

observed (Fig. 1D).  111 

In order to quantify the expression of CD206 in TR-AMs and RM-DMs, a conventional flow 112 

cytometry analysis was performed using a gating strategy (Fig. S1) previously described 16, 19. 113 

CD206 and CD11b expression were quantified using Median Fluorescence Intensity (MFI) and 114 

the percentages of positive cells for each marker were determined. In TR-AMs, we observed an 115 

increase in CD206 expression only at D8 post BLM compared to NaCl (Fig. 2A). However, the 116 

percentage of CD206-positive TR-AMs significantly dropped from D8 to D22 after BLM 117 

administration compared to NaCl. In RM-DMs, BLM induced a significant increase in CD206 118 

expression at D22 compared to NaCl (Fig. 2A). The percentage of CD206-positive RM-DMs 119 

considerably increased from D8 up to D22 after BLM compared to NaCl. Interestingly, while the 120 

expression of CD206 in TR-AMs remained higher than in RM-DMs throughout the experiment, 121 

BLM induced a switch in the dominant population as RM-DMs become significantly more 122 

numerous compared to TR-AMs from D8 up to D22 (Fig.2B). Regarding the expression of CD11b 123 

expression, we observed a higher expression in RM-DMs than in TR-AMs regardless of the 124 

treatment conditions (Fig. 2B). Nevertheless, CD11b expression dropped in RM-DMs at D22 in 125 

BLM-treated mice compared to NaCl. CD11b expression in TR-AMs was increased by BLM at 126 

D8 and D15. At the cellular level, there was a huge increase in RM-DMs CD11b+ cells upon BLM 127 
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treatment from D8 to D22 compared to NaCl. The percentage of TR-AMs CD11b+ cells remained 128 

low despite a slight increase at D8 and D15 after BLM treatment compared to NaCl.  129 

Finally, we showed by a bi-parametric plot the dynamic of evolution of cells expressing CD206 130 

and/or CD11b (Fig. 2C). In TR-AMs, BLM induced a significant decrease in CD11b-/CD206+ 131 

cells which then increased at D15 and D22 to return at a level similar to controls. Double positive 132 

TR-AMs followed an opposite evolution with an increase at D8 followed by a decrease at D15 and 133 

D22 (Fig. 2C). Interestingly, BLM treatment induced a similar kinetic of variation for RM-DMs 134 

compared with TR-AMs, suggesting similar phenotypic modifications between both cell 135 

populations (Fig. 2C).  136 

 137 

CD206 and collagen are relevant targets for in vivo imaging in experimental lung fibrosis 138 

Immunostaining of lung sections from NaCl and BLM-receiving mice demonstrated that CD206 139 

was upregulated in lung fibrosis (Fig S2A). CD206 expression strongly co-localized with CD68, 140 

a pan-macrophage marker, indicating that CD206 was mainly expressed by a subtype of 141 

macrophages in the fibrotic lung. Interestingly, CD206 upregulation was found in fibrotic but also 142 

in non-fibrotic lung areas of BLM-receiving mice (Fig S2A). These results were confirmed by 143 

autoradiography using 99mTc-tilmanocept to target CD206. Autoradiographic signal of 99mTc-144 

tilmanocept was significantly higher in lung sections from BLM-receiving mice compared with 145 

controls (Fig. S2B). Interestingly, areas with higher 99mTc-tilmanocept signal correlated with areas 146 

with higher signal of picrosirius red staining which represent areas with higher collagen content 147 

(Fig. S2B). The concomitant addition of an excess of unlabeled tilmanocept (blocking conditions) 148 

strongly reduced 99mTc-tilmanocept autoradiographic signal, demonstrating a competition between 149 

radiolabeled and unlabeled tilmanocept therefore showing the specificity of the binding (Fig. S2B). 150 
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Similar results were obtained with a 68Ga-labelled radiotracer targeting collagen, 68Ga-collagelin, 151 

which showed a higher autoradiographic signal in lung sections from BLM-receiving mice 152 

compared with controls (Fig. S2C). Similarly, the concomitant addition of an excess of unlabeled 153 

collagelin (blocking conditions) strongly reduced 68Ga-collagelin autoradiographic signal 154 

demonstrating the specificity of the binding (Fig. S2C). 155 

 156 

In vivo imaging of CD206 can detect BLM-induced lung fibrosis 157 

NaCl and BLM-receiving mice underwent SPECT/CT imaging with the CD206 targeting agent 158 

99mTc-tilmanocept at several stages of experimental fibrosis (Fig. S3A). The 99mTc-tilmanocept 159 

lung uptake was significantly increased in BLM-treated mice at D8, D15 and D22 compared to 160 

controls (Fig. 3A, B). Ex vivo radioactivity quantification of the lungs confirmed the increase in 161 

99mTc-tilmanocept lung uptake at D8, D15 and D22 in BLM-treated animals (Fig. S4A). Similarly, 162 

lung CT of BLM-receiving mice showed an increase in fibrotic consolidations compared with 163 

control mice with an increase in mean lung density (MLD) in BLM-treated mice compared with 164 

controls at D8, D15 and D22 (Fig. 3C). The concomitant administration of an excess of unlabeled 165 

tilmanocept (blocking conditions) induced a significant decrease in 99mTc-tilmanocept lung uptake 166 

in fibrotic mice (Fig. 3B, C, Fig. S4A). Interestingly, 99mTc-tilmanocept lung uptake on SPECT/CT 167 

significantly correlated with MLD measured on CT (Fig. 3D). Similarly, ex vivo 99mTc-tilmanocept 168 

lung uptake correlated with collagen content measured by histology (picrosirius red quantification) 169 

in BLM-receiving mice at D22 (Fig. S4B). 170 

 171 

In vivo imaging of collagen to detect BLM-induced lung fibrosis 172 
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NaCl and BLM-receiving mice underwent PET/CT imaging with the collagen targeting agent 173 

68Ga-collagelin at several stages of experimental fibrosis (Fig. S3A). The 68Ga-collagelin lung 174 

uptake was significantly increased in BLM-treated mice at D14 and D21 compared to controls 175 

(Fig. 3E, F). Ex vivo radioactivity quantification of the lungs confirmed the increase in 68Ga-176 

collagelin lung uptake at D14 and D21 in BLM-treated animals (Fig. S4C). Similarly, lung CT of 177 

BLM-receiving mice showed an increase in fibrotic consolidations compared with control mice 178 

with an increase in MLD in BLM-treated mice compared with controls at D14 and D21 (Fig. 3G). 179 

The concomitant administration of an excess of unlabeled collagelin (blocking conditions) induced 180 

a significant decrease in 68Ga-collagelin lung uptake in fibrotic mice (Fig. 3F, G and Fig. S4C). 181 

Interestingly, 68Ga-collagelin lung uptake on PET/CT significantly correlated with MLD measured 182 

on CT (Fig. 3H). Similarly, ex vivo 68Ga-collagelin lung uptake correlated with collagen content 183 

measured by histology (picrosirius red quantification) in BLM-receiving mice at D21 (Fig. S4D). 184 

 185 

Nintedanib limits the BLM-induced CD206 upregulation in experimental fibrosis 186 

The effects of nintedanib on macrophage polarization and CD206 expression was evaluated in 187 

vitro on macrophages isolated from human buffy coat and treated by IL-4, an inducer of M2 188 

polarization. As expected, nintedanib induced a dose-dependent inhibition of IL-4-induced M2 189 

polarization associated with a decrease in CD206 expression (Fig. S5A).  190 

In vivo NaCl- and BLM-receiving mice were treated with nintedanib from D7 to D20 and a 191 

cytometry analysis of pulmonary macrophages (TR-AMs and RM-DMs) was performed at D21. 192 

CD206 and CD11b expression were quantified using Median Fluorescence Intensity (MFI) and 193 

the percentage of positive cells for each marker were determined. While nintedanib did not affect 194 

BLM-induced CD206 expression in TR-AMs, nintedanib significantly reduced CD206 expression 195 
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in RM-DMs after BLM (Fig. 4A). Interestingly, nintedanib did not affect the BLM-induced 196 

decrease in CD206+ TR-AMs while it significantly prevented the increase in the percentage of 197 

CD206+ RM-DMs induced by BLM challenge (Fig. 4A).  198 

Regarding CD11b, nintedanib had a slight inhibitory effect on the increase of CD11b expression 199 

induced by BLM in TR-AMs but did not change the proportion of CD11b+ TR-AMs (Fig 4B). 200 

However, nintedanib did not show any effect on CD11b expression nor on the proportion of 201 

CD11b+ RM-DMs (Fig. 4B). A bi-parametric analysis of CD11b and CD206 expression showed 202 

a slight, non-significant, decrease in the percentage of double positive TR-AMs after nintedanib. 203 

The percentage of double positive RM-DMs decreased significantly after nintedanib compared to 204 

BLM mice (Fig. 4C). However, BLM treatment decreased CD11b- CD206+ cells in TR-AMs while 205 

increasing them in RM-DMs. Interestingly, nintedanib limited the BLM-induced decrease of 206 

CD11b- CD206+ cells in TR-AMs while had no impact of CD11b- CD206+ RM-DMs population. 207 

 208 

In vivo imaging of CD206 and collagen is a useful tool to monitor nintedanib efficacy on 209 

fibrosis and CD206 expression 210 

NaCl and BLM-receiving mice treated or not with nintedanib underwent longitudinal imaging with 211 

99mTc-tilmanocept and 68Ga-collagelin successively at D8-9, D15-16 and D22-23 (Fig. S3B). Lung 212 

uptake of 99mTc-tilmanocept and 68Ga-collagelin increased at early stage (D8-9) in BLM-receiving 213 

mice and remained higher compared to control up to D23 (Fig. 5A, C). Interestingly, in BLM-214 

receiving mice nintedanib treatments dramatically decreased 99mTc-tilmanocept and 68Ga-215 

collagelin lung uptake at D16 and D23 (Fig. 5A, C). These results were confirmed by gamma 216 

counting at D23 in which 99mTc-tilmanocept lung uptake was significantly higher in BLM-217 

receiving mice and was decreased by nintedanib (Fig. S5B). Similarly, MLD measured on CT 218 
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significantly increased from D9 to D23 in BLM-receiving mice and was decreased by nintedanib 219 

treatments (Fig. 5B). Importantly, collagen quantification on lung sections confirmed that 220 

nintedanib reduced collagen content in BLM-receiving mice treated with nintedanib compared 221 

with mice receiving vehicle at D23 (Fig. 5D). 222 

 223 

Tofacitinib reduces CD206 expression in BLM-induced fibrosis model 224 

The effect of tofacitinib, a Janus-associated Kinases JAK 1 and JAK 3 inhibitor, on CD206 225 

expression was first evaluated in vitro on macrophages isolated from human buffy coat and treated 226 

with IL-4 to induce a M2 polarization. Tofacitinib significantly inhibited the IL4-induced CD206 227 

overexpression in macrophages in a dose-dependent manner (Fig. S6). 228 

In vivo, NaCl- and BLM-treated mice were treated with tofacitinib from D7 to D20 and cytometry 229 

analysis of pulmonary macrophages was performed at D20. In line with figure 2, BLM induced a 230 

significant increase in CD206 expression in TR-AMs and RM-DMs (Fig 6A). Tofacitinib 231 

treatment partially inhibited this increase in the RM-DMs population but not in TR-AMs. When 232 

expressed in percentage of CD206 positive cells, the results showed also that the increase induced 233 

by BLM is prevented by tofacitinib (Fig. 6A). However, tofacitinib did not modify CD11b 234 

expression and percentage of CD11b-positive cells (Fig. 6B). A bi-parametric analysis of CD11b 235 

and CD206 expression in RM-DMs and TR-AMs showed that tofacitinib did not prevent the BLM-236 

induced increase in the number of CD11b+ CD206+ populations TR-AMs nor RM-DMs. In 237 

addition, tofacitinib had no impact on CD11b- CD206+ TR-AMs while it prevented the rise of 238 

CD11b- CD206+ RM-DMs induced by BLM (Fig. 6C).  239 

 240 
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In vivo imaging of CD206 and collagen is a useful tool to monitor tofacitinib efficacy on 241 

fibrosis and CD206 expression 242 

NaCl and BLM-receiving mice treated or not with tofacitinib underwent longitudinal imaging with 243 

99mTc-tilmanocept and 68Ga-collagelin successively at D8-9, D15-16 and D22-23 (Fig. S3B). Lung 244 

uptake of 99mTc-tilmanocept and 68Ga-collagelin increased at early stage (D8-9) in BLM-receiving 245 

mice and remained higher compared to control up to D23 (Fig. 7A, C). Interestingly, in BLM-246 

receiving mice tofacitinib treatments dramatically decreased 99mTc-tilmanocept and 68Ga-247 

collagelin lung uptake at D16 and D23 (Fig. 7A, C). These results were confirmed by gamma 248 

counting at D23 in which 99mTc-tilmanocept lung uptake was significantly higher in BLM-249 

receiving mice compared with mice receiving BLM and tofacitinib (Fig. S7A). Similarly, MLD 250 

measured on CT significantly increased from D16 to D23 in BLM-receiving mice and this effect 251 

was prevented by tofacitinib treatments (Fig. 7B). Interestingly, collagen quantification on lung 252 

sections confirmed that tofacitinib reduced collagen content in BLM-receiving mice treated with 253 

tofacitinib compared with mice receiving vehicle at D23 (Fig. 7D). Further, a strong correlation 254 

was shown between 99mTc-tilmanocept and 68Ga-collagelin lung uptakes in BLM receiving mice 255 

(Fig. S7B).  256 

Fibrosis progression as well as tofacitinib efficacy was quantified using the variation of 68Ga-257 

collagelin lung uptake between D8 and D22 (Δ68Ga-collD8-D22). BLM induced an increase in 258 

Δ68Ga-collD8-D22 demonstrating fibrosis progression between D8 and D22 (Fig. S7C). Tofacitinib 259 

significantly decreased Δ68Ga-collD8-D22 showing the anti-fibrotic potential of this drug (Fig. S7C). 260 

In order to determine the predictive value of early collagen/CD206 imaging, correlation studies 261 

between Δ68Ga-collD8-D22 and values of 99mTc-tilmanocept or 68Ga-collagelin lung uptake at D9 262 

were performed. Interestingly, in BLM-receiving mice, 99mTc-tilmanocept lung uptake at D9 263 
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positively correlated with Δ68Ga-collD8-D22 showing that lungs with higher 99mTc-tilmanocept 264 

uptake at D9 were those with higher fibrosis progression (Fig. S7D). Interestingly, 99mTc-265 

tilmanocept uptake at D9 negatively correlated with Δ68Ga-collD8-D22 in tofacitinib-treated mice 266 

demonstrating that lungs with higher 99mTc-tilmanocept uptake at D9 were those in which 267 

tofacitinib showed the best efficacy (Fig. S7E). On the contrary, 68Ga-collagelin lung uptake at D9 268 

did not correlate with Δ68Ga-collD8-D22 in BLM-receiving mice nor in mice treated with tofacitinib 269 

showing that D9 68Ga-collagelin was not predictive of fibrosis progression nor of tofacitinib 270 

efficacy (Fig. S7F-G). 271 

 272 

CD206 is a relevant target in human IPF 273 

Immunostaining of lung biopsies from IPF patients and controls demonstrated that CD206 was 274 

upregulated in IPF (Fig. 8A). CD206 expression strongly co-localized with CD68, a pan-275 

macrophage marker, indicating that CD206 was mainly expressed by a subtype of macrophages in 276 

the fibrotic lungs. Immunostainings also demonstrated that collagen was upregulated in IPF 277 

biopsies compared with controls (Fig. 8A). These results were confirmed by autoradiography in 278 

which autoradiographic signal of 99mTc-tilmanocept was significantly higher in IPF biopsies 279 

compared with controls (Fig. 8B). The concomitant addition of an excess of unlabeled tilmanocept 280 

(blocking conditions) strongly reduced 99mTc-tilmanocept signal demonstrating the specificity of 281 

the binding (Fig. 8B). In addition, analysis of publically available datasets demonstrates an 282 

upregulation of CD206 gene, MRC1, in IPF lungs (Fig. 8C). Interestingly, this upregulation of 283 

MRC1 was found both in fibrotic and non-fibrotic areas of IPF tissues (Fig. 8D). Further, MRC1 284 

expression was found upregulated in IPF patients with a progressive disease compared with IPF 285 
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patients who did not show progression over a year (Fig. 8E), demonstrating the potential interest 286 

of CD206 as a marker of active fibrosis in IPF patients.  287 

 288 

Discussion 289 

Macrophages have a high plasticity and can acquire several phenotypes with pro-inflammatory 290 

(M1) or anti-inflammatory/pro-fibrotic (M2) properties depending on the microenvironment. It 291 

has been largely demonstrated that IPF lungs are predominantly infiltrated by M2 macrophages 292 

which produce high levels of profibrotic mediators such as TGF-β1 6, 20, 21. Here, we demonstrate 293 

in our models that M2 macrophages expressing CD206 are upregulated from early stage of fibrosis 294 

and remain present at high levels up to later stages. A critical issue is the origin of these pro-fibrotic 295 

M2 macrophages during lung fibrosis. Among macrophages in the lungs, AMs have been clearly 296 

identified as the population responsible for the resolution of inflammation and tissue repair 22. 297 

Misharin et al. were the first group to identify a population of monocyte-derived AMs appearing 298 

during BLM-induced lung fibrosis in mice 16, 23. Their work described this AMs population as 299 

SiglecFlow CD11chigh expressing CD11b named monocyte-derived alveolar macrophages (Mo-300 

AMs). As in our study, Misharin et al. described a heterogeneity of AMs in the lungs with two 301 

main populations, tissue resident AMs (TR-AMs) and monocyte-derived recruited AMs (Mo-302 

AMs/RM-DMs) 23. While TR-AMs have been shown to self-renew during homeostasis, RM-DMs 303 

have been demonstrated to be largely recruited in the alveolar space during chronic inflammation 304 

where they actively participate in the development of a fibrotic microenvironment 22. In addition, 305 

the deletion of RM-DMs after their recruitment to the lung is able to prevent fibrosis, whereas the 306 

deletion of TR-AMs had no effect on fibrosis severity 23. Our study confirms that both TR-AMs 307 

and RM-DMs express CD206 as previously described 24. Interestingly, our study highlights the 308 
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kinetic of RM-DMs recruitment and demonstrates a close interconnection between CD11b and 309 

CD206 expression in recruited macrophages in the lungs after BLM challenge. RM-DMs present 310 

a strong CD11b+ expression at D8 which rapidly decreases at D16 and D22 concomitantly with a 311 

stable gain of CD206 expression. Accordingly, after a significant increase in CD11b+ CD206+ 312 

RM-DMs cells at D8, the percentage of this population decreases in favor of CD11b- CD206+ at 313 

later stage of the disease. These findings are in accordance with previous studies demonstrating 314 

that BLM induces apoptosis of TR-AMs 25 which may be replaced by RM-DMs after BLM-315 

induced inflammation 4, 8, 26. In our work, TR-AMs, despite their weak percentage at D8, were 316 

strongly CD11b+ CD206+ at D8, as the RM-DMs, and then, at later stages lost CD11b expression 317 

but maintained a high expression of CD206. As TR-AMs are known to be CD11b- cells, the high 318 

proportion of TR-AMs expressing CD11b+ SiglecFlow CD206+ at D8 may suggest that upon BLM, 319 

RM-DMs are the main cell population responsible for the maintenance of the AMs population 320 

instead of a self-renewal of TR-AMs as previously described 16. In addition, in accordance with 321 

previous studies, we confirm here that TR-AMs exhibit a higher expression of CD206 compared 322 

with RM-DMs at basal level and in BLM-induced fibrosis 16, 23. However, upon BLM the 323 

percentage of TR-AMs considerably drops in favor of CD206+ RM-DMs. Consequently, our study 324 

identifies the RM-DMs, the population responsible for the worsening of fibrosis 23, as the 325 

population responsible for CD206 expression in BLM-induced lung fibrosis in mice. Therefore, 326 

CD206 may be a potent biomarker of fibrosis progression and activity.  327 

The potential use of CD206 as a non-invasive biomarker of fibrosis progression was further 328 

confirmed in our study by using in vivo CD206-targeted molecular imaging. In vivo molecular 329 

imaging has recently become a central tool in preclinical research, clinical trials and medical 330 

practice for diagnosis and monitoring of several diseases. Our group and others recently 331 
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demonstrated that longitudinal CT-scan in preclinical BLM-induced lung fibrosis was a reliable 332 

tool to monitor the severity and progression of lung fibrotic areas 27, 28, 29, 30. We confirm here these 333 

findings by showing an increased MLD throughout BLM-induced fibrosis. An excessive and 334 

aberrant deposition of collagen is the hallmark of lung fibrosis. As a consequence, ex vivo collagen 335 

quantification in lung tissue is often used to quantify the severity of fibrosis in animal models. 336 

Here, we used a probe targeting collagen I and III radiolabelled with Gallium-68, a PET 337 

radionuclide, in order to detect collagen in vivo. The main advantage of our probe, 68Ga-collagelin, 338 

is that it allows a longitudinal evaluation of lung collagen content during fibrosis development. 339 

We demonstrate that 68Ga-collagelin is able to specifically and accurately detect lung fibrosis in 340 

strong correlation with fibrosis evaluation by CT-scan and histology showing the potential of this 341 

probe to stage pulmonary fibrosis in our animal model. These results are in accordance with 342 

previous work with this collagen-binding probe on other preclinical models of fibrosis 31, 32. 343 

Désogère et al. showed similar results with a collagen I-specific PET probe, CBP8 also 344 

radiolabelled with 68Ga, with high specificity of 68Ga-CBP8 for pulmonary fibrosis in vivo in 345 

BLM-treated mice 33. In addition, our findings with 68Ga-collagelin were in accordance with 68Ga-346 

CBP8 lung uptake, which correlated with lung collagen content and showed sensitivity to monitor 347 

response to treatment in BLM-induced lung fibrosis 33. Similarly, we demonstrate here that in vivo 348 

longitudinal imaging of CD206 is able to specifically and accurately detect lung fibrosis severity 349 

and progression in correlation with CT-scan data and collagen imaging. Surprisingly, even though 350 

we identified a TR-AMs population expressing high basal levels of CD206 in untreated mice, 351 

99mTc-tilmanocept imaging did not show a high background in the lungs and image quality was 352 

sufficient for an accurate quantification of fibrosis in BLM-treated mice compared with controls. 353 

Even if TR-AMs show a high expression of CD206 their proportion in the untreated lung may be 354 
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too low to generate a residual lung uptake. Nevertheless, TR-AMs proportion and 99mTc-355 

tilmanocept imaging needs to be further investigated in humans in order to determine whether the 356 

threshold of detection of CD206 between healthy individuals and IPF patients is relevant for the 357 

use of 99mTc-tilmanocept as a diagnostic/follow-up imaging tool in this disease. Taken together, 358 

our flow cytometry and imaging data strongly suggest that CD206 upregulation in BLM-induced 359 

lung fibrosis is mainly due to the recruitment of pro-fibrotic RM-DMs at site of injury and that 360 

these CD206+ cells may represent a promising biomarker for non-invasive lung fibrosis 361 

monitoring. Further, our data showing that CD206 gene expression in human is able to 362 

discriminate non-progressor versus progressor IPF patients is another evidence supporting CD206 363 

as a biomarker which may improve IPF patients’ management. 364 

The main clinical challenge in IPF is the unpredictable evolution of lung fibrosis and the 365 

impossible monitoring of anti-fibrotic therapy efficacy. Here, we confirm in vitro on PBMC and 366 

in vivo by flow cytometry and imaging of CD206 the results of Bellamri et al., which showed that 367 

nintedanib considerably altered human macrophages phenotype towards a reduction of M2 368 

markers including CD206 34. Nintedanib induced a rapid decrease in CD206 expression in the 369 

lungs especially in RM-DMs. Furthermore, both RM-DMs and TR-AMs CD11b+ CD206+ 
370 

population were impacted by nintedanib, in contrast to CD11b- CD206+, that might suggest an 371 

inhibition at an early stage of monocyte/macrophage infiltration in the lung. Our data suggest that 372 

the decrease in CD206 by nintedanib may be at least in part driven by a direct role on M2 373 

polarization. This hypothesis is supported by previous reports 34. On the other hand, nintedanib in 374 

addition to its role on macrophage polarization might also reduce the recruitment of M2 375 

macrophages as shown by the decrease in CD11b+ cells upon nintedanib treatment. Whether the 376 

impact of nintedanib is direct or indirect to reduce CD206 expressing M2 macrophages remains to 377 
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be further investigated. The rapid decrease in CD206 expression was also significantly detected 378 

by molecular imaging in correlation with a decrease in CT consolidations and collagen content 379 

suggesting that CD206-targeted imaging may represent a step toward the development of tools to 380 

monitor anti-fibrotic efficacy of nintedanib. However, the clinical relevance of the effect of 381 

nintedanib on M2 polarization should be taken with caution since nintedanib inhibits macrophage 382 

functions in vitro at higher concentrations than those measured in IPF patients 35. In our study 383 

nintedanib significantly reduced CD206 expression at concentration of 500 nM, whereas the 384 

highest blood concentrations measured in IPF patients are about 10 folds lower 35.  385 

Therapeutic strategies targeting CD206 in lung fibrosis have recently been shown to be efficient 386 

in preventing fibrosis progression. It has been demonstrated that the CD206-specific blocking 387 

peptide RP-832c significantly reduced bleomycin-induced fibrosis in a dose dependent manner, as 388 

well as decreased CD206, TGF-β1 and α-SMA expression in mouse lungs. Interestingly, RP-832c 389 

did not induce any changes in the expression of resident alveolar macrophage markers suggesting 390 

that CD206 inhibition and subsequent fibrosis prevention was mainly due to an action on RM-391 

DMs 36. In addition, Wang et al. demonstrated that microcystin-LR, a cyclic peptide produced by 392 

cyanobacteria, was able to ameliorate experimental lung fibrosis via the inhibition of CD206+ M2-393 

like macrophage polarization 37. In accordance with these findings, we demonstrate here that 394 

tofacitinib, a known JAK inhibitor able to modulate macrophages polarization limiting the CD206 395 

expressing M2 phenotype 12, 38, induces a loss of CD206 expression in the lung mainly in RM-396 

DMs. In opposition with nintedanib, the inhibition of CD206 induced by tofacitinib was focused 397 

on the RM-DMs CD11b- CD206+ population, probably at late stage of macrophage infiltration into 398 

the alveoli. Interestingly, tofacitinib did not impact CD11b expression. The decrease in CD206 399 

may be either the consequence of a lower proportion of RM-DMs or a direct inhibition of CD206 400 
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that leads to the reduction of infiltrated-macrophages. Interestingly, in vivo CD206 imaging 401 

showed a significant decrease in 99mTc-tilmanocept lung uptake in correlation with 68Ga-collagelin 402 

lung uptake and MLD. In addition, we demonstrate here that early CD206 imaging with 99mTc-403 

tilmanocept is correlated with fibrosis progression and tofacitinib efficacy. As a consequence, 404 

99mTc-tilmanocept lung imaging may have a great interest as a non-invasive companion biomarker 405 

to select patients for anti-CD206 therapy and to predict fibrosis progression in patients, a tool that 406 

is currently not available for lung fibrosis, what could improve the personalized management of 407 

IPF patients. In addition, based on our findings CD206 inhibition also appears as a novel 408 

therapeutic strategy for lung fibrosis. Tofacitinib is a JAK inhibitor under investigation in 409 

scleroderma and approved for the treatment of RA 13, two pathologies with a significant proportion 410 

of patients who ultimately develop progressive lung fibrosis 39, 40. Interestingly, a post-hoc analysis 411 

of 21 clinical trials showed a lower incidence rate of progressive lung fibrosis in RA patients under 412 

tofacitinib treatment compared with placebo 41. Further, several case reports demonstrated a 413 

beneficial effect of tofacitinib on pre-existing progressive lung fibrosis in RA-patients 42, 43. 414 

Similarly, Chen et al. demonstrated that tofacitinib ameliorated survival, lung function parameters 415 

and findings on HRCT in patients with progressive lung fibrosis associated with amyopathic 416 

dermatomyositis. These findings further support the anti-fibrotic potential of tofacitinib and its 417 

potential benefit for IPF patients. 418 

While our preclinical results are certainly promising, their relevance for human IPF needs further 419 

investigation. Indeed, BLM-induced fibrosis may show some important limitations for clinical 420 

translation regarding the study of M2 macrophages. For instance, in our study BLM induces a 421 

massive recruitment of RM-DMs in the lungs at D9, which may not be occurring in IPF patients 422 

who usually present at late stage of the disease. Nevertheless, we report here that CD206 is 423 
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upregulated in IPF patients’ biopsies and that 99mTc-Tilmanocept is able to detect this upregulation 424 

ex vivo. This constitutes a first step in the validation of this radiotracer for further investigations in 425 

humans. In addition, our data from human gene expression clearly demonstrate that CD206 is a 426 

relevant target in IPF.  We are presently planning an early clinical study to evaluate the relevance 427 

of 99mTc-Tilmanocept imaging in IPF patients.  428 

 429 

Material and Methods 430 

Human tissue samples 431 

Lung tissue samples (n = 4) were obtained by open lung biopsy (FIRH, Hamilton, Canada). IPF 432 

was diagnosed according to the American Thoracic Society/European Respiratory Society 433 

consensus criteria, including clinical, radiographic, and characteristic histopathologic features. 434 

Control non-IPF lung tissue samples were obtained from smokers who underwent thoracic surgery 435 

for localized primary lung carcinoma (biopsy away from cancer lesion, n= 4). The local ethics 436 

committee (Hamilton, Canada) approved the study, and patients provided informed consent before 437 

lung surgery. 438 

 439 

Animal experiments 440 

All animal studies were conducted in accordance with the legislation on the use of laboratory 441 

animals (directive 2010/63/EU) and were approved by accredited Ethical committee (C2ea Grand 442 

Campus n°105) and the French Ministries of Research and Agriculture (project #12816 and 443 

#24399). Eight-week old C57/Bl6 mice received at D0 a single intratracheal injection of 2mg/kg 444 

of BLM (Santa Cruz biotechnology, USA) or NaCl (Controls) under anaesthesia (3% isoflurane). 445 

BLM-induced lung fibrosis is characterized by an initial inflammatory phase lasting from D0 to 446 
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D7 which moves on to a fibrotic phase from D7 to D23. When indicated animals were treated with 447 

nintedanib (OfevTM, 60mg/kg) or tofacitinib (XeljanzTM, 30mg/kg) by daily gavage during the 448 

fibrotic phase of BLM-induced lung fibrosis from D9 to D23 as recommended 44.  449 

 450 

Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC)-derived macrophages isolation from healthy 451 

donors 452 

Buffy coats were obtained from Etablissement Français du Sang (EFS, Dijon, France) and PBMC 453 

separated using Ficoll density gradient. After adhesion, monocytes were cultivated in RPMI 10% 454 

FBS with 100ng/ml M-CSF (130-096-492, Miltenyi Biotec, Germany) for 7 days. Then, cells were 455 

activated with IL-4 (130-093-922, Miltenyi Biotec) in presence of nintedanib (BIBF 1120, 456 

Selleckchem.com) or tofacitinib citrate (PZ0017, Sigma-Aldrich, Merck, France) for 48h. 457 

Tofacitinib were added to the culture 1h before IL-4 treatment and keep during all procedure. Cells 458 

were harvested by AccutaseTM Cell Detachment solution (561527, BD Bioscience) before flow 459 

cytometry analysis.  460 

 461 

Immunophenotyping of lung tissue cells and PBMC-derived macrophages  462 

Cells obtained from lung tissue digestion were first resuspended in 100µl PBS and stained on ice 463 

for 30 min with 1/1000ème of BD HorizonTM Fixable Viability Stain 575V (565694, BD 464 

Biosciences). After washing step with PBS and centrifugation at 300g for 5 min, pellet was then 465 

resuspended in Stain buffer (554656, BD biosciences) with hamster anti-mouse CD16/32, clone 466 

2.4G2 (554656, BD Bioscience) for 20 minutes in order to block Fc receptor-mediated binding of 467 

antibodies. These cells were then washed, and incubated on ice for 30 minutes with fluorochrome-468 

conjugated monoclonal antibodies (see table 1, panel: tissue lung cells) Antibodies dilution) 469 
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diluted in BD HorizonTM Brilliant Stain Buffer (563794, BD Biosciences). After one more wash, 470 

cell fixation was performed with the BD Cytofix/CytopermTM Fixation/ Permeabilization Solution 471 

Kit (554714, BD Biosciences) using the manufacturer’s protocol. Cells were finally resuspended 472 

in 300 μL PBS before analysis on cytometer.  473 

PBMC-derived macrophages were stained according to the same protocol with slight 474 

modifications. Cells were first incubated with saturated with a mix of PBS-BSA 3% and FcR 475 

Blocking reagent (130-059-901, Miltenyi Biotec). There were stained then with a mix of 476 

flurochrome-conjugated antibodies (see table 1, panel: PBMC). Just before analysis, 7-AAD (51-477 

68981E, BD Bioscience) were added to exclude dead cells. 478 

 479 

Conventional Flow cytometry analysis  480 

Both panel (PBMC and tissue lung cells) were analyzed on LSRFortessa flow cytometer (BD 481 

Biosciences, USA) using application settings in order to standardize cytometer between days. A 482 

minimum of 50,000 single events negative for FVS staining were recorded for each sample. 483 

Compensation values for spectral overlap were determined using BDTM Comp Beads anti-Rat and 484 

anti-Hamster Ig κ (552845, BD Bioscience) or BDTM Comp Beads anti-Mouse Ig κ (552843, BD 485 

Bioscience) depending on panel. A 2 μl suspension of both the positive and negative capture beads 486 

was singly stained with each fluorescent antibody as before. Post-acquisition analysis and 487 

compensation was performed with FlowJo Version 10.7.2 (Treestar Inc, USA) software. Data 488 

analysis was performed using supervised method. The expression of selected markers was 489 

presented as Median Fluorescence Intensity (MFI). For gating control, Fluorescence Minus One 490 

(FMO) staining were used on cells where all antibodies except one were added to individual 491 

control tubes following the same protocol than antibodies staining. 492 

 493 
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Unsupervised t-SNE analysis 494 

For lung tissue, an unsupervised t-distributed stochastic neighbor embedding (t-SNE) analysis was 495 

performed in FlowJo version 10.7.2 implementing R×64 Version 4.1.0. FCS files from each mouse 496 

was first cleaned using FlowAI plugin Version 2.3 (Monaco et al., 2016). Single live cells were 497 

then gated and exported to new FCS files. Prior to FlowSOM and FIt-SNE analyses, samples were 498 

subjected to random downsampling to 30,000 events using the DownSample plugin, Version 3.3.1 499 

All files were finally concatenated together to generate a single expression matrix. FlowSOM 500 

analyses were performed using the FlowSOM plugin, version 3.0.16 (23), based on the 7 channels 501 

(Comp-CD45-A, Comp-CD11b-A, Comp-F4/80-A, Comp-Ly6g-A, Comp-SiglecF-A and Comp-502 

CD206-A) with standard settings. The number of metaclusters was set to 10. The output generate 503 

a heat map showing each marker expression in all 10 clusters. t-SNE analyses were performed 504 

using the Fast Fourier Transform-accelerated Interpolation-based t-SNE (FIt-SNE) plugin, 505 

Version 0.5.1 (22), using the 7 channels as for FlowSOM, and with standard settings. The output 506 

generate two-dimensional dot (t-SNE dimension 1 and t-SNE dimension 2). Intensities for interest 507 

markers were overlayed with the dot-plot in order to facilitate assignment of cells subset. Clusters 508 

generated by FlowSUM were finally visualized on t-SNE plot. 509 

 510 

In vivo imaging 511 

Two pilot studies were performed on NaCl- and BLM-receiving mice at several stages by 512 

SPECT/CT and PET/CT imaging with 99mTc-tilmanocept (NaCl n=12, BLM J8 n=6, BLM J15 513 

n=6, BLMJ22 n=15) and 68Ga-collagelin (NaCl n=15, BLM J7 n=3, BLM J14 n=3, BLMJ21 n=12) 514 

respectively (Fig. S1A). Mice were anesthetized through isoflurane (1.5%) inhalation for 515 

intravenous injection (tail vein) of 99mTc-tilmanocept (10MBq, 235µg/mouse) one hour before 516 
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imaging or 68Ga-collagelin (5MBq, 1.5nmol/mouse) 15 minutes before imaging. For each tracer, 517 

a group of mice received a concomitant injection of radiolabelled tracer (99mTc-tilmanocept or 518 

68Ga-collagelin) with an excess (x100) of unlabelled tilmanocept or collagelin (Blocking, n=12 519 

and n=3 respectively). Mice were then maintained under anesthesia (1.5% isoflurane) and placed 520 

on an imaging heated bed inside a NanoSPECTTM-CT (Mediso, Hungary) or a BioPETTM/CT 521 

(Sedecal, Spain). A CT scan of a lung-centered region was obtained (500ms, 45kV, 180 522 

projections, pitch 1, binning 1:4) followed by SPECT acquisition with 90−120s per projection 523 

frame resulting in acquisition times of 45−60 min of the same region or a PET acquisition (30 524 

minutes) of the same region (lung-centered, 250-700 keV).  525 

In other experiments, longitudinal imaging of lung fibrosis was performed on NaCl- (n=4) and 526 

BLM-receiving mice treated with vehicle (n=4), nintedanib (n=4) or tofacitinib (n=4) by 527 

successive SPECT/CT and PET/CT with 99mTc-tilmanocept and 68Ga-collagelin before BLM 528 

installation, at D8/D9, D15/D16 and D22/D23 following the same imaging protocol as described 529 

above (Fig. S1B). 530 

For each experiments, after the last imaging, mice were sacrificed and lungs and blood were 531 

harvested for ex vivo quantification using a γ-counter (Wizard, Perkin Elmer). Lungs were 532 

collected in 10% formalin for further histological analysis. 533 

 534 

Image analysis 535 

All SPECT/CT and PET/CT fusion images were obtained using the VivoQuantTM software 536 

(Invicro, USA). Each image was visually interpreted and 3D regions of interest (3DROI) 537 

corresponding to the lungs were manually drawn for CT quantification and to determine their 538 

radioactivity content. Injected doses per animal were measured at the time of injection in MBq. 539 
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Lung Radioactivity content was expressed in MBq, converted to percentage of injected dose per 540 

gram of tissue (%ID/g). All images were decay corrected for quantification.  541 

 542 

Collagen quantification 543 

For histochemical assay, the amount of collagen in paraffin-embedded tissue sections was 544 

quantified by staining with PicroSirius Red as previously described 45. 545 

 546 

Immunofluorescence 547 

After deparaffination (Xylene) and antigen unmasking (30 min in citrate buffer pH 6), sections 548 

from human biopsies from control or IPF patients as well as mice receiving NaCl of BLM were 549 

saturated (BSA 8%) and incubated overnight at 4°C with specific antibodies at a dilution of 1:100 550 

for the detection of collagen (thermofischer scientific, USA), CD206 (Abcam, France) and CD68 551 

(thermofischer scientific). Alexa488-, Alexa568- and Alexa 647-conjugated secondary antibodies 552 

(Abcam) were used (1:250, 45 min). Slides were mounted in Prolong-gold with DAPI (ProLong® 553 

Gold antifade regent with DAPI, Life technologies).  554 

 555 

Autoradiography 556 

After deparaffination (Xylene) and antigen unmasking (30 min in citrate buffer pH 6), sections 557 

from human biopsies from control or IPF patients as well as mice receiving NaCl of BLM were 558 

saturated (BSA 8%) and incubated for 1h with 99mTc-tilmanocept (1MBq, 235ng/slide) or 68Ga-559 

collagelin (1MBq, 1.5nmol/slide). After 4 washes with cold DPBS, slides were exposed to 560 

phosphor imaging plates (Fuji imaging plates, Fujifilm). After 2-3h of exposure time, the imaging 561 

plates were scanned and the autoradiograms were obtained with a phosphor imaging system (GE, 562 
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Amersham, Molecular Dynamics) and the images were analysed for count densities. Data were 563 

used to calculate autoradiographic signal intensity in the lung sections. 564 

 565 

Statistical analysis  566 

Comparison between two groups were performed using the Mann-Whitney non-parametric t tests. 567 

Comparison between multiple groups have been performed using the Kruskal-Wallis non-568 

parametric ANOVA tests.  A p<0.05 was considered significant (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 569 

Results are presented as median +/- interquartile range. 570 
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 746 

Fig. 1 Characterization of bleomycin-induced lung fibrosis in mice by unsupervised flow 747 

cytometry analysis  748 

(A) Representative tSNE dimension 1 and 2 density plots of the lung subpopulations determined 749 

thanks to heat map (B) after intra-tracheal injection of bleomycin (BLM, 2mg/kg) or NaCl. The 750 

four groups of mice (NaCl, BLM sacrificed at day 8, 15 and 21) were concatenated for this tSNE 751 

analysis. (C) Representative tSNE dimension 1 and 2 density plots of lung CD206 expression (left) 752 
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and CD11b expression (right) in concatenated groups. (D) Representative tSNE dimension 1 and 753 

2 plots the lung subpopulations. Mice belonging to the same group were concatenated together in 754 

order to follow the evolution of each population for each time point.  755 

 756 

Fig. 2 Bleomycin induces CD206 expression in lung and macrophage subpopulations 757 
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CD206 (A) and CD11b (B) expression were quantified using Median Fluoresence Intensity (MFI) 758 

or expressed in percentage of cells expressing CD206 or CD11b in TR-AMs and RM-DMs cells. 759 

Results are presented as median ± interquartile range, NaCl n=4, BLM D8 n= 5, BLM D15 n=5, 760 

BLM D22 n=5. Stars (*) are representative of comparison of RM-DMs with TR-AMs analyzed by 761 

t-test Mann-Whitney. Dollars ($) are representative of statistical comparison of each TR-AMs 762 

group with TR-AMs NaCl, hashs (#) are representative of statistical comparison of each RM-DMs 763 

group with RM-DMs NaCl and delta (Δ) are representative of statistical comparison of each RM-764 

DMs group with RM-DMs BLM D8. Difference between groups were compared using Kruskal-765 

Wallis non-parametric ANOVA. *($/#)p<0.05, **($$)p<0.01, ***($$$/###/ΔΔΔ)p<0.001. (C) Supervisal 766 

flow cytometry with bi-parametric analysis of CD11b and CD206 markers on RM-DMs and TR-767 

AMs populations. Results are presented as median ± interquartile range, NaCl n=4, BLM D8 n= 768 

5, BLM D15 n=5, BLM D22 n=5. Stars (*) are representative of comparison of each group with 769 

NaCl and hash (#) are representative of statistical comparison each group with BLM D8. 770 

Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA. 771 

*(#)p<0.05, **p<0.01, ***(###)p<0.001. 772 
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 773 

Fig. 3 99mTc-tilmanocept and 68Ga-collagelin are able to detect advanced BLM-induced lung 774 

fibrosis.  775 

A/ Representative lung SPECT/CT images with 99mTc-tilmanocept of NaCl- and BLM-receiving 776 

mice at D8, D15 and D22. B/ Graph represents the 99mTc-tilmanocept lung uptake in %ID/g of 777 

NaCl- and BLM-receiving mice at D8, D15 and D22. Results are presented as median ± 778 
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interquartile range, NaCl n=12, BLM J8 n=6, BLM J15 n=6, BLM J22 n=15. Stars (*) are 779 

representative of comparison of each group with NaCl group and hashs (#) are representative of 780 

statistical comparison of blocking group with BLM D22 group. Difference between groups were 781 

compared using Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA, *p<0.05, ***(###)p<0.001. C/ Graph 782 

represents the mean lung density quantified on CT images of NaCl- and BLM-receiving mice at 783 

D8, D15 and D22. Results are presented as median ± interquartile range, NaCl n=12, BLM J8 n=6, 784 

BLM J15 n=6, BLM J22 n=15. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis 785 

non-parametric ANOVA. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. D/ Correlation between mean lung 786 

densities (HU) measured on CT images and 99mTc-tilmanocept lung uptake (%ID/g) of 787 

corresponding lungs measured on SPECT/CT. E/ Representative lung PET/CT images with 68Ga-788 

collagelin of NaCl- and BLM-receiving mice at D7, D14 and D21. F/ Graph represents the 68Ga-789 

collagelin lung uptake in %ID/g of NaCl- and BLM-receiving mice at D7, D14 and D21. Results 790 

are presented as median ± interquartile range, NaCl n=15, BLM J7 n=3, BLM J14 n=3, BLMJ21 791 

n=12. Stars (*) are representative of comparison of each group with NaCl group and hashs (#) are 792 

representative of statistical comparison of blocking group with BLM D21 group. Difference 793 

between groups were compared using Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA. *(#)p<0.05, 794 

***p<0.001. G/ Graph represents the mean lung density quantified on CT images of NaCl- and 795 

BLM-receiving mice at D7, D14 and D21. Results are presented as median ± interquartile range, 796 

NaCl n=15, BLM J7 n=3, BLM J14 n=3, BLMJ21 n=12. Difference between groups were 797 

compared using Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA. **p<0.01, ***p<0.001. H/ Correlation 798 

between mean lung densities (HU) measured on CT images and 68Ga-collagelin lung uptake 799 

(%ID/g) of corresponding lungs measured on PET/CT.  800 

 801 
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 802 

Fig. 4.  Nintedanib inhibits macrophagic CD206 expression 803 

CD206 (A) and CD11b (B) expression were quantified using Median Fluoresence Intensity (MFI) 804 

or expressed in percentage of cells expressing CD206 or CD11b in TR-AMs and RM-DMs cells. 805 

Results are presented as median ± interquartile range, NaCl n=5, BLM n=7, BLM+NTD n=9. Stars 806 

(*) are representative of comparison of RM-DMs with TR-AMs analyzed by t-test Mann-Whitney. 807 
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Dollars ($) are representative of statistical comparison of each TR-AMs group with TR-AMs 808 

NaCl, hashs (#) are representative of statistical comparison of each RM-DMs group with RM-DMs 809 

NaCl and delta (Δ) are representative of statistical comparison of each RM-DMs group with RM-810 

DMs BLM. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-parametric 811 

ANOVA. *($/#/Δ)p<0.05, **($$)p<0.01, ***($$$/###)p<0.001, ****p<0.0001. (C) Supervisal flow 812 

cytometry with bi-parametric analysis of CD11b and CD206 markers on RM-DMs and TR-AMs 813 

populations. Results are presented as median ± interquartile range, NaCl n=5, BLM n=7, 814 

BLM+NTD n=9. Stars (*) are representative of comparison of each group with NaCl and hash (#) 815 

are representative of statistical comparison of each group with BLM. Difference between groups 816 

were compared using Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA. *(#)p<0.05, **p<0.01, 817 

***p<0.001. 818 
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  819 

Fig. 5 Nintedanib reduces lung fibrosis and CD206 in fibrotic lungs 820 

A/ Representative 99mTc-tilmanocept SPECT/CT images of NaCl- and BLM-receiving mice 821 

treated or not with nintedanib at D0, D9, D16 and D23. Graph represents evolution of 99mTc-822 

tilmanocept lung uptake (%ID/g) at all time points. Results are presented as median ± interquartile 823 



149 

 

range, n = 4 for all groups. Stars (*) are representative of statistical comparison between time 824 

points for each groups and hashs (#) are representative of statistical comparison between the 825 

groups at each time points. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-826 

parametric ANOVA. *p<0.05, **(##)p<0.01. Black arrow represents the start of treatments. B/ 827 

Graph represents evolution of mean lung densities (Mean CT density) of NaCl- and BLM-828 

receiving mice treated or not with nintedanib at D0, D9, D16 and D23. Results are presented as 829 

median ± interquartile range, n = 4 for all groups. Stars (*) are representative of statistical 830 

comparison between time points for each group and hashs (#) are representative of statistical 831 

comparison between the groups at each time point. Difference between groups were compared 832 

using Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA.*(#)p<0.05, **p<0.01. Black arrow represents the 833 

start of treatments. C/ Representative 68Ga-collagelin PET/CT images of NaCl- and BLM-834 

receiving mice treated or not with nintedanib at D0, D8, D15 and D22. Graph represents evolution 835 

of 68Ga-collagelin lung uptake (%ID/g) at all time points. Results are presented as median ± 836 

interquartile range, n = 4 for all groups. Stars (*) are representative of statistical comparison 837 

between time points for each group and hashs (#) are representative of statistical comparison 838 

between the groups at each time point. Difference between groups were compared using Kruskal-839 

Wallis non-parametric ANOVA. *p<0.05, **(##)p<0.01. Black arrow represents the start of 840 

treatments. D/ Graph represents the intensity of picrosirius red staining on lung section from of 841 

NaCl- and BLM-receiving mice treated or not with nintedanib at D23. Results are presented as 842 

median ± interquartile range, n = 4 for all groups. Stars (*) are representative of comparison of 843 

each group with NaCl group and hashs (#) are representative of statistical comparison of BLM and 844 

BLM + nintedanib groups, Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-845 

parametric ANOVA. *(#)p<0.05. 846 
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 847 

Fig. 6 Tofacitinib reduces CD206 expression in BLM-induced fibrosis model 848 

CD206 (A) and CD11b (B) expression were quantified using Median Fluorescence Intensity (MFI) 849 

or expressed in percentage of cells expressing CD206 or CD11b in TR-AMs and RM-DMs cells. 850 

Results are presented as median ± interquartile range, NaCl n=5, BLM+DMSO n=9, 851 

BLM+tofacitinib n=10. Stars (*) are representative of comparison of RM-DMs with TR-AMs 852 
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analyzed by t-test Mann-Whitney. Dollars ($) are representative of statistical comparison of each 853 

TR-AMs group with TR-AMs NaCl, hashs (#) are representative of statistical comparison of each 854 

RM-DMs group with RM-DMs NaCl and delta (Δ) are representative of statistical comparison of 855 

each RM-DMs group with RM-DMs BLM+DMSO. Difference between groups were compared 856 

using Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA. *($/#/Δ)p<0.05, **($$/ΔΔ)p<0.01, ***($$$/###)p<0.001, 857 

****(####)p<0.0001. (C) Supervisal flow cytometry with bi-parametric analysis of CD11b and 858 

CD206 markers on RM-DMs and TR-AMs populations. Results are presented as median ± 859 

interquartile range, NaCl n=5, BLM n=9, BLM+NTD n=10. Stars (*) are representative of 860 

comparison of each group with NaCl and hash (#) are representative of statistical comparison of 861 

each group with BLM+DMSO. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis 862 

non-parametric ANOVA. *(#)p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. 863 
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 864 

Fig. 7 Tofacitinib reduces lung fibrosis and CD206 in fibrotic lungs 865 

A/ Representative 99mTc-tilmanocept SPECT/CT images of NaCl- and BLM-receiving mice 866 

treated or not with tofacitinib at D0, D9, D16 and D23. Graph represents evolution of 99mTc-867 

tilmanocept lung uptake (%ID/g) at all time points. Results are presented as median ± interquartile 868 

range, n = 4 for all groups. Stars (*) are representative of statistical comparison between time 869 

points for each group and hashs (#) are representative of statistical comparison between the groups 870 
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at each time points. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-871 

parametric ANOVA. **p<0.01, ***(###)p<0.001. Black arrow represents the start of treatments. B/ 872 

Graph represents evolution of mean lung densities of NaCl- and BLM-receiving mice treated or 873 

not with tofacitinib at D0, D9, D16 and D23. Results are presented as median ± interquartile range, 874 

n = 4 for all groups. Stars (*) are representative of statistical comparison between time points for 875 

each group and hashs (#) are representative of statistical comparison between the groups at each 876 

time point. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-parametric 877 

ANOVA. #p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Black arrow represents the start of treatments. C/ 878 

Representative 68Ga-collagelin PET/CT images of NaCl- and BLM-receiving mice treated or not 879 

with tofacitinib at D0, D8, D15 and D22. Graph represents evolution of 68Ga-collagelin lung 880 

uptake (%ID/g) at all time points. Results are presented as median ± interquartile range, n = 4 for 881 

all groups. Stars (*) are representative of statistical comparison between time points for each 882 

groups and hashs (#) are representative of statistical comparison between the groups at each time 883 

points. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA. 884 

*p<0.05, **(##)p<0.01. Black arrow represents the start of treatments. D/ Graph represents the 885 

intensity of picrosirius red staining on lung section from of NaCl- and BLM-receiving mice treated 886 

or not with tofacitinib at D23. Results are presented as median ± interquartile range, n = 4 for all 887 

groups. Stars (*) are representative of comparison of each group with NaCl group and hashs (#) 888 

are representative of statistical comparison of BLM and BLM + tofacitinib groups, Difference 889 

between groups were compared using Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA. *(#)p<0.05. 890 
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 891 

Fig. 8 CD206 is a relevant target in human IPF 892 

A/ Representative IHC staining and quantification of Collagen (green), CD206 (red) and CD68 893 

(yellow) on human lung biopsies from control and IPF patients. Results are presented as median ± 894 

interquartile range, n = 4 for all groups. Difference between groups were compared using Mann-895 

Whitney non-parametric t-test. **p<0.01, ***p<0.001. B/ Autoradiography images and 896 

quantification of 99mTc-tilmanocept on human lung biopsies from controls and IPF patients. 897 

Results are presented as median ± interquartile range, n = 4 for all groups. Stars (*) are 898 
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representative of comparison of each group with NaCl group and hashs (#) are representative of 899 

statistical comparison of blocking group with IPF group. Difference between groups were 900 

compared using Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA. ##p<0.01, ***p<0.001. C/ Analysis of 901 

publicly available microarray data (accession number GSE110147) from lung samples from 22 902 

IPF patients undergoing lung transplantation and 11 normal lung tissues flanking lung cancer 903 

resections. Results are presented as median ± interquartile range. Difference between groups were 904 

compared using Mann-Whitney non-parametric t-test. ***p<0.001. D/ Analysis of publicly 905 

available microarray data (accession number GSE68239). Lung tissues were collected from 906 

patients with IPF undergoing lung transplantation. Non-transplanted donor lung tissue showing no 907 

evidence of interstitial lung disease served as healthy controls. From each of the IPF patients, 908 

samples were collected once from “healthy looking” (non-fibrotic) regions and from fibrotic loci. 909 

Results are presented as median ± interquartile range, n = 5 for controls and n = 5 for non-fibrotic 910 

and fibrotic IPF tissue. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-911 

parametric ANOVA. *p<0.05. E/ Analysis of publicly available microarray data (accession 912 

number GSE132607) from PBMC from IPF patients who underwent pulmonary function tests over 913 

at least two time points. Patients experiencing a ≥10% relative reduction in % of predicted DLCO 914 

over 12 months were considered as progressors. Results are presented as mean ± SEM, n= 181 for 915 

non-pregressors and n = 95 for progressors, **p<0.01, unpaired t-test. 916 
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One Sentence Summary: CD206+ macrophage inhibition reduces lung fibrosis (LF) in mice and 

CD206 in vivo imaging to guide targeted therapy is a promising tool towards personalized 

medicine in LF.  

 

Supplemental material 

Supplemental method 

Radiolabelling 

Tilmanocept (Lymphoseek™, Navidea Biopharmaceuticals Europe Ltd, 62.5 µg) was 

reconstituted with 200 µl of 0.9% NaCl and added to a solution of 99mTc in a Lobind microtube 

(eppendorff) in order to obtain 2350ng of tilmanocept for 150MBq per 1mL. The microtube is then 

placed under agitation at 1000 rpm for 15 min at 25 ° C. The radiochemical purity was checked by 

radio-ITLC (Instant Thin Layer Chromatography) using a γ radiochromatograph (AR-2000 Radio-

TLC & Imaging Scanner (Bioscan). The stationary chromatography phase was a cellulose 

chromatographic paper (Whatman Grade 1, 3MM, 31ET Chr) where 1 μl of solution was 
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deposited. The eluent used was acetone, it makes it possible to separate the free 99mTc from the 

99mTc linked to tilmanocept. In this system, the 99mTc-tilmanocept remains at the deposition point 

while the radionuclide migrates to the solvent front. The radiochromatograph obtained gives the 

radiolabelling yield and the radiochemical purity by integration of the different peaks present. 

Results have been obtained using the software WinScan software. 

Collagelin was synthesized in 0.1 mmol scale on a Liberty Blue™ automated microwave peptide 

synthesizer (CEM, USA). The synthesis was performed by using predefined Fmoc/tBu chemistry 

protocols on Rink amide aminomethyl-polystyrene resin (loading: 0.48 mmol/g), with DIC and 

OxymaPure in DMF as coupling agents, and a solution of 20% piperidine in DMF for Fmoc-

deprotection steps. At the end of the elongation, the resin was treated with a cleavage solution 

formed of TFA/TIS/DODT/H2O, 92.5/2.5/2.5/2.5 (v/v) (5 mL) for 2.5 h. The resin was removed 

by filtration and the filtrate was concentrated under a flow of nitrogen. The crude, reduced peptide 

was precipitated in diethyl ether and recovered by centrifugation at 4000 rpm for 10 minutes. 

The peptide was then dissolved in TFA (10 mL) and DMSO (1 mL) was added. The solution was 

stirred at room temperature and the oxidation of collagelin was monitored by LC-MS analyses. 

After 3 h, TFA was evaporated and the residue was purified by semi-preparative HPLC on a 

BetaBasic-18 column (Thermo Scientific) (5 µm, 150 Å, 150 × 30 mm) at 20 mL/minute, with 

HPLC grade eluents (A: H2O 0.1% TFA, B: MeCN 0.1% TFA) and the following gradient 

program: 2% of B for 15 min and then from 2% to 50% of B in 50 min. The appropriate fractions 

were lyophilized to afford the target peptide, collagelin, as a white powder (with 4 TFA as 

counterions, as determined by ionic chromatography). 

To a solution of collagelin (15 mg, 6.40 µmol, 1 equiv) in dry DMF (700 µL) were added DIPEA 

(15.7 µL, 89.6 µmol, 14 equiv) and (R)-NODAGA-NHS (7.0 mg, 9.60 µmol, 1.5 equiv). The 
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mixture was stirred at 35°C until completion of the reaction (2 h) and directly purified by semi-

preparative HPLC (gradient program: 5% of B for 10 min and then from 5% to 60% of B in 50 

min). NODAGA-collagelin was isolated as white fluffy powder (10.8 mg, with 5 TFA as 

counterions, as determined by ionic chromatography). Purity (HPLC-MS) > 96%, tR = 3.05 min. 

HRMS (ESI) m/z calculated for calculated for C92H143N29O31S3 [M + 4H]4+ 562,49895, found 

562.49990. For 68Ga-collagelin, a gallium generator was eluted and the activity was recovered in 

a recovery vial. In a LoBind microtube 23mM of radiolabeling buffer (AcONa 1M), 1 mg.mL-1 of 

collagelin (2817 g.mol-1), 5.4 MBq.nmol-1 were added. Then, ethanol was added to a 

corresponding volume of 1/10th of the radiolabeling solution. The pH of the radiolabeling solution 

had to be between 3.5 and 4. The microtube was placed under agitation at 1000 rpm for 5 min at 

80°C.  The radiochemical purity was checked by ITLC using a γ radiochromatograph.  The 

stationary chromatography phase was SG (silica gel) where 1µL of solution was deposited. The 

eluent used was sodium citrate 0.1M pH = 5. In this system, the complexed 68Ga remained at the 

deposition point while the free 68Ga migrated to the solvent front.  Results have been obtained 

using the software WinScan software. To validate the radiolabeling, the radiochemical purity had 

to be higher than 90%. The radiolabeling solution was then dissolved with Phosphate-Buffered 

Saline (PBS) to inject 1.5nmol of collagelin, 5MBq and 100µL per mouse.   

 

Lung tissue dissociation  

Briefly, mice were anesthetized with a mix of ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and 

euthanized by abdominal aortic bleeding. Cardiac lavage was performed with NaCl 0.9% before 

to harvest lung. Lung was cut and digest into collagenase (1.5 mg/ml, C0130, Sigma-Aldrich) and 

DNAse I (0.1 mg/ml, 10104159001, Roche) solution in DMEM solution for 45min at 37°C under 
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agitation. Medium was collected and tissue were pounded in 70µM filter to collect interstitial cells. 

The remaining red blood cells were lysed using homemade hemolytic solution (NH4Cl 150 mM, 

KHCO3 10 mM, EDTA 0.1 mM). The resultant cells were counted by using trypan blue and 1 

million cells were used for flow cytometry staining. 

 

Fig. S1 Gating strategy 

Gating strategy for Tissue-Resident Alveolar Macrophages (TR-AMs), Recruited-Monocytes 

Derived Macrophages (RM-DMs) and Interstitial Macrophages (IMs) in flow cytometry. First 

gates was realized to eliminate debris (SSC-A/FSC-A), doublet cells (FSC-H/FSC-A). Live cells 

were gated by the absence of FVS staining and leucocytes were selected by CD45 staining. Then, 

eosinophils were excluded from CD45 cells (CD11cdim, SiglecF+) to avoid their PE 

autofluorescence. The remainder of cells were used to determine all the other gates. SiglecF+, 

CD11c+ cells allowed us to get TR-AMs and SiglecFdim, CD11cdim/+ to get RM-DMs. Double 

negative were then gated on Ly6-g to exclude neutrophils and Ly6g-, Cd11b+ allowed us to get 

IMs. TR-AMs, RM-DMs and IMs were checked with F4/80 staining before MFI and percentage 

analysis. 
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Fig. S2 CD206 is relevant target in lung fibrosis 

A/ Representative IHC staining and quantification of CD206 (red) and CD68 (green) on lung 

sections from mice receiving NaCl or BLM (D21). Results are presented as median ± interquartile 
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range, n = 5 for all groups, Difference between groups were compared using using Mann-Whitney 

non-parametric t-test. ***p<0.001. B/ 99mTc-tilmanocept autoradiography images, PSR images 

and quantification on lung sections from mice receiving NaCl or BLM (D21). Results are presented 

as median ± interquartile range, n = 5 for all groups. Stars (*) are representative of comparison of 

each group with NaCl group and hashs (#) are representative of statistical comparison of blocking 

group with BLM group. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-

parametric ANOVA. ***(###)p<0.001. C/ 68Ga-collagelin autoradiography images, and 

quantification on lung sections from mice receiving NaCl or BLM (D21). Results are presented as 

median ± interquartile range, n = 5 for all groups. Stars (*) are representative of comparison of 

each group with NaCl group and hashs (#) are representative of statistical comparison of blocking 

group with BLM group. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-

parametric ANOVA. ***(###)p<0.001. 
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Fig. S3 In vivo experiment protocols 

A/ Schematic representation of the design of the study of 99mTc-tilmanocept and 68Ga-collagelin 

imaging in NaCl and BLM-receiving mice at several stage of experimental fibrosis. B/ Schematic 
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representation of the design of the longitudinal study of 99mTc-tilmanocept and 68Ga-collagelin 

imaging with nintedanib or tofacitinib treatments. 

 

Fig. S4 99mTc-tilmanocept and 68Ga-collagelin are able to detect advanced BLM-induced lung 

fibrosis.  

A/ Graph represents the 99mTc-tilmanocept lung uptake in %ID/g measured by gamma counting of 

NaCl- and BLM-receiving mice at D8, D15 and D22. Results are presented as median ± 

interquartile range, n = 6 for all groups. Stars (*) are representative of comparison of each group 

with NaCl group and hashs (#) are representative of statistical comparison of blocking group with 

BLM D22 group. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-parametric 

ANOVA. *p<0.05, ***p<0.001. B/ Correlation between PSR measured on lung slides and 99mTc-

tilmanocept lung uptake (%ID/g) of corresponding lungs measured by gamma counting. C/ Graph 

represents the 68GaGa-collagelin lung uptake in %ID/g measured by gamma counting of NaCl- and 
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BLM-receiving mice at D7, D14 and D21. Results are presented as median ± interquartile range, 

NaCl n=15, BLM J7 n=3, BLM J14 n=3, BLMJ21 n=12. Stars (*) are representative of comparison 

of each group with NaCl group and hashs (#) are representative of statistical comparison of 

blocking group with BLM D21 group. Difference between groups were compared using Kruskal-

Wallis non-parametric ANOVA. *(#)p<0.05, **p<0.01. D/ Correlation between PSR measured on 

lung slides and 68Ga-collagelin lung uptake (%ID/g) of corresponding lungs measured by gamma 

counting. 

 

Fig. S5 Nintedanib reduces lung fibrosis and CD206 in fibrotic lungs 

A/ Macrophages isolated from healthy donor peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were 

treated for 7 days with M-CSF (100ng/ml) and then incubated 48h with IL4 (50ng/ml) with or 

without NTD (0µM, 0.1µM, 0.5µM and 1µM). Results are presented as median ± interquartile 

range from 8 independent experiments. Stars (*) are representative of comparison of each group 

with NTD 0µM. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-parametric 
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ANOVA.. *p<0.05. B/ 99mTc-tilmanocept lung uptake (%ID/g) at D23 by gamma counting of 

NaCl- and BLM-receiving mice treated or not with nintedanib. Results are presented as median ± 

interquartile range, n = 4 for all groups. Stars (*) are representative of comparison of each group 

with NaCl group and hashs (#) are representative of statistical comparison of BLM and BLM + 

nintedanib groups. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-

parametric ANOVA. *(#)p<0.05. 

 

Fig. S6 Tofacitinib inhibits CD206 expression induced by IL4 

Macrophages isolated from healthy donor peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were 

treated for 7 days with M-CSF (100ng/ml), and then incubated 48h with IL-4 with tofacitinib 

(50nM, 100nM, 1µM) or DMSO. Results are presented as median ± interquartile range from 4 

independent experiments. Stars (*) are representative of comparison of each group with DMSO. 

Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA.. 

*p<0.05. 
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Fig. S7 Predictive value of 99mTc-tilmanocept on lung fibrosis progression 

A/ 99mTc-tilmanocept lung uptake (%ID/g) at D23 by gamma counting of NaCl- and BLM-

receiving mice treated or not with tofacitinib. Results are presented as median ± interquartile range, 

n = 4 for all groups. Stars (*) are representative of comparison of each group with NaCl group and 

hashs (#) are representative of statistical comparison of BLM and BLM + tofacitinib groups. 

Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-parametric ANOVA. 

**(##)p<0.01. B/ Correlation between 68Ga-collagelin and 99mTc-tilmanocept lung uptake (%ID/g) 

in mice measured by SPECT/CT. C/ Variation of 68Ga-collagelin lung uptake between D8 and D22 
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in mice receiving NaCl, BLM or BLM + Tofacitinib. Results are presented as median ± 

interquartile range, n = 4 for all groups. Stars (*) are representative of comparison of each group 

with NaCl group and hashs (#) are representative of statistical comparison of BLM and BLM + 

tofacitinib groups. Difference between groups were compared using Kruskal-Wallis non-

parametric ANOVA. *p<0.05, ##p<0.005 D/ Correlation of 99mTc-tilmanocept lung uptake at D9 

and variation of 68Ga-collagelin lung uptake between D8 and D22 in BLM treated mice. E/ 

Correlation of 99mTc-tilmanocept lung uptake at D9 and variation of 68Ga-collagelin lung uptake 

between D8 and D22 in BLM + tofacitinib treated mice. F/ Correlation of 68Ga-collagelin lung 

uptake at D8 and variation of 68Ga-collagelin lung uptake between D8 and D22 in BLM treated 

mice. G/ Correlation and 68Ga-collagelin lung uptake at D8 and variation of 68Ga-collagelin lung 

uptake between D8 and D22 in BLM + tofacitinib treated mice. 
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Second projet : Etude des effets de la petite protéine 
de choc thermique HSP27 présente dans le 

compartiment extracellulaire sur le développement 
de la fibrose pulmonaire 

 La petite protéine de choc thermique HSP27 est fortement surexprimée dans le poumon 

de patients atteints de FPI. Notre équipe a montré au préalable, que la forme intracellulaire de 

cette protéine à un rôle clé dans la fibrogenèse, et son inhibition par l’oligonucléotide anti-sens 

OGX-427 bloque son développement129. Des données de l’équipe, préliminaires à ma thèse, ont 

montré une surexpression d’HSP27 dans les LBA et liquides pleuraux des animaux rendus 

malades dans nos modèles de fibrose pulmonaire. Parallèlement, dans le domaine cardio-

vasculaire et en cancérologie, plusieurs travaux décrivent une augmentation d’HSP27 sérique 

chez les patients malades et dans les modèles animaux, et l’idée de l’existence de rôles distincts 

de cette petite HSP, selon sa localisation intra- ou extracellulaire a fait son chemin. Dans le 

domaine extracellulaire encore, certains décrivaient qu’HSP27 puisse interagir avec des 

récepteurs membranaires et se comporter comme un médiateur intercellulaire. Les principaux 

récepteurs cibles identifiés étaient les toll-like récepteurs (TLR), et leur activation associée à la 

libération de médiateurs pro- ou anti-inflammatoires. Dans les situations d’ischémie cardiaque, 

l’augmentation d’HSP27 était associée à une augmentation de la libération des facteurs pro-

inflammatoires tels que l’IL-6 et ICAM-1. Dans les cellules endothéliales microvasculaires 

humaines, HSP27 extracellulaire aurait des effets pro-migratoires et pro-angiogéniques301. 

L’augmentation des taux circulants d’HSP27 a été corrélée à la résistance au traitement de 

différents cancers (sein, prostate, foie, carcinome gastrique)334 et sa mesure proposée comme 

facteur pronostic. Dans le contexte des maladies fibrosantes, le rôle différentiel des HSP 

extracellulaires a surtout été étudié pour HSP70 et HSP90. Concernant HSP27, son rôle 

fonctionnel dans ce compartiment reste à déterminer. Dans cette partie, nous avons : 

- Testé les effets d’HSP27 comme médiateur intercellulaire sur les cellules pulmonaires 

soumises à des conditions pro-fibrosantes 

- Identifié les récepteurs avec lesquels HSP27 interagit 
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- Testé l’influence d’une augmentation de ses concentrations extracellulaires sur les voies 

de la transformation mésenchymateuse des cellules pulmonaires (in vitro et in vivo) 

- Etudié les effets d’HSP27 sur les macrophages, leur phénotype M2 et l’activité 

sécrétoire associée 

 HSP27 est surexprimée en condition pro-fibrosantes 

Dans le but d’explorer le rôle d’HSP27 dans le compartiment extracellulaire et de 

comprendre son implication dans la fibrogenèse pulmonaire, nous nous sommes premièrement 

intéressés à sa sécrétion chez des patients atteints de FPI, puis in vivo dans des modèles de 

fibrose pulmonaire induite chez des rongeurs, et in vitro dans des lignées cellulaires 

pulmonaires (Figure 46). Chez des patients atteints de FPI, nous avons pu observer une 

augmentation significative des niveaux circulants d’HSP27 en comparaison à des donneurs 

sains. Cependant, cette augmentation n’était pas corrélée avec une dégradation de la capacité 

vitale forcée (FVC) (Figure 46A). Dans les modèles murins, nous avons pu évaluer par western-

blot l’expression d’HSP27 dans les liquides de lavages broncho-alvéolaires (LBA) de souris 21 

jours après injection de bléomycine (IV), et nos résultats montrent une augmentation de cette 

expression comparativement aux souris contrôles. Des résultats similaires ont été observés dans 

des liquides de lavages pleuraux (LLP) de rats 10 jours après l’administration d’un adénovirus 

codant pour le TGF-β1 (Ad-TGFβ1). Dans le modèle de fibrose induite par la bléomycine chez 

la souris, nous avons réalisé par western-blot, une cinétique d’évolution des concentrations 

d’HSP27 dans les liquides de lavage broncho-alvéolaire à J5, J10 et J14 post-injection de 

bléomycine. Nos résultats tendent à montrer une sécrétion d’HSP25 accrue 10 et 14 jours après 

administration de bléomycine, soit au cours du développement de la fibrose (Figure 46B). 

Enfin, la sécrétion d’HSP27 dans le compartiment extracellulaire des cellules pulmonaires dans 

des conditions pro-fibrosantes a également été constatée sur des cellules pulmonaires 

épithéliales, fibroblastiques et mésothéliales en culture et traitées 48h par TGF-β1 recombinant 

(Figure 46C). 
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Figure 46 : Augmentation d’HSP27 extracellulaire dans des conditions de fibrose pulmonaire : A) Mesure des 

concentrations circulantes d’HSP27 (en pg/ml) chez des patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) 

comparativement à des sujets sains (n=30 vs n=10, respectivement ***P<0,001, Mann et Withney) (à gauche), ou classés en 

fonction de leur capacité respiratoire (capacité vitale forcée CVF) (au milieu et à droite) (**P<0,01, et ***P<0,001 Mann et 

Withney). B) Analyse de l’expression protéique par western-blot d’HSP25 dans les liquides de lavages broncho-alvéolaires 

(LBA) de souris traitées par bléomycine, 21 jours (en haut à gauche) et 5J, 10J et 14J post-injection (en bas). Analyse de 

l’expression protéique par western-blot d’HSP25 dans des liquides de lavages pleuraux (LLP) de rats traités avec un adénovirus 

TGF-β1 (AdTGF-β1) à J10 post-injection. C) Analyse protéique par western-blot d’HSP27 dans le milieu de culture de cellules 

épithéliales A549, mésothéliales Met-5A (n=2) et fibroblastiques primaires murines (FPM) (n=1) traitées 24 ou 48h par TGF-

β1 (10 ng/mL) (n=3).  

Ces résultats nous ont motivé à étudier les conséquences de cette sécrétion d’HSP27 en 

conditions pro-fibrosantes.  

 HSP27 potentialise la signalisation pro-fibrosante 

a) L’HSP27 potentialise la transformation myofibroblastique induite par le 
TGF-β1 in vitro 

Afin d’évaluer les effets de l’augmentation de la concentration d’HSP27 extracellulaire 

sur la transformation des cellules pulmonaires en conditions pro-fibrosantes, nous avons traité 

des cellules A549 et Met5A avec du TGF-β1 recombinant (rTGF-β1), de l’HSP27 humaine 

recombinante (rhHSP27) ou les 2 associés (Figure 47).  Sur l’ensemble de ces tests, le TGF-β1 

induit, comme attendu, une augmentation significative de l’expression génique de PAI-I, de 

TGF-β1 et de Snail. Cette augmentation des paramètres de la transformation mésenchymateuse 

est également corrélée avec l’augmentation de l’expression protéique de P-Erk, vimentine et 

PAI-I. Lorsqu’on associe TGF-β1 et HSP27, on observe une potentialisation de l’ensemble des 

effets du TGF-β1 précédemment cités. En revanche HSP27 seule ne modifie aucun des 
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paramètres évalués. On retrouve cette potentialisation des effets du TGF-β1 par l’HSP27 sur 

son effet pro-migratoire, évalué par suivi microscopique du recouvrement d’une blessure 

effectuée dans un tapis cellulaire de cellules A549.  

 

Figure 47 : HSP27 extracellulaire potentialise les effets profibrosants du TGF-β1 : A) Analyse par RT-qPCR de 

l’expression de PAI-1, TGF-β1 et Snail sur des A549 (n=3) après une stimulation 48h par rTGF-β1 (10ng/ml), rhHSP27 

(10µg/ml) ou les deux. (**P<0,01, Mann et Withney). B) Analyse protéique par western-blot de l’effet d’un traitement rTGF-

β1 (10ng/ml) associé à de l’rhHSP27 (10µg/ml) sur A549 (n=3). C) Test de cicatrisation réalisé sur tapis de cellules A549. A 

gauche, images (bar = 100µm) représentatives du tapis de cellules A549 non traitées (NT), ou traitées par TGF-β1 (10ng/ml), 

ou TGF-β1 (10ng/mL) + rhHSP27 (10µg/mL). A droite : analyse du recouvrement de la surface de la blessure en fonction du 

temps post-blessure (en heures) (n=2). 

b) HSP27 extracellulaire contribue à la transformation mésenchymateuse 
induite par le rTGF-β1 in vitro 

Nous avons voulu ensuite tester l’hypothèse que, suite à la sécrétion d’HSP27 par les 

cellules pulmonaires, cette petite protéine chaperonne peut interagir avec les cellules 

environnantes et favoriser ainsi une signalisation pro-fibrosante. Pour ce faire, nous avons mis 

au point une expérience dite « d’échange de milieu » qui consiste à traiter une première série 

de cellules avec du rTGF-β1 et de collecter le milieu de culture après 24h d’incubation. Ce 

milieu est ensuite mis en contact de billes couplées avec des anticorps anti-HSP27 (Ac-HSP27) 
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ou des Ig, dans le but d’immunodépléter ou non le milieu de culture en HSP27 (milieu 

conditionné). Ce milieu conditionné est ensuite mis en contact avec une seconde série de 

cellules pendant 48h et son effet sur les cellules est évalué par western-blot. Pour valider notre 

expérience, nous avons vérifié l’immunodéplétion d’HSP27 en éluant les billes et en s’assurant 

de la présence d’HSP27 par western-blot dans les éluats des « billes Ac-HSP27 » et son absence 

dans les « billes Ig ». 

Nos résultats montrent les effets du rTGF-β1 sur la première série de cellules A549, notamment 

sur les marqueurs de la transformation mésenchymateuse (Figure 48). Nous pouvons observer 

une augmentation du signal de la N-cadhérine, de PAI-I, de la vimentine et d’HSP27 ainsi 

qu’une diminution du signal de l’E-cadhérine. Sur la deuxième série de cellules A549, nous 

pouvons voir qu’un milieu conditionné avec des billes Ig induit de la même façon l’expression 

des marqueurs de la transformation mésenchymateuse. En revanche, un milieu déplété en 

HSP27 (Ac-HSP27) n’a plus ces effets. Nous observons une augmentation moins prononcée de 

N-cadhérine, PAI-I, vimentine et HSP27 et une légère augmentation du signal de l’E-cadhérine. 

Des effets similaires ont été observés sur des cellules Met-5A (Figure 48). 

 

Figure 48 : Effets paracrines d’HSP27 libérée suite à une stimulation par rTGF-β1 : Analyse par western-blot de 

l’expression protéique des marqueurs de la transformation mésenchymateuse de cellules A549 ou Met-5A traitées 24h avec du 

TGF-β1 (10 ng/ml) (western blot de gauche). Analyse western-blot de l’expression protéique de marqueurs de la transformation 

mésenchymateuse de cellules A549 ou Met-5A traitées 48h avec des milieux conditionnés immunodéplétés en HSP27 (Ac-

HSP27) ou non (Ig) (western-blot de droite). Ig : Immunoglobuline, Ac-HSP27 (anticorps anti-HSP27) n=2. 
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c) L’administration de rHSP27 semble augmenter l’intensité de la fibrose 
pulmonaire in vivo 

Pour vérifier cet effet aggravant d’HSP27 sur la transformation mésenchymateuse des 

cellules pulmonaires, nous avons testé in vivo les effets de l’administration d’HSP27 dans un 

modèle de fibrose induite par injection intra-veineuse (IV) de bléomycine chez la souris (Figure 

49). La protéine recombinante a été administrée à J10 et J18 par voie intra-trachéale et les 

animaux sacrifiés à J21. Nos résultats montrent que l’administration IT d’rHSP27 induit une 

augmentation des quantités de collagène accumulées dans le tissu pulmonaire et évaluées par 

coloration au rouge Sirius. Par marquage H&E, on observe une tendance à l’augmentation du 

score d’Ashcroft des poumons des animaux traités par bléomycine et HSP25 par rapport à ceux 

traités uniquement par bléomycine.  

 

Figure 49 : Le traitement par HSP25 recombinante induit une aggravation de la fibrose pulmonaire chez la souris : 

(Gauche) Marquage au rouge sirius de coupes histologiques de poumons de souris ayant reçu de la bléomycine et des injections 

intratrachéale (IT) de NaCl (groupe BLM + NaCl) ou d’rHSP27 (BLM + HSP27, 600 µg/kg préparé dans 60µl). Un score de 

fibrose a ensuite été mesuré pour chaque souris (un point correspond à une souris). (Droite) Coupe histologique de poumons 

marqués à l’hématoxyline & éosine (H&E) des mêmes groupes. Un score de fibrose a ensuite été déterminé selon la méthode 

d’Ashcroft modifié (un point correspond à une souris). BLM NaCl n=5, BLM HSP27 n=4. *p<0,05 (Mann et Withney).  

Suite à ces résultats encourageants, nous avons réitéré plusieurs expériences in vivo ayant 

pour but de contrôler ces effets potentialisateurs d’HSP27 recombinante sur la gravité de la 

fibrose induite par la bléomycine. Malheureusement, nous ne sommes pas parvenus à retrouver 

des résultats similaires.   

 Signalisation induite par HSP27 extracellulaire 

Nous avons ensuite essayé de comprendre comment HSP27 potentialise la transformation 

mésenchymateuse induite par le TGF-β1. HSP27 a été décrit dans la littérature comme pouvant 

interagir avec les TLRs et ainsi induire la voie de signalisation NF-κB, et donc la 
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phosphorylation d’IκB300,301. Nous avons pu mettre en évidence, par immunofluorescence, sur 

cellules A549 que de l’rhHSP27 taguée histidine (HSP27-His) colocalise avec les récepteurs de 

surface TLR4 (Figure 50A) et TLR2 (résultats non montrés). De plus, ce traitement induit 

également une translocation de p65 (une sous-unité du complexe NF-κB) ce qui traduit d’une 

activation de cette signalisation (Figure 50B). Pour aller plus loin, nous avons recherché par 

western-blot les voies de signalisation induites en réponse à une stimulation courte d’rhHSP27 

sur le même type cellulaire (A549). Nous avons pu observer qu’une stimulation de 30 min et 

1h entraine l’augmentation de la phosphorylation d’Akt, p65, Erk et IκB. De plus, la 

phosphorylation d’IκB est accompagnée d’une diminution du signal d’IκB total, ce qui suggère 

sa dégradation (Figure 50C). Pour affirmer que cette signalisation est dépendante de 

l’interaction d’HSP27 avec les TLR4 ou 2, nous avons traités à nouveau des cellules A549 avec 

de l’rhHSP27 pendant 1h, mais cette fois-ci en présence d’anticorps bloquant TLR4 (Ab TLR4) 

ou TLR2 (Ab TLR2) (respectivement figure 50D ; 50E). Ces résultats, encore préliminaires, 

laissent apparaître une signalisation dépendante de ces deux récepteurs et de IκB (figure 50D). 

Lorsque l’on traite des cellules A549 par de l’rHSP27 en présence ou non d’anticorps dirigés 

contre les TLR, on observe que l’Ab anti-TLR4 réduit la phosphorylation de IκB, et ce quelle 

que soit la dose d’anticorps utilisée (Figure 50D). En revanche, l’utilisation de concentrations 

similaires d’Ab TLR2 semble réduire d’avantage la phosphorylation de IκB (Figure 50E). Dans 

ces deux expériences, une stimulation avec du LPS a été utilisé comme contrôle positif 

d’activation d’IκB.  
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Figure 50 : Un traitement rHSP27 active des voies de signalisation non-canoniques du TGF-β1 de manière TLR4/2 

dépendante : A) Immunofluorescence réalisée sur A549 après 5 min de traitement par rhHSP27-His (10µg/ml). Bleu : 

coloration nucléaire DAPI, Rouge : TLR4, Vert : His tag. B) Immunofluorescence réalisée sur A549 à la suite d’un traitement 

d’1h par rhHSP27 (10µg/ml). Bleu : coloration nucléaire DAPI, Rouge : NF-κB. C) Analyse protéique par western-blot de 

cellules A549 traitées 30min ou 1h avec de l’rhHSP27 à 10µg/ml (n=3). D) Des cellules A549 ont été pré-incubées 1h avec 

des anticorps bloquants TLR4 (Ab TLR4) avant stimulation 1h avec de l’HSP27 recombinante humaine (rhHSP27) à raison de 

10µg/ml ou de LPS (100ng/ml) n=1. E) Des cellules A549 ont été pré-incubées 1h avec des anticorps bloquants TLR2 (Ab 

TLR4) avant stimulation 1h avec de l’HSP27 recombinante humaine (rhHSP27) à raison de 10µg/ml ou de LPS (100ng/ml). 

n=1.   

 Effets d’HSP27 extracellulaire sur les macrophages : stimulation de la 
libération de cytokines pro-fibrosantes ?   

Les macrophages sont connus pour répondre à une stimulation HSP27 

extracellulaire302,304,305, et ils expriment à leur surface une diversité de récepteurs TLR. Par 

ailleurs, ces cellules sont impliquées dans le développement de la fibrose pulmonaire. C’est 

pourquoi nous avons décidé d’explorer les effets de la stimulation des macrophages par HSP27, 

en utilisant deux modèles de cellules primaires : un modèle murin de macrophages dérivés de 

la moelle-osseuse (Bone Marrow-Derived Macrophages ou BMDM), et un modèle humain de 

macrophages issus de donneurs sains (Peripheral Blood Mononuclear Cells ou PBMC). 

a) Effets d’HSP27 sur les cellules BMDM 

Le traitement des BMDM par de l’rHSP27 (HSP25) a induit une augmentation significative 

de l’expression génique d’IL-10, d’IL-1β et de CXCL10 à la concentration testée la plus 

importante (30µg/ml) (Figure 51A). Après collecte des milieux de culture issus de cette 
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expérience, des fibroblastes primaires murins (FPM) ont été incubés 48h avec ces milieux 

conditionnés. Nos résultats montrent que le traitement par un milieu conditionné de cellules 

BMDM traitées par HSP25 (30 µg/mL) induit une augmentation de l’expression protéique d’α-

SMA plus importante que le milieu conditionné contrôle (CT) (Figure 51B). 

 

Figure 51 : rHSP25 stimule la sécrétion de cytokines par les BMDM, capables d’induire la synthèse de facteurs 

favorisant la transition myofibroblastique des fibroblastes primaires murins : A) Analyse de l’expression génique par RT-

qPCR d’IL-10, IL-1β et CXCL10 après 24h de traitement des BMDM rHSP27 (HSP25) (10µg/ml, 30µg/ml) (n=3, *p<0.05 

Mann et Withney). B) Analyse protéique par western-blot de fibroblastes primaires murins (FPM) traités 48h par les milieux 

conditionnés issus du traitement des BMDM par rmHSP27 (10 et 30 µg/mL), n=2.  

b) Effets d’HSP27 sur les PBMC (Peripheral Blood Mononuclear cells) 

Nous avons aussi traité des macrophages dérivés de PBMC humains et pré-incubés 7 jours 

avec du M-CSF, par de l’HSP27 recombinante (Figure 52). Une augmentation significative de 

l’expression d’IL-1β, PPAR-γ et de TGF-β1 est observée dans les cellules traitées par rHSP27 

à 30µg/ml. Nous n’observons qu’une tendance à l’augmentation de MRC1 et TNF-α à la même 

concentration, ce qui peut s’expliquer par le faible nombre de répétitions de cette 

expérimentation (n=2). (Figure 52A). Par ailleurs, une analyse phénotypique par cytométrie en 

flux a permis de tester les effets d’rHSP27 sur l’expression membranaire de CD206, CD80 et 

HLA-DR (CMH-II), utilisés comme marqueurs phénotypiques des cellules macrophagiques 

(Figure 52A). De manière intéressante, rHSP27 induit une augmentation significative du 

marquage de CD206 et de CD80, caractéristique du phénotype M2, et ce à la concentration de 

30µg/ml. En revanche, l’expression de HLA-DR semble être réduite par ce traitement (Figure 

52B). La stimulation des cellules macrophagiques par l’IL-4 constitue le contrôle positif 

d’induction du phénotype M2 des macrophages, matérialisé par l’augmentation de l’expression 

du CD206. (Figure 52B) 
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Figure 52 : HSP27 stimule l’expression du phénotype M2 des macrophages primaires humains : Après une incubation de 

7 jours avec du M-CSF, les macrophages alors dit M2-like ont été stimulés 48h avec de l’rhHSP27 (10µg/ml et 30µg/ml) ou 

de l’IL4. A) Analyse de l’expression génique d’IL-1β, PPAR-γ, TGF-β1, MRC5 et TNF-α par RT-qPCR après 48h de 

traitement par rhHSP27 à 10µg/ml ou 30µg/ml (n=3 pour IL-1β, PPAR-γ et TGF-β1 et n=2 pour l’évaluation de MRC5 et 

TNF-α. *p<0,05). B) Analyse phénotypique de l’expression membranaire de CD206, CD80 et HLA-DR après 48h de traitement 

par rhHSP27 à 10µg/ml ou 30µg/ml. Le traitement par IL-4 a été réalisée à 50ng/ml. CD206 n=7, CD80 et HLA-DR n=4. 

*p<0,05, *** p<0,001.  
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Troisième projet : Test des effets d’un oligonucléotide 
anti-sens (LASO) dirigé contre HSPB5 sur le 

développement de la fibrose pulmonaire 

Un des axes de ma thèse a été d’étudier les effets d’un oligonucléotide, le LASO-22 sur les 

mécanismes de la transition myofibroblastique in cellulo et le développement de la fibrose 

pulmonaire induite par la bléomycine in vivo chez la souris. 

Ce travail s’intègre dans un projet majeur de l’équipe, qui consiste à sélectionner et 

caractériser des composés inhibiteurs d’αB-crystallin et efficaces pour limiter le développement 

de la fibrose pulmonaire. Ce projet a été financé par l’ANR SHOT-IPF obtenue en 2016. Dans 

ce cadre, nous avons collaboré avec l’équipe du Dr Palma Rocci (UMR-Inserm 1068) qui a 

synthétisé des oligonucléotides dirigés contre αB-crystallin. Le travail d’un autre étudiant de 

l’équipe Pierre-Marie Boutanquoi, a permis d’identifier un oligonucléotide efficace dans nos 

modèles, l’ASO-22 (séquence 5’CCATTCACAGTGAGGACCCC). Mon travail fait suite au 

sien, et a eu pour objectif d’étudier un ASO de seconde génération, le LASO-22 correspondant 

à l’ASO-22 modifié, par conjugaison à des radicaux lipidiques. Cette conjugaison à des 

radicaux lipidiques a pour but d’améliorer la bio-distribution du composé.  

Brièvement, et pour repositionner mon travail, l’ASO-22 avait montré ses capacités à 

inhiber αB-crystallin et à bloquer l’induction de l’expression de protéines profibrosantes 

(collagène A1, α-SMA, PAI, E-cadherine) à la fois sur des modèles de cellules pulmonaires 

épithéliales et fibroblastiques humaines et murines, traitées par TGF-β1 (10 ng/mL) pendant 

48h. Sur le modèle murin de fibrose induite par la bléomycine, l’administration IV chronique 

de l’ASO-22 testé à 3 doses (6, 12 et 18 mg/kg), à partir de J9 post-bléomycine, avait permis 

de réduire considérablement l’accumulation de collagène dans le tissu pulmonaire et ainsi de 

prévenir le développement de la fibrose. La dose de 12 mg/kg semblait être la plus efficace. Ce 

traitement diminuait aussi les effets inducteurs du traitement par bléomycine, sur l’expression 

génique d’αB-crystallin (HSPB5) dans le tissu pulmonaire total, ainsi que celle du collagène 

(col1a1), et d’alpha-SMA (acta2). Ces précédents travaux nous avaient permis de valider un 

modèle de coupes pulmonaires de poumons de souris, mis en culture à l’issu du traitement par 

bléomycine, 21 jours après l’administration IT, pour tester des molécules actives pour leur 

capacité à faire régresser la fibrose. L’étude du LASO-22 a débuté sur ce modèle. Notre étude 

a donc consisté à : 
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- Comparer ex vivo les effets de l’ASO-22 et du LASO-22 sur coupes de tissus pulmonaires de 

souris traitées par bléomycine 

- Comparer in vivo les traitements chroniques par LASO-22 vs ASO-22 (3-6-12 mg/kg) au 

cours du développement de la fibrose, sur le modèle de fibrose induite par la bléomycine chez 

la souris 

- Tester les effets du LASO-22 sur l’expression des protéines caractéristiques de la transition 

myofibroblastique de cellules épithéliales et fibroblastiques humaines traitées par TGF-β1 in 

vitro. 

Ex vivo sur coupes de poumons d’animaux traités par bléomycine 21 jours, nous avons 

montré que le traitement par LASO-22 (100 nM) induisait une diminution de l’expression du 

collagène, avec la même intensité que le traitement par ASO-22 testé à la même dose (Figure 

53). 

 

  

Figure 53 : L’inhibition d’HSPB5 par le LASO 22 limite la production de collagène ex vivo sur des PCLS : A) Influence 

du traitement par ASO22, LASO22 ou leur scramble (scr et Lscr) à 100 nM (pendant 3 jours) sur le contenu en collagène de 

coupes de poumons de souris précédemment traitées 21 jours par NaCl ou bléomycine. n=9/groupe. Test de Mann et Withney, 

* P< 0,05 ; **P<0,01 ; ns : non significatif. B) Influence d’un traitement de 3 jours par LASO22 (LASO) ou de son scramble 

(Scr) à 100 nM sur l’expression génique d’HSPB5 de coupes de poumons de souris précédemment traitées 21 jours par 

bléomycine. Test de Mann et Withney, **P<0,01. 
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Ces résultats encourageants nous ont motivé à comparer les effets d’une gamme de 

concentrations des LASO-22 et ASO-22 (3-6-12 mg/kg) dans le modèle de fibrose à la 

bléomycine, l’hypothèse étant que le LASO-22 induise des effets anti-fibrosants à des doses 

moindres que l’ASO-22. Nos résultats ont confirmé que l’ASO-22 est efficace à 12 mg/kg, et 

nous n’avons pas observé d’effets des doses inférieures sur l’accumulation de collagène dans 

le tissu pulmonaire, évaluée par la technique de sircol (Figure 54). Chez les souris traitées par 

le LASO-22 à la dose de 6 mg/kg, nous avons observé une accumulation de collagène 

légèrement inférieure à celle mesurée dans le groupe de souris traitées par bléomycine seule, et 

ses effets ne sont plus significatifs aux doses extrêmes testées de 3 et 12 mg/kg. Les quantités 

de collagène mesurées n’étaient pas différentes entre les traitements LASO-22 (6 mg/kg) et 

ASO-22 (12 mg/kg) (Figure 54). 

 

Figure 54 : Effet dose ASO 22/LASO 22 in vivo sur un modèle de fibrose pulmonaire murine : Quantification du collagène 

par la technique du SIRCOL dans les poumons de souris traitées par administration intra-trachéale de NaCl ou bléomycine à 

J0 (BLM) et par l’ASO-22 ou le LASO-22 (3, 6 ou 12 mg/kg 3 fois par semaine de J9 à J21) (n=4 à 7). Test de Mann et 

Withney, *P< 0,05 ; **P<0,01. 

In vitro, les tests du LASO-22 ont été très décevants puisque nous n’avons pas observé 

d’effets du LASO-22 (25 à 100 nM) sur l’expression des marqueurs de la transition 

mésenchymateuse induite par le TGF-β1 (10 ng/mL), ni sur cellules épithéliales humaines 

(A549) (données non montrées) ni sur cellules fibroblastiques humaines CCL-210 (Figure 55). 
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 Figure 55 : Effet du LASO 22 comparativement à l’ASO 22 en condition pro-fibrosante in vitro : Analyse protéique par 

western blot de cellules fibroblastiques humaines CCL210 traitées 48h par TGF-β1 (10 ng/mL) (n=3).  

  



182 

 

DISCUSSION & PERSPECTIVES
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La fibrose pulmonaire idiopathique est une maladie dévastatrice à laquelle n’est associée 

aucun traitement curatif et sa physiopathologie demeure encore mal comprise. Aussi une 

meilleure compréhension du mécanisme de fibrogenèse permettrait l’élaboration de nouvelles 

cibles potentielles pour le diagnostic, le traitement et le suivi de patients atteints de FPI. La 

place de l’inflammation dans cette pathologie reste incertaine. L’étude clinique PANTHER-

IPF a largement contribué à cela puisqu’elle a conduit au retrait de l’utilisation de molécules 

anti-inflammatoires pour la prise en charge des patients. En revanche, il est tout de même admis 

que les phases inflammatoires, en conséquence d’une destructuration du tissu pulmonaire, sont 

primordiales dans l’initiation de la fibrogenèse. 

Mon travail de thèse a contribué à l’identification d’une population de macrophages 

alvéolaires CD206+ se révélant particulièrement intéressante pour le suivi de la progression de 

la fibrose, et qui pourrait constituer une cible de nouvelles molécules actives anti-fibrosantes. 

Mes travaux ont permis ensuite d’apporter une connaissance plus précise sur le rôle d’HSP27 

extracellulaire dans un contexte de fibrose pulmonaire. Enfin dans une dernière partie, j’ai 

caractérisé les effets d’un inhibiteur d’αB-crystallin, un oligonucléotide anti-sens (ASO) 

lipidique, sur la fibrose pulmonaire induite chez le rongeur.  

 Les macrophages alvéolaires CD206+ : une population qui reflète la 
progression de la FPI 

Les macrophages sont une population de cellules immunitaires très plastiques qui s’adaptent 

à leur environnement. Leur phénotype, et donc leur fonction, oscille entre un caractère pro-

inflammatoire (M1) et anti-inflammatoire (M2). Dans la FPI, il est largement admis que les 

macrophages possèdent plutôt un phénotype M2 responsable de la production de médiateurs 

pro-fibrosants tels que le TGF-β1335. De plus, les RM-DM ont été identifiés comme une 

population en faveur de développement de la fibrose pulmonaire à l’inverse de macrophages 

résidents qui ne semblent avoir aucun impact194.  

Dans cette étude, nous avons montré que les macrophages surexprimant CD206 sont 

exprimés dans le tissu pulmonaire dès les phases précoces du développement de la maladie dans 

des modèles de fibrose murins, mais que cette expression reste aussi élevée en phases tardives 

de son développement. Deux techniques sont combinées dans ce travaile à savoir, la cytométrie 

en flux et la radio-imagerie (SPECT), afin d’identifier la population responsable de l’expression 

de CD206 dans le poumon en condition native et fibrosante. La caractérisation par cytométrie 

en flux et l’étude cinétique des macrophages pulmonaires issus du modèle bléomycine nous a 



184 

 

permis de montrer que les macrophages alvéolaires sont la population responsable de 

l’expression de CD206 aussi bien en condition native qu’en condition fibrosante. Or, 

l’ontogénie des macrophages responsables de l’expression de CD206 n’est pas la même en 

condition native ou en cas de fibrose pulmonaire. En effet l’analyse t-SNE (t-ditributed 

Stochastic Neighbor Embedding) permet de mettre en évidence une nouvelle population de 

macrophages qui exprime fortement le CD206. Cette population de macrophages recrutés (RM-

DM) a précédemment été décrite par les travaux de Misharin et coll, discriminant cette 

population par l’expression plus faible de SiglecF et la double positivité pour le CD11b et le 

CD11c194,204. De manière intéressante, notre étude permet de mettre en avant la cinétique de 

recrutement et le phénotype des RM-DM. Nous avons pu observer que l’expression de CD11b 

et de CD206 sont corrélées dans les périodes précoces du modèle de fibrose pulmonaire induite 

à la bléomycine (J8) et que l’expression de CD11b (J15 et J22) diminue ensuite fortement, 

contrairement à l’expression stable du CD206. La période inflammatoire de ce modèle se 

caractérise donc par des RM-DM CD11b+ CD206+ et dans la période de résolution/fibrose, les 

RM-DM ont un phénotype CD11b- CD206+. La bléomycine induit également une mort 

cellulaire des TR-AMs qui semblent être remplacés progressivement par des RM-DM qui 

acquièrent un phénotype de plus en plus ‘résident’ (notamment marqué par la perte de CD11b). 

Tout ceci constitue des arguments supplémentaires pour affirmer que les TR-AMs sont 

remplacés par les RM-DM dans un modèle murin de fibrose pulmonaire induite par la 

bléomycine. De plus, nous rajoutons à cela que cette population de RM-DM est responsable de 

l’expression et de la persistance de CD206 dans ce modèle. Les RM-DM sont donc des cellules 

associées au développement et à la gravité de la fibrose pulmonaire194 et qui expriment 

fortement le CD206. C’est pour ces raisons que CD206 apparait comme un biomarqueur 

intéressant pour le suivi de la FPI chez les patients. C’est pourquoi nous avons testé l’utilisation 

de CD206 comme un biomarqueur non invasif de progression de la fibrose pulmonaire. Il a 

récemment été montré qu’une étude longitudinale par tomodensitométrie (CT-scan) permet de 

suivre la sévérité de la fibrose pulmonaire avec une grande fiabilité336,337. Dans notre étude, 

nous avons couplé l’analyse longitudinal CT-scan avec une tomographie par émission de 

positons (TEP ou PET scan) en utilisant un radionucléide ciblant le collagène de type I et III, 

couplé à du Gallium-68 (68Ga-collagelin). Nos résultats ont permis de montrer que la sonde 
68Ga-collagelin détecte la fibrose pulmonaire de manière corrélée à une analyse CT-scan 

comme cela avait déjà été décrit dans la littérature avec une autre sonde qui détecte le collagène 

(68Ga-CBP8)184. De manière similaire à la sonde 68Ga-collagelin, nous avons également montré 
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que l’imagerie du CD206, par utilisation d’un radionucléide spécifique de ce récepteur, le 
99mTc-tilmanocept, permet la mise en évidence de la fibrose pulmonaire. Une augmentation 

progressive et persistante du CD206 est observée tout au long de ce modèle, suivant la même 

trajectoire que l’expression du CD206 par les RM-DM. La cytométrie en flux ainsi que les 

données d’imagerie suggèrent fortement que le CD206 est surexprimé dans un modèle de 

fibrose pulmonaire à la bléomycine, assez précocement et principalement dû à l’infiltration des 

RM-DM dans le poumon. Ces données décrivent le CD206 comme un biomarqueur prometteur 

pour un suivi non-invasif de la fibrose pulmonaire. L’intérêt de l’utilisation de ce marqueur a 

été renforcé par l’étude de données humaines recueillies via l’analyse de databases, et qui a 

permis de montrer que l’expression génique de CD206 (gène MRC1) est capable de différencier 

chez les patients atteints de FPI une fibrose progressive d’une fibrose non progressive.  

 L’absence de marqueurs d’efficacité des traitements de la FPI est un des écueils, 

responsable des difficultés que connaissent les thérapeutes pour adapter le traitement anti-

fibrosant, à temps, et pour un patient donné, en tenant compte de sa réponse propre au 

traitement. Nous avons testé dans ce contexte l’utilité du suivi de l’expression du CD206 

comme marqueur d’efficacité du nintédanib. Nos résultats confirment ceux de Bellamri et al., 

(2019), qui montrent que le nintédanib inhibe l’expression du phénotype M2 et l’expression de 

CD206 de macrophages primaires humains (dérivés de PBMC de donneur sains)239. L’analyse 

par cytométrie en flux des cellules immunitaires pulmonaires issues du modèle de fibrose 

murine à la bléomycine a permis de montrer que le nintédanib (NTD) induit une réduction 

significative de l’expression de CD206 et que cette réduction touche principalement les RM-

DM. L’analyse bi-paramétrique qui implique l’expression de CD11b et CD206 nous indique 

que les cellules CD11b+ CD206+ (qu’elles soient TR-AMs ou RM-DM) sont impactées par le 

nintédanib. En effet leur proportion est réduite significativement avec ce traitement anti-

fibrosant. En revanche, la proportion de RM-DM CD11b- CD206+ n’est pas altérée et on 

observe une moindre diminution des TR-AMs CD11b- CD206+ en cas de traitement par NTD. 

Ces effets protecteurs du NTD sur les TR-AMs CD11b- CD206+ est très intéressante puisque 

le profil des macrophages (phénotypes et ontogénie) tend davantage vers celui d’une souris 

saine en présence de NTD. De plus, cette inhibition de CD206 spécifique des macrophages 

CD11b+ suggère que le NTD a une action inhibitrice sur la phase d’infiltration macrophagique 

dans le poumon. En parallèle, nous avons confirmé cette diminution du CD206 en réponse au 

traitement par NTD, par l’imagerie moléculaire via l’utilisation de la sonde 99mTc-tilmanocept. 

Cette technique a permis d’effectuer un suivi longitudinal de l’expression de CD206. Nous 
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avons validé ce résultat par sa corrélation à la diminution des dépôts de collagène dans le 

poumon évalué par analyse des CT-scan. 

 Pour finir, nous avons montré l’intérêt de l’utilisation du tofacitinib, un inhibiteur des 

JAK kinase (JAK1 et JAK3) inhibant l’expression du CD206242,338 , pour traiter la fibrose 

pulmonaire induite expérimentalement sur notre modèle à la bléomycine. Nos résultats sont en 

accord avec une étude récente qui a montré que l’utilisation d’un peptide bloquant 

spécifiquement le CD206 est efficace pour réduire la fibrose pulmonaire dans le même modèle, 

en diminuant à la fois l’expression de CD206, de TGF-β1 et de α-SMA240. Nous avons 

déterminé que l’utilisation du tofacitinib in vivo réduisait l’expression de CD206 

spécifiquement sur les RM-DM. En revanche, à l’inverse du nintédanib, cette inhibition se 

focalise sur la population de RM-DM CD11b- CD206+ ce qui suggère une inhibition plus 

tardive que celle induite par le nintédanib, dans le processus d’infiltration macrophagique. En 

parallèle, l’imagerie du CD206 montre une diminution attendue du signal lié au 99mTc-

tilmanocept, du signal MLD (Mean Lung Density), ainsi que de l’absorption pulmonaire de la 

sonde 68Ga-collagelin qui est réduite significativement. Cette expérience est d’autant plus 

intéressante qu’elle suggère qu’un médicament approuvé dans l’utilisation de la sclérodermie 

et de l’arthrite rhumatoïde241 est efficace à réduire la fibrose pulmonaire. Enfin, grâce à cette 

étude longitudinale de radio-imagerie, nous démontrons que l’imagerie du CD206 par le 99mTc-

tilmanocept est corrélée à la progression de la fibrose pulmonaire. 

Limites et perspectives 

Dans cette étude, nous avons démontré l’efficacité de l’utilisation d’un radio traceur du 

CD206 (99mTc-tilmanocept) pour la prise en charge et le suivi des patients. Ce traceur pourrait 

aider à ajuster le choix du traitement, en contrôlant le niveau de CD206 chez les patients FPI et 

apporter un élément de décision pour un switch vers la pirfénidone, en cas de manque 

d’efficacité du traitement par Nintedanib. Nous pourrions également voir un intérêt inverse qui 

consisterait à privilégier un traitement par nintédanib chez les patients avec un fort niveau 

d’expression du CD206 et proposer la pirfénidone à ceux qui ont un taux plus faible de CD206. 

Ceci nécessite donc l’élaboration d’un seuil. Comme l’importance des dépôts de collagène 

reflète une fibrose déjà installée, nous aurions pu penser que le suivi du CD206 pourrait être 

utilisé dans les phases précoces de la maladie. Or, nous montrons que l’apparition du collagène 

est corrélée à celle de CD206, ce qui va à l’encontre de ce potentiel intérêt du suivi du CD206.  
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Une autre limite de notre travail est inhérente au modèle de fibrose pulmonaire induite 

par la bléomycine. La fibrose pulmonaire s’installe en moins de 10 jours et est précédée d’une 

phase inflammatoire très différente de la réalité clinique de la FPI. Pour s’affranchir de cette 

phase d’inflammation importante qui perturbe sans doute l’expression de CD206 dans les 

phases précoces du modèle, nous pourrions envisager de répéter cette étude sur un autre modèle 

de fibrose pulmonaire, par exemple celui induite par surexpression du TGF-β1 dans le tissu 

pulmonaire par transfert du gène TGF-β1 (AdTGF-β1). 

Sur l’analyse cytométrique, de manière intéressante, nous pouvons voir que la cinétique 

d’apparition et de disparition des RM-DM et des TR-AMs se suit parfaitement ce qui suggère 

une proximité entre ces deux populations. En revanche, la cytométrie en flux est une méthode 

expérimentale qui ne permet pas de valider cette hypothèse. Bien que l’évolution phénotypique 

de ces deux populations soit proche, nous ne pouvons pas conclure que les RM-DM perdent 

progressivement l’expression de CD11b pour coloniser les alvéoles pulmonaires et constituer 

ainsi le nouveau pool de macrophages résidants. Pour cela, il aurait fallu effectuer une étude de 

suivi cellulaire en marquant spécifiquement les RM-DM, ce qui aurait permis d’étudier leur 

devenir. En revanche, sur la représentation t-SNE, nous pouvons voir que le profil des TR-

AMs, J21 post-injection de bléomycine, est différent de celui d’une souris saine, ce qui suggère 

tout de même l’apparition d’une population différente de celle du départ.  

Le tofacitinib apparaît comme une molécule prometteuse dans le traitement de la FPI. 

En effet une analyse post-hoc de 21 essais cliniques a montré une plus faible incidence de 

fibrose pulmonaire chez des patients atteints d’arthrite rhumatoïde traités par le tofacitinib en 

comparaison à ceux traité par un placebo339. D’autres études ont également montré un effet 

bénéfique du tofacitinib sur une fibrose pulmonaire progressive existante chez des patients 

atteint d’arthrite rhumatoïde340. A ma connaissance, notre étude est la première qui suggère 

l’efficacité du tofacitinib à réduire la fibrose pulmonaire dans un modèle murin induit par 

injection de bléomycine. Le tofacitinib présente une efficacité anti-fibrosante similaire au 

nintédanib in vivo sur un modèle de fibrose pulmonaire murin ce qui en fait un bon candidat à 

tester dans un essai clinique incluant des patients atteints de FPI.  

Le nintédanib est un inhibiteur des tyrosines kinases, mais son action anti-fibrosante est encore 

mal comprise. Cette étude permet d’associer son action anti-fibrosante avec l’inhibition du 

CD206 au niveau des macrophages alvéolaires, suggérant ainsi un mécanisme d’action 

nouveau. En revanche, notre expérience montre que la diminution de CD206 médiée par le 

nintédanib impacte spécifiquement les RM-DM CD11b+ CD206+. Ainsi des études 
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approfondies pourraient être envisagées afin de savoir si l’inhibition du CD206 par le 

nintédanib est la conséquence d’une diminution de l’infiltration macrophagique (inhibition 

indirecte de CD206) ou une inhibition directe de l’expression du CD206 par les macrophages.  

Enfin, dans le but d’améliorer les thérapies anti-fibrosantes, il pourrait être intéressant de 

développer une thérapie qui cible spécifiquement les RM-DM CD206+. Les travaux réalisés 

sur le sujet et nos résultats montrent que ces cellules sont responsables, du moins en partie, de 

la mise en place et de la gravité de la fibrose. Il serait donc intéressant d’identifier des thérapies 

inhibant spécifiquement les RM-DM. A nouveau, Misharin et al. ont démontré que les thérapies 

anti-inflammatoires, préalablement testées sur patients, n’affectent pas les macrophages 

infiltrants pulmonaires194 suggérant ainsi une thérapie ciblée.  

99mTc-tilmanocept apparait comme un biomarqueur non invasif prometteur de la fibrose 

pulmonaire. La question de la sensibilité de ce marqueur peut se poser, puisqu’il ne permet la 

détection du CD206 que chez les animaux malades (qui l’expriment fortement) et pas chez les 

animaux contrôles (qui l’expriment faiblement). Néanmoins, sur un poumon humain, on peut 

s’attendre à une proportion plus importante de TR-AMs exprimant le CD206 et donc à un bruit 

de fond plus important. Il serait donc intéressant de tester le 99mTc-tilmanocept chez des patients 

atteins de FPI vs des patients qui ne présentent pas de fibrose pulmonaire, pour tester ses 

performances de marqueur diagnostique. Nos données sur des échantillons humains montrent 

que le CD206 est surexprimé sur des biopsies de patients atteints de FPI et que le 99mTc-

tilmanocept est capable de détecter cette surexpression ex-vivo. Cette première étape de 

validation de ce radio-traceur, accompagnée de ces résultats prometteurs menés sur modèles 

murins, nous ont permis de prévoir une étude clinique afin d’évaluer la pertinence d’utiliser 

cette sonde chez des patients souffrant de FPI.  

 HSP27 est un médiateur intercellulaire pro-fibrosant  

Le rôle d’HSP27 extracellulaire dans la fibrose pulmonaire idiopathique est actuellement 

méconnu. Mon travail de thèse se base sur la mise en évidence d’une augmentation des 

concentrations d’HSP27 dans le sérum de patients atteints de FPI, ou dans les liquides pleuraux 

ou broncho-alvéolaires des souris fibreuses étudiées au laboratoire. Il faut rappeler que cette 

augmentation est associée dans des conditions pro-fibrosantes à une augmentation de 

l’expression intracellulaire de cette protéine, comme montré par Wettstein et al., (2013)129. 

L’hypothèse mécanistique est que l’externalisation d’HSP27 est la conséquence de sa 

surexpression dans le milieu intracellulaire, et donc la conséquence de sa sécrétion. Cette 
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hypothèse a déjà été décrite sur des cellules ovariennes cancéreuses où les auteurs montrent que 

la surexpression d’HSP27 a pour conséquence sa sécrétion334. 

Pour explorer les effets de cette sécrétion, nous avons testé les conséquences du traitement 

de cellules pulmonaires par de la protéine recombinante HSP27 (rHSP27) seule ou associée au 

TGF-β1, utilisé comme cytokine de référence inductrice de la transition mésenchymateuse. De 

manière intéressante, nous avons observé que l’augmentation des concentrations 

extracellulaires d’HSP27 induisait une potentialisation des effets du TGF-β1. Nos résultats 

montrent que ces effets passeraient par une stimulation des voies de signalisation non 

canoniques du TGF-β1 (phosphorylation de ERK, p65, Akt et d’IκB). Notre hypothèse était 

que HSP27 se comporte comme un médiateur agissant de façon paracrine. Pour vérifier cette 

idée, nous avons stimulé des cellules pulmonaires avec du milieu de cellules stimulées par 

rTGF-β1, et donc a priori enrichi en HSP27, et plus ou moins traitées par des anticorps 

neutralisant cette protéine. Nos résultats suggèrent bien le rôle d’HSP27 dans la stimulation des 

protéines de la transformation mésenchymateuse. HSP27 pourrait donc se comporter comme 

un médiateur impliqué dans la transmission du signal pro-fibrosant.  

Pour approfondir la compréhension des effets d’HSP27 extracellulaire, nous avons vérifié 

une donnée précédemment décrite, qui est l’activation par protéine des récepteurs TLR. Il est 

connu qu’HSP27 extracellulaire est capable d’interagir avec des récepteurs membranaires de 

types TLR et notamment TLR-2, TLR-3 et TLR-4300,301, selon les types cellulaires. De plus, ces 

récepteurs possèdent une signalisation complexe qui peuvent impliquer la voie des MAPK341,342 

et NF-κB343, qui sont pour rappel des voies non canoniques du TGF-β1. Nos résultats 

d’immunofluorescence suggèrent une interaction entre HSP27 recombinante et les récepteurs 

TLR-2 et TLR-4 de cellules épithéliales pulmonaires A549. Des expériences testant l’influence 

du blocage de ces récepteurs dans l’activation par HSP27 de la signalisation IκB confortent le 

rôle des TLR2. Des expérimentations supplémentaires sont nécessaires pour vérifier le rôle des 

TLR4 dans les effets d’HSP27.  

Une des difficultés majeures de ce travail a été de tester in vivo les conséquences d’une 

augmentation des concentrations extracellulaires d’HSP27 sur le développement de la fibrose 

dans nos modèles. En l’absence d’anticorps bloquants utilisables pour inhiber spécifiquement 

HSP27 dans le milieu extracellulaire, nous avons choisi de tester les effets d’HSP27 

recombinante apportée par voie intra-trachéale sur la fibrose induite par administration IV de 

bléomycine. Malgré le faible nombre de souris, nous avons pu observer une augmentation 
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significative du dépôt de collagène (coloration rouge sirius) dans le groupe de souris ayant reçu 

de l’HSP27, ainsi qu’une tendance à l’augmentation de l’infiltration et de la prolifération 

cellulaire, évaluée par coloration Hématoxyline & Eosine (H&E). Ces résultats vont dans le 

même sans que ceux obtenus in vitro, et qui semblent suggérer que l’augmentation d’HSP27 

extracellulaire participe à aggraver la fibrose pulmonaire. 

 Dans la continuité de la première partie de mon travail de thèse, il semblait absolument 

nécessaire de tester les effets d’HSP27 sur le phénotype des macrophages pulmonaires, d’autant 

plus qu’il est connu que les macrophages expriment à leur surface les TLR, activables comme 

nous venons de le voir par HSP27. De plus, des données de la littérature suggèrent des effets 

d’HSP27 sur le phénotype M1 ou M2 des macrophages, certains montrant la capacité à stimuler 

le phénotype M2302,304, d’autres une réponse plutôt pro-inflammatoire  et le phénotype M1 303. 

Nos résultats montrent qu’une concentration élevée d’rHSP27 (30µg/ml) induit une 

augmentation d’IL-10, d’IL-1β et de CXCL-10. La mis en culture de fibroblaste avec le milieu 

ces cellules immunitaires stimulées par HSP27, tend à montrer que les macrophages dans ces 

conditions, sécrètent des médiateurs stimulant la transition mésenchymateuse, puisque les 

fibroblastes traités dans ces conditions surexpriment α-SMA. Ces résultats suggèrent qu’HSP27 

est bien capable d’induire une activation macrophagique à l’origine de la sécrétion de cytokines 

pro-fibrosantes.  

Ces données ont été confirmées lorsque nous avons testés les effets d’rHSP27 sur macrophages 

primaires de donneurs sains dérivés de PBMC. Nous avons pu mettre en évidence la stimulation 

par HSP27 de l’expression d’IL-1β et de TGF-β1 ainsi que de l’expression de PPAR-γ 

(récepteur gamma activé par les proliférateurs de peroxysomes), un récepteur nucléaire 

caractéristique d’une polarisation M2344. Ce changement du profil d’expression génique 

s’accompagne également d’une augmentation significative de l’expression CD206, et ce 

résultat suggère encore qu’HSP27 favorise un phénotype M2 profibrosant. En revanche, 

l’augmentation de CD206 est également associée à celle du CD80 mais pas de HLA-DR (CMH-

II). De plus, une expérience avec des milieux conditionnés (identique à celle effectuée avec les 

BM-DM) a été réalisée sur des CCL-210 (lignée cellulaire de fibroblastes pulmonaires 

humains) mais ces derniers n’ont pas montré d’activation myofibroblastique accrue après cette 

stimulation. Ces résultats suggèrent à nouveau que le paradigme M1-M2 est bien plus complexe 

que 5 sous-phénotypes. Ici les macrophages issus de donneurs sains, stimulés avec de l’rHSP27, 

présente un phénotype M1 (CD80) qui ne s’accompagne pas d’une expression augmenté 

d’HLA-DR (remettant ainsi en question l’utilité d’exprimer CD80 pour la cellule). De plus, ils 
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présentent également un phénotype M2 (CD206) avec l’expression génique à la fois de 

molécules pro-et anti-inflammatoires. Ces phénotypes très hétérogènes suggèrent d’une 

fonction complexe qui reste à être approfondie à l’avenir. 

 Ces résultats m’ont permis de poser une hypothèse mécanistique sur la place et les effets 

d’HSP27 dans les mécanismes pro-fibrosants (Figure 57). Brièvement, des lésions au niveau 

de l’épithélium pulmonaire conduiraient à la production de médiateurs pro-inflammatoires qui 

permettraient d’attirer les cellules de l’immunité au niveau de la zone lésée. Ces cellules, 

notamment activées par HSP27, produiraient des cytokines pro-fibrosantes dont le TGF-β1, 

l’IL-1β et l’IL-10, qui participeraient à activer la transformation myofibroblastique des cellules 

pulmonaires environnantes (épithéliales et fibroblastes notamment). Mais cette stimulation 

induirait aussi la sécrétion par les cellules pulmonaires d’HSP27 dans le milieu extracellulaire, 

qui pourrait contribuer à maintenir une boucle d’auto-régulation positive du processus de 

fibrogenèse. Ainsi, HSP27 aurait des effets autocrines et paracrines et participerait à la 

progression de la fibrose dans le tissu pulmonaire.  

 

Figure 57 : Hypothèse mécanistique de l’action d’HSP27 extracellulaire lors de la fibrogenèse : L’infiltration des cellules 

immunitaires est à l’origine de la production des cytokines pro-fibrosantes. Dans un processus classique de cicatrisation, les 

fibroblastes et les cellules épithéliales pulmonaires constituent une source importante de myofibroblastes en réponse aux stimuli 

pro-fibrosants. HSP27 pourrait être à l’origine de la cicatrisation massive, qui induit la fibrose pulmonaire, en interagissant 

avec les macrophages et ainsi entretenir la production de cytokines pro et anti inflammatoires. Elle pourrait également avoir 

une action autocrine/paracrine qui potentialiserait la différentiation myofibroblastique.    
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Limites et perspectives 

Un des écueils de mon travail est l’absence de résultats robustes montrant les effets de 

l’augmentation des concentrations d’HSP27 extracellulaire sur l’évolution de la fibrose induite 

dans notre modèle in vivo chez la souris. Tout au long de ma thèse, nous avons cherché à 

optimiser une méthodologie capable de mimer au mieux la sécrétion d’HSP27 dans l’arbre 

respiratoire alvéolaire, ou au contraire de tester son inhibition spécifiquement dans cet espace. 

Notre stratégie expérimentale a consisté à administrer par voie intratrachéale de l’HSP27 

recombinante chez nos souris traitées par bléomycine où nous avons testé différentes fréquences 

et nombres d’injections. La première expérience consistant en 2 administrations d’HSP27 par 

voie intra-trachéale s’est avéré être la plus encourageante. En dépit du faible nombre 

d’injections de rHSP27 (J10 et J18), nous avons pu observer une fibrose plus importante chez 

les animaux traités avec la protéine. En revanche, ce protocole présentait plusieurs défauts 

méthodologiques (un faible nombre d’animaux traités par HSP27, pas de quantification du 

collagène dans le tissu pulmonaire total et un manque d’analyses protéiques et géniques sur le 

tissu pulmonaire). De plus dans ce modèle, nous n’avons pas pu vérifier le devenir de notre 

protéine recombinante. Enfin, nous avons dû nous limiter dans le nombre d’injections intra-

trachéales. En effet ce geste nécessite une anesthésie sous isoflurane, et chez la souris malade, 

la répétition des anesthésies peut être fatale. Nous avons mené deux autres protocoles. Le test 

in vivo des effets d’HSP27 dans le modèle de fibrose induite par la bléomycine a été répété, 

avec une administration séquentielle différente des doses d’HSP27 : soit   précocément 

(administration IT à J3, J5 et J7) soit tardivement (administration IT à J11, J13 et J15). 

Malheureusement, ces expériences n’ont pas montré de différences de gravité de la fibrose en 

cas d’administration d’HSP27.  

Pour montrer l’importance de la sécrétion d’HSP27 dans le développement de la fibrose, 

nous avons également voulu quantifier HSP27 dans les liquides broncho-alvéolaires par 

technique ELISA. Malheureusement, il a été impossible de trouver un kit adapté au dosage dans 

un milieu différent du sérum ou du plasma. Nos résultats n’ont pas montré de différence de 

concentration d’HSP27 entre les différents temps de notre cinétique, mais nous ne savons pas 

si ce résultat négatif est associé ou non à l’utilisation d’un test inadapté.  Il serait surement 

intéressant de poursuivre l’optimisation de l’administration d’HSP27 par exemple, par la 

création d’un modèle de surexpression d’HSP27 via l’utilisation d’un lentivirus.  
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Puisque HSP27 potentialise les effets du TGF-β1 in cellulo, nous pourrions aussi tester 

l’administration intra-trachéale d’HSP27 dans le modèle de fibrose induite par transfert de gène 

TGF-β1 via un adénovirus (AdTGF-β1).  

 Un travail important a été réalisé dans ce projet, visant à caractériser les voies de 

sécrétion d’HSP27. In cellulo, nous avons évalué l’influence d’inhibiteurs chimiques des voies 

principales de sécrétion (voie RE-Golgi et voie des rafts lipidiques) sur la quantité d’HSP27 

libérée dans le milieu de culture de différentes cellules A549 et Met5A. Malheureusement, nos 

résultats n’étaient pas reproductibles et la mise en évidence par western-blot d’HSP27 dans le 

milieu de culture concentré difficile. Un des axes de recherche de l’équipe est d’explorer le rôle 

des vésicules extracellulaires dans le développement de la maladie. Nous avons donc initié un 

travail visant à comprendre dans nos modèles animaux, si HSP27 était présente dans ces 

vésicules extracellulaires de façon plus importante en cas de fibrose. Encore une fois, malgré 

des résultats isolés encourageants, nous n’ont pas réussi à mettre en évidence l’expression 

d’HSP27 dans ces petites vésicules, principalement du fait de difficultés méthodologiques 

d’étude des protéines présentes dans ces vésicules.  

 Concernant la démonstration des effets potentialisateurs d’HSP27 sur les effets po-

fibrosants du TGF-β1, nous sommes conscients qu’il manque deux marqueurs majeurs de la 

transformation myofibroblastique, α-SMA et le collagène. Nous n’avons malheureusement pas 

observé de façon reproductible de modification de leur expression en cas de stimulation TGF-

β1+HSP27. Ce point reste en cours d’exploration.  

Nous avons également montré que la déplétion en HSP27 dans le milieu extracellulaire 

contribue à limiter les effets pro-fibrosants induit par le TGF-β1. Ceci fait ressortir le fait 

qu’HSP27 est un médiateur intercellulaire indispensable pour la transmission du signal pro-

fibrosant. Par ailleurs, la confirmation mécanistique du rôle potentialisateur d’HSP27 reste à 

être déterminée. Notre hypothèse majeure est qu’HSP27 induit des voies de signalisation non-

canoniques du TGF-β1 qui participeraient à augmenter le signal pro-fibrosant. Jusqu’à présent, 

nous avons essayé de bloquer les récepteurs qui semblent impliquer dans cette signalisation, 

mais il serait intéressant d’inhiber indépendamment chacune des voies de signalisation induite 

par HSP27 afin de déterminer la voie majeure qu’elle active. Une autre hypothèse fait suite à la 

capacité d’internalisation rapide de cette protéine dans les cellules. En effet, en moins d’une 

heure, la quasi-totalité de l’rHSP27 apportée dans le milieu de culture n’est plus présent (donnée 

non montrée). Ceci suggère donc une métabolisation rapide de cette protéine, hypothèse qui 
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assoie le fait qu’HSP27 interagisse avec un récepteur et soit ensuite internalisée puis dégradée 

dans la cellule. En revanche cette internalisation rapide suggère également qu’HSP27 peut 

exercer son rôle chaperon dans la cellule cible, et ainsi potentialiser la voie de la TEM induite 

par TGF-β1 en protégeant Snail de sa dégradation129. 

 Enfin, des effets d’HSP27 sur le phénotype des macrophages nous a particulièrement 

intéressé. Nos résultats montrant les effets stimulant d’HSP27 sur la sécrétion macrophagique 

doivent être complétés. Nous avons principalement étudié les effets d’HSP27 sur l’expression 

génique de protéines macrophagiques. Nous devons maintenant vérifier ces données en y 

associant le dosage des médiateurs dans le milieu de culture des cellules stimulées. Nous 

voulons aussi approfondir l’étude des effets des cytokines libérées par les macrophages sur les 

cellules pulmonaires fibroblastiques et épithéliales. Pour ce faire, nous voulons réutiliser notre 

protocole de stimulation des cellules épithéliales et fibroblastiques par le milieu de culture de 

cellules macrophagiques précédemment stimulées (milieu conditionné). Afin de poursuivre 

l’expérience des milieux conditionnés avec les BM-DM et les FPM, il serait intéressant de 

mettre ces milieux de culture en présence ou absence d’inhibiteurs ALK5 afin de cibler 

spécifiquement une cytokine responsable de la transition myofibroblastique et donc dans ce cas, 

le TGF-β1. L’analyse phénotypique des BM-DM suite à une stimulation HSP27 doit être 

effectué. Afin de compléter ces études sur les macrophages, nous avons initié la mise au point 

de culture de macrophages alvéolaires de souris sur laquelle nous voulons réitérer l’étude des 

effets d’HSP27. Par cette technique, nous voulons évaluer la différence de réponse à l’HSP27 

entre les macrophages résidents pulmonaires et les macrophages infiltrants le poumon 

(modélisé par les BM-DM). Enfin, nous voulons tester les effets de l’administration intra-

trachéale d’HSP27 dans le modèle de fibrose induite par la bléomycine, sur le profil 

phénotypique des cellules macrophagiques, mis au point au cours de ce travail, par cytométrie 

en flux. 

 

 LASO 22 : une version améliorée de l’ASO 22 ? 

Mon travail sur le LASO-22 a fait suite à de précédents travaux de notre équipe, montrant 

l’efficacité de l’ASO-22 à réduire la progression de la fibrose pulmonaire dans des modèles 

murins ainsi que ses effets inhibiteurs sur la transition myofibroblastique. Une des contraintes 

majeures de l’utilisation de l’oligonucléotide non lipidique, était la nécessité de recourir à 

l‘utilisation d’un vecteur viral de transfection cellulaire. Une des stratégies actuelles 
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d’amélioration de ces composés est leur modification, notamment par leur conjugaison à des 

radicaux lipidiques permettant d’améliorer leur bio-distribution et donc ne plus recourir à ces 

transfections pour tester leurs effets cellulaires.  Contrairement à ce qu’on pouvait attendre, les 

résultats des tests du LASO in vitro ont été très décevants, et in vivo, même si le composé 

montre des effets inhibiteurs sur le développement de la fibrose à une concentration moindre 

que l’ASO-22, ces effets sont peu importants, et donc peu convaincants. Les soucis techniques 

que nous avons rencontrés pour mettre en solution le composé peuvent avoir altérés le principe 

actif. Nous avons dû notamment avoir recours au chauffage à 40°C. De plus, nous n’avions que 

peu d’informations sur les conditions de conservation. Une meilleure connaissance de ces 

conditions de préparation, de conservation, de la stabilité du composé en solution permettra 

surement d’améliorer les tests dans le futur. 

 En conclusion, mon travail ne montre pas d’intérêt à utiliser un dérivé lipidique de l’ASO-

22 pour améliorer son efficacité.  

 

 Synthèse générale 

Mes travaux de thèse portaient sur 3 axes de recherche dans le domaine de la 

physiopathologie de la fibrose pulmonaire. En logique et dans la continuité des travaux de 

l’équipe de Philippe Bonniaud, je me suis consacré à poursuivre le travail exploratoire sur le 

rôle des petites protéines de choc thermique dans le développement de la fibrose pulmonaire, à 

la fois HSP27 et αB-crystallin. Concernant HSP27, mon intérêt s’est porté sur la forme extra-

cellulaire de la protéine, ce qui constitue une nouveauté au sein de l’équipe. Bien que ce travail 

ne soit pas complètement abouti, mes travaux ont permis d’accumuler un grand nombre de 

résultats permettant d’entrevoir le rôle de cette forme d’HSP27 dans les mécanismes d’entretien 

du processus de fibrogenèse pulmonaire. La sécrétion d’HSP27 semble associée à un mauvais 

pronostic et pourrait constituer une cible thérapeutique ou un biomarqueur intéressant. 

Concernant αB-crystallin, mon travail s’est intégré dans un projet global d’équipe, visant à 

identifier des principes actifs efficaces dans l’inhibition des effets pro-fibrosants des petites 

protéines de choc thermique. Mes travaux ont permis de caractériser les effets du LASO-22 in 

vitro, et in vitro sur les mécanismes de la fibrogenèse. Mes résultats ne montrent pas pour 

l’instant, l’intérêt de continuer dans le contexte de notre thématique scientifique, son 

développement. Enfin, et du fait des effets observés d’HSP27 sur les macrophages pulmonaires, 

j’ai décidé de m’intéresser à la place des macrophages dans le développement de la fibrose 
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pulmonaire. Cette partie de mon travail a été très riche, tant au niveau scientifique qu’au niveau 

technique. J’ai pu caractériser la cinétique de recrutement des macrophages dans un modèle 

murin de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine, et confirmer des hypothèses retrouvées 

dans la littérature sur l’ontogénie et la fonction des macrophages dans ce même modèle. Nous 

avons pu mettre en évidence l’intérêt d’un nouveau biomarqueur macrophagique, le CD206 et 

j’ai voulu caractériser son intérêt dans le diagnostic et le traitement de la fibrose pulmonaire. 

Ainsi, mes travaux ont montré l’intérêt d’une sonde radioactive dirigée contre le CD206, le 
99mTilmanocept, dans le suivi de la fibrose pulmonaire chez le petit animal. Mes résultats 

permettent d’envisager l’écriture d’un protocole de recherche clinique pour le test de ce 

composé chez l’homme. Ils ont également montré l’efficacité de ce composé, qui s’est avérée 

comparable à celle du nintédanib à inhiber le développement de la fibrose induite par la 

bléomycine chez la souris. 
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