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their importance in the future. All natural arrangements, however capricious they may seem,
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have a function.’
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Avant-propos

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) et le syndrome de détresse respiratoire aigué
(SDRA) sont deux maladies au pronostic sombre. Bien que ces pathologies soient étudiées
depuis de nombreuses années, leurs physiopathologies demeurent incompleétement comprises.
L’hypoxie, commune a ces deux pathologies, pourrait exercer des effets déléteres sur les
cellules épithéliales alvéolaires (CEA) et ainsi compromettre la réparation efficace de
I’épithélium alvéolaire et constituer un facteur aggravant. La FPI comme le SDRA ne
présentent aucune thérapeutique efficace a ce jour, aussi il est important de mieux comprendre
leur physiopathologie, afin de trouver de nouveaux moyens de traitements. Depuis un peu
plus d’une dizaine d’années, plusieurs études ont mis en évidence 1’effet bénéfique de la
thérapie cellulaire a base de cellules souches mésenchymateuses (CSM) sur divers modeles
animaux d’agressions alvéolaires aigués ou fibrosantes. Ces résultats prometteurs aboutissent
aujourd’hui a I’apparition de tests cliniques chez ’Homme. Cependant, le role des CSM vis-
a-vis des CEA « agressées » n’a été¢ que tres peu documenté. Il est important de comprendre
avec précision I’effet protecteur apporté par les CSM sur les CEA, afin d’optimiser leur
utilisation. En caractérisant 1’effet cytoprotecteur des CSM, qui exercent au moins en grande
partie leurs effets par voie paracrine, on peut espérer identifier les principaux facteurs
impliqués afin de mettre au point une thérapie reposant sur I’utilisation d’un cocktail de

facteurs recombinants, plutot que sur ’administration de CSM.

Ce travail de these a donc eu pour objectif général de mieux comprendre la réponse des
CEA soumises a I’hypoxie et de caractériser in vitro les effets protecteurs paracrines des CSM
sur les CEA agressées. Cette étude a ¢t€¢ menée d’une part dans un modele d’hypoxie sévere et
chronique conduisant a des altérations phénotypiques faisant penser a une transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM), et d’autre part dans un modele d’hypoxie de courte durée
entrainant I’apoptose des CEA. Nous avons ainsi cherché a comprendre dans quelle mesure

les CSM pouvaient limiter les effets déléteéres d’une hypoxie alvéolaire.
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Résume

La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) et le syndrome de détresse respiratoire aigué
(SDRA) de I’adulte constituent des affections sévéres du poumon distal, avec un pronostic
sombre pour les patients. A ce jour, aucun traitement n’est réellement efficace. De maniere

intéressante, une hypoxie alvéolaire est retrouvée dans ces pathologies.

La thérapie cellulaire utilisant des cellules souches mésenchymateuses humaines (CSMh)
pourrait représenter un intérét thérapeutique chez I’Homme. Cependant, leurs mécanismes
d’action sont multiples et encore mal définis. Aussi, nous avons testé in vitro I’hypothése
selon laquelle les CSMh pourraient exercer un effet cytoprotecteur paracrine sur les cellules

¢épithéliales alvéolaires (CEA) soumises a I’hypoxie.

Dans une premiére étude, nous avons montré qu’une exposition prolongée a I’hypoxie telle
que celle rencontrée au cours de la FPI induisait des modifications phénotypiques des CEA
primaires de rat, évocatrices d’une transition épithélio-mésenchymateuse (TEM). On observe
une perte progressive d’expression des marqueurs épithéliaux (TTF1, AQPS, ZO-1 et E-
Cadhérine), couplée a I’apparition tardive de marqueurs mésenchymateux (o-SMA et
Vimentine). Ces modifications phénotypiques s’accompagnent de I’expression deés les
premicres heures d’hypoxie de facteurs de transcription impliqués dans la TEM (SNAII,
TWISTI1 et ZEB1) ou induits par ’hypoxie (HIF-1a et HIF-2a), et de protéines induisant la
TEM (TGF-B1 et CTGF). La co-culture des CEA avec des CSMh en fond de puits prévient
les modifications phénotypiques induites par 1’hypoxie ainsi que 1’expression des facteurs
pro-TEM TWIST1, ZEBI1, TGF-B1 et CTGF. Cet effet bénéfique des CSM est en partie

expliqué par la sécrétion d’un facteur de croissance épithélial, le KGF.

Dans une deuxieme étude, nous avons confirmé que les CEA entraient en apoptose en
condition hypoxique, via l’induction de deux voies de signalisations hypoxiques pro-
apoptotiques. D’une part, les facteurs de transcription induits par I’hypoxie HIF sont
stabilisés, et une cible pro-apoptotique, Bnip3, est induite. D’autre part, I’hypoxie induit une
accumulation d’espéces réactives a I’oxygene délétére pour la cellule, perturbant 1’équilibre
redox de la cellule, endommageant I’ADN, et conduisant a I’apoptose. Cette accumulation
pourrait résulter notamment d’une diminution de I’activité des enzymes anti-oxydantes SOD,
en hypoxie. Le manque d’oxygeéne entraine également 1’expression de CHOP, facteur de

transcription pro-apoptotique impliqué dans le stress du réticulum endoplasmique, qui va
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inhiber I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Nous avons montré que la culture
des CEA en présence de milieu conditionné de CSMh (mc-CSMh) permet de prévenir
partiellement 1’apoptose des CEA en hypoxie, en modulant la voie de signalisation HIF, et en
prévenant I’accumulation et les effets déléteres des ROS. L’effet protecteur des CSM

impliquerait le KGF comme observé lors de la premiere étude, mais également le HGF.

Ces deux études indiquent que les CSMh sont susceptibles d’exercer des effets
cytoprotecteurs paracrines vis-a-vis des CEA soumises a I’hypoxie aigu€ ou prolongée, en
limitant d’une part les modifications phénotypiques évocatrices de TEM, et d’autre part
I’apoptose des CEA via la modulation des voies de signalisations hypoxiques. La sécrétion
par les CSMh de KGF et de HGF, facteurs de croissance épithéliaux connus pour leurs effets
bénéfiques sur les CEA, explique en partie les effets protecteurs paracrines des CSMh. Nos
résultats suggerent que les effets cytoprotecteurs des CSMh vis-a-vis des CEA pourraient
contribuer aux effets bénéfiques des CSMh observés in vivo dans différents modeles animaux

de fibrose induite, ou lors d’agressions alvéolaires aigués.
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Introduction

1. Lésions et réparation de 1’alvéole pulmonaire

1.1. L appareil respiratoire

L’appareil respiratoire est un ensemble d’organes permettant la respiration, mettant en jeu
des échanges gazeux entre I’organisme et I’environnement. Ces échanges gazeux sont
indispensables a la vie de nos cellules, permettant la respiration mitochondriale et régulant
I’équilibre acido-basique de 1’organisme via I’expiration du dioxyde de carbone (CO>) produit
par I’organisme. Le systéme respiratoire s’étend du nez jusqu’aux alvéoles pulmonaires. Il est
constitué de deux zones : la zone de conduction et la zone de diffusion. L’air atmosphérique
pénetre par les voies aériennes supérieures (fosses nasales, pharynx, larynx), conduisant 1’air
extérieur humidifié, réchauffé et partiellement purifié des impuretés par le mucus tapissant les
cavités nasales vers les bronches puis les poumons. Dans les parties les plus distales se
trouvent les alvéoles pulmonaires, ou les échanges d’oxygéne (O2) et de dioxyde de carbone

(CO2) vont se faire par simple diffusion avec le sang des capillaires pulmonaires.
1.1.1. Meécanique de la respiration

La ventilation consiste en la répétition automatique d’une inspiration au cours de laquelle
I’air riche en O2 pénetre dans les poumons suivie d’une expiration au cours de laquelle de I’air

appauvri en Oz et enrichi en CO> quitte les poumons.

Ce mécanisme repose sur une variation de pression dans la cage thoracique au cours des
cycles inspiration/expiration, I’écoulement des gaz s’effectuant de la zone de forte pression
vers la zone de plus basse pression. Lors de I’inspiration, la contraction du diaphragme et des
muscles intercostaux permet 1’expansion de la cage thoracique et étire les poumons. Ainsi, la
pression qui régne a I’intérieur des poumons diminue. Des lors que la pression intra-alvéolaire
devient plus faible que la pression atmosphérique, I’air peut pénétrer dans I’organisme et
s’écouler naturellement pour remplir les poumons jusqu’a ce que les pressions s’égalisent. Au
cours de I’expiration, le relachement des muscles et 1’élasticité des poumons permettent a la

cage thoracique de retrouver son volume initial. Le volume pulmonaire diminuant, la pression

25



intra-alvéolaire augmente et dépasse la pression atmosphérique, entrainant une sortie d’air des

poumons.
1.1.2.  Anatomie du poumon

L’étre humain possede deux poumons asymétriques. Le poumon droit est composé de trois
lobes (supérieur, moyen et inférieur), le gauche de deux lobes (supérieur et inférieur), afin

d’accueillir dans sa face interne le cceur.

Les poumons sont divisibles en deux zones fonctionnelles : la zone de conduction et la
zone respiratoire. La zone de conduction est constituée de la trachée, des bronches et des
bronchioles, dont le role est de conduire 1’air, mais aussi de 1’humidifier et de le filtrer
(I’épithélium cilié¢ bronchiolaire sécrétant du mucus). Cette zone correspond a 1’espace mort
anatomique, c’est-a-dire au volume d’air qui ne participe pas aux échanges gazeux. La zone
respiratoire ou zone d’échange regroupe les bronchioles respiratoires et les alvéoles, au niveau

desquelles se déroulent les échanges gazeux avec les capillaires pulmonaires.

L’arbre bronchique [Figure 1] est constitué de 23 niveaux de ramifications, dont les 16
premiers constituent la zone de conduction. Les 7 générations suivantes représentent la zone
transitionnelle et respiratoire ou sicgent des échanges gazeux. Ces multiples divisions
permettent d’augmenter la surface de section, qui passe de 2,5 cm? dans la trachée a 11800

cm? dans les alvéoles.
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Fig 1. Schéma de I’arbre bronchique.

26



1.1.3. L’alvéole pulmonaire

Les poumons humains sont constitués d’environ 300 millions d’alvéoles. Celles-ci sont
entourées de capillaires pulmonaires, en contact étroit avec 1’épithélium alvéolaire pour
former la barriere alvéolo-capillaire qui représente une surface totale d’échange d’environ 70-
75 m2. La finesse de la barriere alvéolo-capillaire (0,5 um) est parfaitement adaptée a la

fonction de transfert des gaz.
Les sacs alvéolaires sont composés de plusieurs types cellulaires [Figure 2] :

> des cellules épithéliales alvéolaires (CEA) formant 1’épithélium alvéolaire qui

recouvre la face luminale des alvéoles.

> des fibroblastes présents dans le tissu conjonctif jouant un role important dans

la réparation de 1’épithélium alvéolaire apres 1ésion (ci-dessous). Par ailleurs, la matrice extra-
cellulaire (MEC) sécrétée par ces cellules assure le maintien de 1’architecture pulmonaire.

» des macrophages a forte activité phagocytaire et bactéricide (sécrétion de
peroxydes) qui représentent 2% des cellules pulmonaires. Ils sécretent également
des facteurs de croissance (Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Fibroblast
Growth Factor (FGF), Interleukine 1 (IL-1), Transforming Growth Factor (TGF-
B)), des protéases (€lastase, collagénase), des lipides inflammatoires (comme les
Leucotrienes B4 (LTB4)).

» des cellules endothéliales bordant les capillaires, en contact étroit avec

I’épithélium alvéolaire, et participant a la membrane alvéolo-capillaire.
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Bronchiole terminale

Bronchiole respiratoire

Fibres
élastiques

Alvéole

Pneumocyte I

Fig 2. Schéma du poumon distal (A) et d’une alvéole (B). Les alvéoles et les capillaires
sont en contacts étroits. L’endothélium capillaire et [’épithélium alvéolaire fusionnent au
niveau de la membrane basale, afin de faciliter les échanges gazeux. (traduit de « Anatomy

and physiology » Dr. Marieb).

L’épithélium alvéolaire est constitu¢ de deux types de cellules épithéliales :

> Les pneumocytes de type I (PI), aplatis (50-100 nm), tres étalés (50-100 um)
de par leurs extensions cytoplasmiques. Pauvres en organites, ces cellules rentrent dans la
constitution de la membrane alvéolo-capillaire a travers laquelle diffusent les gaz, et
participent a la clairance alvéolaire en assurant un transport d’ions et de fluides (Dobbs 2007).
Bien que ne représentant qu’environ 8% de la population cellulaire totale du poumon et 1/3

des pneumocytes, ces PI recouvrent 95 a 99% de la surface alvéolaire (Stone 1992).

> Les pneumocytes de type II (PII), dont la morphologie est tres différente de
celles des PI. 1l s’agit de cellules cuboidales, avec une face apicale bordée de nombreuses
villosités, et une face baso-latérale reposant sur la lame basale continue. Sur cette face, les
prolongements cytoplasmiques des PII viennent s’accoler aux cellules fibroblastiques
interstitielles. Contrairement aux PI, les PII posseédent de nombreux organites, un nombre
important de mitochondries, un réticulum endoplasmique et un Golgi tres développés. Ces
PII, représentent environ 14% des cellules pulmonaires et les 2/3 des pneumocytes, et

recouvrent 2 a 5% de la surface alvéolaire totale (Stone 1992).
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Les pneumocytes II ont de multiples roles :

1) ils sécretent le surfactant (voir plus loin)

ii) ils sont impliqués (de méme que les pneumocytes I) dans I’homéostasie
liquidienne des alvéoles grice au transport transcellulaire actif d’ions sodium
du compartiment alvéolaire vers le compartiment interstitiel (voir plus loin)

i) ils sont les cellules progénitrices des PI

iv) ils sécretent des cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires
V) La sécrétion de collectines et de défensines participent également a la défense
immunitaire

Vi) ils participent a la formation de la matrice extracellulaire (MEC), en sécrétant

de la fibronectine, du procollagene de type 1V, de la laminine.

Les pneumocytes sont reli€s entre eux au niveau de leurs membranes latérales par des
complexes jonctionnels constitués de jonctions serrées, de jonctions adhérentes, de
desmosomes et de jonctions communicantes. Les jonctions serrées (constituées des zonula
occludens, des claudines et occludines en relation avec le réseau d’actine sous-jacent) jouent
un role majeur dans le maintien de l'intégrit¢é de 1’épithélium. En effet, elles assurent
I’étanchéité de 1’épithélium en empéchant le passage libre des ions et molécules a travers la
membrane (Herard 1996). Les jonctions adhérentes forment une ceinture de contacts continue
mais non étanche entre les cellules. La formation de ces jonctions repose sur l'interaction
homophilique de molécules d’E-cadhérine & la surface de deux cellules adjacentes. Du co6té
cytoplasmique 1’E-cadhérine est connectée au cytosquelette d'actine. Les jonctions
communicantes, formées par les connexines (Cx) dont Cx43, relient entre elles les cellules
épithéliales (Guo 2003). De plus, ces jonctions assurent le passage de solutés et de molécules
inférieures a 1 kDa entre les cellules et permettent de propager les oscillations calciques

(Evans 1999), nécessaires a I’exocytose des corps lamellaires (Ashino 2000).
1.1.4. Fonctions de I’épithelium alveolaire
L’¢épithélium alvéolaire remplit diverses fonctions physiologiques clés.
1.1.4.1. L’hématose

L’hématose représente les échanges gazeux entre les alvéoles et le sang permettant au sang

veineux de se décharger partiellement du CO; et de s’enrichir en Oz. Ces échanges gazeux se
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produisent de maniere passive a travers la membrane alvéolo-capillaire, trés fine, formée par
les pneumocytes reposant sur la lame basale largement fusionnée avec 1’endothélium des
capillaires pulmonaires. Le mouvement d’un gaz entre deux compartiments repose sur la
pression partielle de ce gaz dans chacun des compartiments. Ainsi, un gaz diffuse du
compartiment ou il présente la plus forte pression partielle vers le compartiment ou il a la plus
faible pression partielle. Ainsi, au niveau de nos poumons, 1’0 diffuse des alvéoles
pulmonaires vers les capillaires pulmonaires, tandis que le CO2 diffuse en sens inverse, en

suivant leur gradient de pression partielle.

1.1.4.2. La sécrétion du surfactant

Le surfactant pulmonaire est un matériel tensioactif complexe élaboré par les PII, stocké
dans les cellules sous forme de corps lamellaires (Murray 1986). Il est constitu¢ d’environ
90 % de lipides (principalement des phospholipides) et de 10 % de protéines. Apres exocytose
au pole apical des PII, les phospholipides, dont la forme majoritaire est la
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), sont d’abord stockés sous forme de myéline
tubulaire dans 1’hypophase alvéolaire, fine couche de fluide recouvrant la surface apicale des
pneumocytes. Les phospholipides vont ensuite s’adsorber a la surface de I’hypophase dans la
fine couche lipidique de surfactant a I’interface avec ’air. Cette épiphase de phospholipides
amphiphiles permet d’abaisser la tension de surface. En effet, les septa inter-alvéolaires sont
des structures non rigides qui tendent a s’affaisser sur elles-mémes (collapsus) du fait des
forces de tension superficielle. Grace au surfactant, les alvéoles restent ouvertes durant
I’expiration ce qui permet aux échanges gazeux de s’effectuer correctement. De par ses
propriétés tensioactives, le surfactant limite également le travail ventilatoire et réduit le risque

d’cedeme pulmonaire.

Le surfactant est également constitué de quatre glycoprotéines caractéristiques (SP-A, B,
C, D), jouant un rdle dans la formation du film de phospholipides (SP-B et SP-C), mais aussi
dans I’opsonisation et I’élimination des pathogeénes (SP-A et SP-D), et dans la régulation du

mécanisme de recapture du surfactant par les PII (Wright 1987).

Le surfactant exerce des effets anti-inflammatoires en réduisant 1’expression de cytokines
pro-inflammatoires, la production d’oxyde nitrique par les neutrophiles, monocytes et
macrophages alvéolaires, et des effets anti-oxydants, par ses activités catalase et SOD

(Bersani 2013, Matalon 1990). Le surfactant limite la prolifération des fibroblastes ainsi que

leur sécrétion de facteurs impliqués dans le remodelage pulmonaire (Whitsett 2015).
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1.1.4.3. Les transports ioniques et protéiques

L’hypophase alvéolaire est une fine couche hydroélectrolytique contenant des ions sodium
(Na*) et chlorures (CI") a des concentrations proches de celles des liquides interstitiels qui
recouvrent la surface apicale des pneumocytes. Le volume de I’hypophase alvéolaire (d’une
épaisseur d’environ 200 nm) doit rester tres faible afin de ne pas compromettre les échanges
gazeux. La régulation de ce volume est assurée par les pneumocytes grace a une réabsorption
active d’ions couplée a un mouvement d’eau, définissant ainsi la clairance du fluide
alvéolaire. En effet, les pneumocytes transportent activement par voie transcellulaire des ions
Na* de I’hypophase vers le compartiment interstitiel basolatéral. Ces mouvements de cations
génerent une différence de potentiel transépithéliale a 1’origine d’une réabsorption passive
d’anions Cl" dans le méme sens, essentiellement par voie paracellulaire. Le gradient
osmotique ainsi créé de part et d’autre de 1’épithélium alvéolaire induit une réaborption d’eau

de I’alvéole vers I’interstitium.

Les pneumocytes (PI et PII) posseédent des canaux ENaC (Epithelial Na* Channel)
hautement sélectifs pour les cations (HSC) ou non sélectifs (NSC) inhibés par I’amiloride qui
permettent 1’entrée apicale du Na™ selon un gradient électrochimique favorable. Des canaux
CNG (Cyclic Nucleotide-Gated channels), inhibés par le pimozide, présents essentiellement

dans les PI, permettent également ’entrée apicale des ions Na* (Mason 1982, Matalon 1999,

Kemp 2001, pour revue Jonhson 2006) [Figure 3]. Les ions Na® sont ensuite extrudés
activement au pole basolatéral des pneumocytes vers I’interstitium pulmonaire par la pompe
Na*/K* ATPase (inhibée par la ouabaine). La clairance des ions Na* est majoritairement

effectuée par les PI (pour revue Johnson 2006).

Bien que la réabsorption d’anions CI” se fasse essentiellement par voie paracellulaire en
situation basale, les pneumocytes de type I et II possedent également a leur membrane apicale
des canaux CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator), permettant
potentiellement ’entrée dans la cellule d’ions chlorures Cl” (Fang 2006, pour revue Johnson
2006). 11 semble que les canaux CFTR soient activés en situation d’cedéme pulmonaire sous

I’influence des catécholamines endogenes (Fang 2006).

Ces flux d’ions entrainent la réabsorption d’eau par voie paracellulaire vers I’interstitium,
entrainant également des ions (Na*, CI', K*). D’autre part, les pneumocytes expriment a leur
surface des canaux aquaporines (AQP), sélectifs pour I’eau. Les canaux AQP4 et AQPS sont
présents a la surface apicale des pneumocytes de type I, tandis que I’AQP3 est exprimé par les
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pneumocytes de type I au niveau basolatéral. Ces canaux participent aux mouvements d’eau

trans-épithéliaux (Nielsen 1997, Kreda 2001) [Figure 3].

Ces canaux jouent un rdle dans I’homéostasie liquidienne des alvéoles, mais également
dans le maintien de la fonction des PII, impliqués dans le processus de réparation de

1’épithélium respiratoire (Trinh 2007).

Voie CFTR A-ENal ENal

paracellulaire  CLC  (NSC)  (HSC)
Na', K K
H,0,Cl i’

ENaC Na®

Fig 3. Représentation schématique des transports ioniques dans les pneumocytes de type
I (AT1) et II (AT2). AQP5: aquaporine 5; CFTR: cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator ; CNG : canal sodique épithélial ; ENaC : canal sodique épithélial :
(NSC : non sélectif ; HSC : hautement sélectif) ; Na,K-ATPase : sodium-potassium adénosine

triphosphatase. (Dagenais 2009)

Le passage d’ions du pdle apical au pdle basolatéral, crée une différence de potentiel trans-
épithélial. In vitro, on peut mesurer la résistance du tapis cellulaire au passage du courant
lorsque les pneumocytes sont cultivés sur support semi-perméable (filtre Transwell®). La
résistance électrique transépithéliale (Rte) renseigne sur le caractere « serré » des jonctions

intercellulaires et sur les acticités de transports ioniques. Lorsque les pneumocytes sont
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cultivés sur fond de plastique, on peut observer des domes ou cystes, témoins du transport

d’électrolytes et de fluide du pole apical vers le pdle baso-latéral. [Figure 4].

Surface apicale

4
'

/
) /

Surface basale
Transport Transport

actif -_ s . _- actif
: 33 Dome rempli = :

! ) de fluide . W

e e

Boite de culture

Fig 4. Formation de domes en culture par les CEA. A. Photo en microscopie optique
montrant la formation de domes par des cellules épithéliales de type II apres 3 jours de
culture B. Schéma d’un dome résultant de ['accumulation de fluide entre les cellules
épithéliales de type II en culture sur fond de plastique (objectif x40, domes d’environ 1um de

diametre). (Adapté de Mason 1982, Matthay 2002)

Une clairance alvéolaire des protéines existe également. La translocation par la barriere
alvéolo-capillaire peut se faire par transcytose (pour I’albumine, les IgG et IgA), par
endocytose ou encore par pinocytose, bien que pour ce dernier cas, les protéines semblent €tre
dégradées. (Kim 2003). Certaines protéines peuvent franchir la barriere alvéolo-capillaire,
dans les 2 sens, a une vitesse dépendante de leur poids moléculaire si aucun récepteur

spécifique n’est présent (Folkesson 1996, Hastings 1992).

1.2. Laréparation physiologique de I’épithélium alvéolaire
1.2.1. Origines des lésions épithéliales

Le poumon fait I’objet d’agressions diverses et variées. Les alvéoles peuvent étre lésées
suite a Dlarrivée dans les parties distales pulmonaires d’agents pathogénes (bactéries,
champignons, virus). Des agents toxiques comme la fumée de cigarette, des gaz polluants

(chlore, dioxyde de soufre), certains types de médicaments dirigés contre des maladies
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cardiovasculaires (amiodarone, statines), des anticancéreux (bléomycine...) et autres

antibiotiques (minocycline, nitrofurantine...) (Ginsberg 1982, Oh 2015, pour revue Bonniaud

2014), I’inhalation de microparticules comme ’amiante, le charbon, le silicium (Heppleston

1984, Merchant 1990), des reflux gastro-cesophagiens sont autant de facteurs qui peuvent

provoquer des lésions au niveau alvéolaire. Des maladies auto-immunes sont également en
cause, telles que la sclérodermie, la polyarthrite rhumatoide, le lupus (Titeca 2014,

Nielepkowicz-Gozdzinska 2015). La ventilation mécanique utilisée en service de réanimation

peut également provoquer ou aggraver des 1ésions déja existantes.
1.2.2. Conséquences des I€sions épithéliales

Selon le degré de sévérité des lésions au niveau alvéolaire, 1’épithélium va étre
endommagé, la premicre conséquence majeure étant la dénudation, partielle ou totale, de la
membrane basale (pour revue Coraux 2004). En effet, les pneumocytes de type I, tres étalés et

tres fins, sont sensibles aux agressions et sont détruits rapidement (Deneke 1980, Murray

1986). L’altération de la barriere alvéolo-capillaire compromet ainsi les fonctions de
I’épithélium respiratoire, notamment la synthése du surfactant et la clairance du fluide
alvéolaire. De graves dommages peuvent mener a I’accumulation de liquide dans les alvéoles,

causant ainsi un cedéme (Zabner 1985, Ware 2001) (ci-dessous).

Par ailleurs, la perte de Dl’intégrité épithéliale constitue une porte d’entrée pour les
pathogenes (pour revue Coraux 2004). Bien que les macrophages exercent un role majeur en
tant que premicre ligne de défense, une infection peut alors survenir, et entrainer une

inflammation aigué au niveau des alvéoles.

Il est donc important qu’en cas de 1ésion, I’épithélium alvéolaire puisse étre régénéré de
maniere rapide et efficace, afin de restaurer un épithélium alvéolaire fonctionnel et de rétablir
de maniere optimale les échanges gazeux.

1.2.3. Processus de réparation épithéliale et facteurs
mis en jeu

La réparation de 1’épithélium alvéolaire apres 1ésion s’effectue en plusieurs étapes : une

phase inflammatoire et migratoire, une phase de prolifération des PII, et une phase de

différenciation des PII en PI [Figure 5].
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1.2.3.1. La phase inflammatoire et migratoire

Les analyses histologiques de poumons lésés montrent une accumulation précoce de
neutrophiles. En effet, la membrane basale endommagée facilite 1’entrée du liquide
plasmatique dans 1’alvéole. Cet exsudat est composé de protéines plasmatiques, de plaquettes
et de cellules inflammatoires, sécrétant des facteurs pro-inflammatoires. D’autres cellules
comme les PII ou les fibroblastes participent localement a la production de cytokines pro-
inflammatoires. Ainsi, les PII participent au recrutement de cellules inflammatoires, via la

sécrétion d’IL-1, 11-6, IL-8, MCP-1, de leucotrienes (Crestani 1994).

La membrane basale dénudée se recouvre d’une matrice extracellulaire provisoire
composée de fibrinogene, de fibronectine, de laminine, de collagene ainsi que de protéines

plasmatiques (McGowan 1992), synthétisée par les fibroblastes sous-jacents, les cellules

endothéliales ainsi que par les pneumocytes de type II (Dunsmore 1996).

Afin que les pneumocytes de type II migrent aux endroits ou la lame basale est dénudée,
ces cellules épithéliales vont sécréter des métalloprotéases (MMP), enzymes dégradant la
matrice extracellulaire, dont les MMP1, 8 et 13 faisant partie de la classe des collagénases
(appelées également gélatinases) (Planus 1999). La dégradation des fibres de collagene
diminuerait I’adhésion cellulaire et la rigidit¢é membranaire, facilitant ainsi la migration des

pneumocytes de type II sur les fibres de fibronectine et de fibrinogene (Kim 1996, Kim 1997).

La composition de la matrice extracellulaire est finement régulée, du fait de la sécrétion

d’inhibiteur des MMP, comme TIMP-2, dans le méme temps par les PII (D’Ortho 1997).

D’autres facteurs chimiotactiques libérés par les pneumocytes permettent le recrutement de
fibroblastes. Ces cellules vont secréter des médiateurs solubles parmi lesquels le TGF-B, 1’IL-
13 ou le PDGF, qui vont induire une modification phénotypique des fibroblastes locaux en
myofibroblastes, de maniere transitoire. Les myofibroblastes contribuent a la réparation
épithéliale, via la contraction du tissu 1€sé par la synthese de composants matriciels
(collagene, fibronectine), permettant de reformer la charpente nécessaire a la réparation

épithéliale (Hinz 2007).
1.2.3.2. Phase de prolifération

La réparation de 1’épithélium alvéolaire 1ésé requiert également une phase de prolifération

des PII, considérés comme les progéniteurs des PI.
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Lorsque 1’épithélium est intégre, jointif, les jonctions serrées et les jonctions adhérentes
entre les cellules épithéliales alvéolaires inhibent la prolifération des PII (pour revue

Gumbiner 2014, pour revue McClatchey 2012). Cependant, a la suite de la perte de PI (par

nécrose ou apoptose), I’inhibition de contact est perdue et les PII peuvent alors proliférer.

Cette prolifération est sous la dépendance de facteurs de croissance mitogéniques, en
particulier le Keratinocyte growth factor (KGF ou FGF-7) et I’Hepatocyte growth factor
(HGF) sécrétés par les fibroblastes. Ces facteurs de croissance épithéliaux se lient a I’héparine
et aux glycosaminoglycanes de la MEC, et vont stimuler la prolifération, la migration et

I’adhérence des PII (Panos 1993, Ulich 1994, Desai 2007, Galiacy 2003, Koval 2010).

La prolifération des fibroblastes est, quant a elle, régulée en condition physiologique par
les PII. En condition physiologique, les fibroblastes sous-jacents ne sécretent que de faibles
quantités de prostaglandine E2 (PGE2), un lipide dérivant de phospholipides membranaires.
Sous D’effet de I'IL-1a sécrété par les PII, la production de PGE2 par les fibroblastes est

augmentée (Pan 2001a, Portnoy 2006). De facon intéressante, les PII hyperplasiques

produisent de grandes quantités de PGE2.

La PGE2 inhibe la prolifération des fibroblastes (Fine 1987, Pan 2001a, Lama 2002),

ralentit leur vitesse de migration (Kohyama 2001), et réduit leur production de collagene
(Fine 1989). De plus, la PGE2, induite par le TGF-p, inhibe la différenciation des fibroblastes
en myofibroblastes (McAnulty 1995, Epa 2015).

Ainsi, un dialogue entre les PII et les fibroblastes sous-jacents est nécessaire afin de

réguler la prolifération de ces deux populations cellulaires.

1.2.3.3. Phase de de différenciation et restauration de I’intégrité¢ de
I’épithélium
A T’étape de prolifération succede une phase de différenciation des PII en PI. Les cellules

cuboidales perdent leurs inclusions lamellaires, s’aplatissent pour s’allonger sur la membrane

basale, et acquierent le phénotype caractéristique des PIL.

La MEC joue un rdle important dans la différenciation des PII. Les contacts avec les
cellules et les fibres environnantes modifient la morphologie, le métabolisme lipidique, et

I’activité sécrétrice des PII (pour revue Rannels 1989).
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Durant la phase de différenciation, contrairement a la phase proliférative, le TGF-3 est

sécrété par les PII et contribue a leur trans-différenciation en PI in vitro (Bhaskaran 2007). Par
ailleurs, il est important de noter que le TGF-f est également un inducteur de la transition
épithélio-mésenchymateuse (TEM) dans les cellules épithéliales (Kasai 2005) et une

mauvaise régulation de sa sécrétion pourrait ainsi s’avérer problématique (ci-dessous).

Le TGF-p s’oppose a I’effet du KGF, qui préserve le phénotype des PII et induit in vitro la
transdifférenciation des PI en PII (Borok 1998, Shannon 2001, Qiao 2008).

D’autres facteurs de croissances et des interleukines jouent d’autres roles dans la réparation
de I’épithélium, par leur activit¢é mitogénique, leur réle activateur ou modulateur dans

I’adhérence et la migration des cellules (pour revue Crosby 2010, Stern 2003).
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Reversal of EMT?? B Resolution

Fig 5. Processus impliqués dans la réparation des alvéoles pulmonaires apres lésion. (1)
Suite a une Iésion, les macrophages sont activés. (2) des cellules souches mésenchymateuses
sont recrutées au site lésionnel. (3) Des facteurs solubles sécrétés par les cellules
immunitaires et non immunitaires induisent [’étalement et la migration des PII et des
fibroblastes, pour (4) refermer la 1ésion. (5) Le TGF- induit ’EMT des cellules épithéliales
en myofibroblastes, permettant la formation d’une MEC provisoire. (6) prolifération des PII,
disparition des macrophages activés. (7) différenciation des PII en PI (Crosby 2010).

Une dérégulation du dialogue entre les différents types cellulaires intervenants dans la
réparation de I’épithélium alvéolaire peut se produire, notamment a la suite de lésions
alvéolaires chroniques, et entrainer ainsi des situations pathologiques telles que la fibrose

pulmonaire.

38



1.3.  Exemples d’évolutions pathologiques des Iésions de
I’épithélium alvéolaire

1.3.1. La fibrose pulmonaire idiopathique

La fibrose pulmonaire est un terme générique qui désigne les pathologies interstitielles
fibrosantes responsables d’une insuffisance respiratoire restrictive chronique. Les
pneumopathies interstitielles diffuses chroniques (PIDC) regroupent plus de 200 affections.
La fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) constitue, avec la sarcoidose, la plus fréquente et la

plus grave des PIDC, ces 2 pathologies regroupant plus de 50% des cas (Valeyre 2010).
1.3.1.1. Diagnostic et épidémiologie

La FPI est une maladie chronique progressive sans étiologie identifiée, caractérisée par une
dyspnée d’installation progressive associée a une toux seéche. Des indices relevés par des
examens d’explorations fonctionnelles permettent le suivi de la maladie (pour revue Raghu

2011).

L’examen de tomodensitométrie permet d’établir le diagnostic de FPI, avec des 1ésions
parenchymateuses basales bilatérales a type de réticulations sous-pleurales associées a des

dilatations et déformations des bronches dans les zones de fibrose (bronchectasies de

traction), et a des opacités en « rayon de miel » [Figure 6].

Fig 6. Coupe tomodensitométrique d’un patient (image de gauche : sujet sain ; image de

droite : patient atteint de FPI) (Tirés de cours de C. Clerici — Paris 7).
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Les patients agés de moins de 50 ans sont rares. L’incidence de la maladie augmente avec
I’age, les symptomes arrivant typiquement entre 60 et 80 ans (Gribbin 2006), avec un age
moyen de 66 ans (pour revue Ley 2011). Les chiffres sur I’incidence varient selon les études
et les critéres diagnostiques. Une étude conduite en Amérique donne des chiffres d’incidence
de ’ordre de 8.8-17.4 / 100 000 habitants par an, pour une prévalence de 27.9-63 / 100 000

personnes (Fernandez-Pérez 2010). La médiane de survie est estimée entre 2.5 et 3.5 ans a

partir du moment du diagnostic ((pour revue Ley 2011), la plupart des patients décédant d’une

défaillance du systeme respiratoire.
1.3.1.2. Histologie et physiopathologie

La figure 7 montre des coupes histologiques de poumons d’une personne saine et d’un
patient atteint de FPI, ou I’on note le remodelage de 1’architecture du parenchyme pulmonaire,
une densification des zones alvéolaires avec une accumulation de collagene produit par les
fibroblastes. La fibrose se développe dans les régions distales des poumons, en particulier
sous-pleurales. Chez des patients atteints de FPI, on retrouve une alternance de zones

pulmonaires saines avec des zones de fibrose.

Fig 7. Coupe histologique de poumon. Sujet contrdle (a gauche) et patient atteint de FPI
(a droite). Marquage é&osine/hématoxiline (aimablement fournie par le Dr Marianne

Kambouchner, Service d’Anatomopathologie, Hopital Avicenne, Bobigny)

La pathogénie de la FPI reste mal connue a ce jour. Une premiere hypothese reposait sur
une inflammation chronique du poumon précédant la fibrose, comme dans d’autres
pneumopathies interstitielles diffuses. Cependant, plusieurs observations nuancent

I’importance de [D’inflammation dans le déclenchement de la maladie. Une Ilégere
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inflammation est présente chez les patients atteints de FPI, mais de maniere constante tout au
long de I’évolution de la maladie. Certains modéles animaux développent des fibroses, sans
qu’une réponse inflammatoire soit présente. Par ailleurs, la FPI ne répond pas aux traitements

anti-inflammatoires (pour revue Selman 2002).

L’hypothése actuelle repose sur une réparation anormale de 1’épithélium, en réponse a de

multiples micro-agressions répétées au niveau alvéolaire.
1.3.1.2.1. Le défaut de réparation de [’épithélium respiratoire

Au cours de la FPI, I’intégrité de 1’épithélium alvéolaire est compromise [Figure 8]. Les

alvéoles subissent une perte importante de pneumocytes de type 1.

De plus, la capacit¢ de transdifférenciation des PII en PI est altérée, du fait d’un
environnement non propice a une réparation efficace (composition altérée de la matrice extra-

cellulaire, défaut en facteurs de croissance) (pour revue Kuhn 1991).

La perte de PI contribuerait au développement de la fibrose, dans le sens ou ces cellules
sécretent un facteur anti-fibrosant, la calvéoline 1 (Wang 2006). De plus, les PI présentent a
leur surface le récepteur RAGE (Receptor for Advanced Glycation End Products) impliqué
dans leur adhésion a la membrane basale. La perte de ce récepteur observée chez les patients
atteints de FPI suggére son implication dans le défaut de réparation de 1’épithélium alvéolaire,

et dans le développement de la fibrose (Englert 2008).

Une perte de cellules épithéliales, par apoptose ou nécrose, est observée au niveau des foci
fibroblastiques (Uhal 1998). A ces endroits, de nombreux fibroblastes, fibroblastes-like et
myofibroblastes s’accumulent. Le profil de sécrétion des fibroblastes est altéré. Ces cellules
présentent un défaut de sécrétion de KGF, d’HGF et de PGE2, respectivement nécessaires a la
prolifération des PII, et a leur propre régulation (Marchand-Adam 2003, Marchand-Adam
2005).

Le profil de sécrétion des PII hyperplasiques est également modifié. Ces cellules
épithéliales vont sécréter des facteurs pro-fibrosants, comme le TGF-p, le TNF-o (Kapanci
1995), le PDGF (Antoniades 1990), le CTGF, facteur induit en réponse au TGF-$ (Xu 2003,

Pan 2001b). La sécrétion par les PII de facteurs pro-coagulants comme le PAI-1 et PAI-2
(Plasminogen Activator Inhibitor), molécules anti-fibrinolytiques, facilite I’accumulation de

fibrine dans les alvéoles (pour revue Selman 2002).

41



La mort massive des cellules épithéliales alvéolaires, la perte de I’intégrité épithéliale et un
retard dans la réparation provoquent la migration, la prolifération, [’activation et la
différenciation des fibroblastes en myofibroblastes, induisant une accumulation de ces cellules

au niveau alvéolaire (Adamson 1990, pour revue Scotton 2007). L’origine des fibroblastes et

myofibroblastes dans la FPI repose sur trois hypothéses : I’hypothése classique propose que
les fibroblastes résidant dans le poumon proliferent et se transforment en myofibroblastes
sous l’effet de divers facteurs profibrosants. Une autre hypothése suggere que les
myofibroblastes résulteraient du recrutement et de la transformation de fibrocytes circulants
issus de la moelle osseuse, attirés vers les zones lé€sées en réponse a des chimiokines

(Andersson-Sjoland 2008, pour revue Bonniaud 2005a). Les CEA pourraient intervenir dans

ce recrutement de fibrocytes. En effet, les CEA de patients de FPI expriment fortement la
chimiokine CXCL-12 (aussi appelé Stromal-Derived Factor-1 (SDF-1), conduisant au
recrutement des fibrocytes (Phillips 2004, Andersson-Sjoland 2008). Une hypothese plus

récente est que les cellules épithéliales des voies aériennes, dont les pneumocytes, pourraient

subir une TEM, et acquérir un phénotype myofibroblastique (Willis 2005).

L’accumulation dérégulée de fibroblastes et de myofibroblastes, ainsi que la perte
excessive des PII, conduisent a la fibrose progressive du poumon, altérant de maniere

irréversible ’efficacité des échanges gazeux.
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Fig 8. Schéma de la pathogénie de la fibrogénese pulmonaire idiopathique.
Abréviations: MEC matrice extra-cellulaire, PDGF platelet derived growth factor, TGF
transforming growth factor, CXCL12 chemokine récepteur (CXC motif)-12, Shh Sonic
hedghog, TEM transition épithélio-mésenchymateuse. CEA cellule épithéliale alvéolaire,

RAGE receptor of advanced glycation end product (King 2011).

1.3.1.2.2. Une inflammation délétere

Bien que le défaut de réparation de 1’épithélium alvéolaire soit admis comme étant le
facteur déclenchant dans I’apparition de la FPI, une inflammation est présente lors des phases
d’exacerbation aigués qui peuvent émailler I’évolution de la maladie. En effet, lors de ces
périodes de détérioration rapide de la fonction respiratoire, on retrouve chez les patients des
taux plus élevés de neutrophiles et de cytokines pro-inflammatoires dans le lavage broncho-
alvéolaire (LBA), par rapport aux LBA recueillis avant la phase d’exacerbation aigué€ (Schupp
2015).

Les neutrophiles et macrophages recrutés aux sites lésionnels sont des sources de facteurs

pro-TEM tels que le TGF-f, IL-1 B, et le TNF-a (Fichtner-Feigl 2006, Kolb 2001, Bates
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2003), connus pour induire la sécrétion de collagene par les fibroblastes (pour revue Chapman

2011).
1.3.1.2.3. Evolution de la maladie

L’évolution de la FPI au cours du temps est différente d’un patient a un autre [Figure 9].
La pathologie peut évoluer de maniere tres rapide, avec des symptdmes visibles quelques
mois seulement aprés le déclenchement de la maladie, et une dégradation rapide de 1’état de
santé du patient [Figure 9. A]. Les gros fumeurs sont le plus souvent retrouvés dans cette
catégorie (pour revue Ley 2011). Des actes médicaux peuvent constituer des facteurs
d’exacerbations aigué, tels que des opérations chirurgicales thoraciques, des lavages broncho-

alvéolaires, la ventilation mécanique (pour revue Ryerson 2015).

Chez d’autres patients le déclin est lent et continu, avec une diminution progressive de la
fonction pulmonaire [Figure 9. C et D]. Une étude réalisée sur 47 patients pendant 9 ans

montre que 19% de ces patients présentaient ce type d’évolution (Fernandez Pérez 2010).

L’évolution de la maladie peut enfin se faire par 1’alternance de phases de relative stabilité,
avec des épisodes d’exacerbations aigués, caractérisés par une détérioration rapide de la
fonction respiratoire en quelques jours ou semaines [Figure 9. B].
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Fig 9. Schéma représentant les différentes évolutions de la FPI au cours du temps. (A)
déclin rapide et continu. (B) déclin mixte, entre périodes de stabilité, et périodes de déclin
rapide (représenté par une étoile). (C, D) déclin progressif mais lent. (Ley 2011).
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1.3.1.3. Facteurs de risque

Bien que ’origine précise de la FPI reste indéterminée par définition, certains facteurs
pourraient, a la suite de micro-traumatismes répétés, déclencher un processus fibrosant. Il
s’agit notamment du tabac, des infections, de 1’exposition a des poussiéres issues de métaux

ou de bois, le reflux gastro-cesophagien avec 1’arrivée d’acide dans les bronches (pour revue
Raghu 2011).

Des formes familiales de FPI sont décrites en proportion variable, de 0.5% a 20% des cas

(Marshall 2000, Garcia-Sancho 2011). L’antécédent familial de fibrose pulmonaire constitue

un facteur de risque majeur, plus important que le tabagisme et autres facteurs

environnementaux (Garcia-Sancho 2011).

Parmi les formes familiales connues, les personnes présentant des mutations des protéines
du surfactant SP-C et A2 (gene SFTPA?2) ont un risque accru de développer une FPI. Le
mauvais repliement de ces protéines dans le réticulum endoplasmique provoquerait une
cytotoxicité dans les PII, empéchant ainsi la ré-épithélialisation alvéolaire apres 1ésion (Nogee

2001, Wang 2009).

Une susceptibilité a développer une FPI est également associée a un raccourcissement
anormal des télomeres. Plusieurs genes impliqués dans le maintien de la longueur des
télomeres se retrouvent mutés chez des patients atteints de FPI (genes TERT, hTR ou TERC)
(Armanios 2007, Tsakiri 2007). Ces mutations sont observées dans 15 a 20% des formes

familiales de FPI.

Les genes TOLLIP, TLR3 et MUCS5B sont impliqués dans les réponses immunitaires
associés au stress oxydatif. TOLLIP encode une protéine inhibitrice agissant en aval des Toll-
Like Receptors (TLR), médiateurs de la réponse immunitaire et inhibant I’action du TGF-f

(Noth 2013, O’Dwyer 2013). MUCSB code une mucine, protéine composant le mucus. Le

mucus joue un role de lubrification, d’humidification de I’air, et constitue une barriére anti-

infectieuse dans le poumon en participant a la clairance muco-ciliaire (Fahy 2010).

Le polymorphisme de MUCSB est associé a la FPI (Seibold 2011). Plusieurs hypotheses
peuvent expliquer cette relation. Le variant induit une augmentation de I’expression de
MUCSB, qui pourrait diminuer 1’efficacité des défenses du poumon vis-a-vis de pathogenes,
induisant ainsi une augmentation des micro-lésions au niveau alvéolaire. Le polymorphisme

de MUCS5B pourrait perturber la réparation alvéolaire, en perturbant 1’interaction des PII avec
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la MEC et le surfactant. Le polymorphisme de TOLLIP modifie la réponse des patients FPI au
traitement par I’antioxydant N-acétyl-cystéine (NAC) (ci-dessous) (Oldham 2015). Selon leur

profil génétique, la NAC s’est avérée avoir un effet bénéfique ou au contraire délétere. Chez
les patients répondeurs, une hypothese est que la NAC, a I’instar de TOLLIP, inhiberait la
réponse inflammatoire liée a D’activation des TLR-4, et augmenterait la production de
cytokines anti-inflammatoires comme 1’IL-10. Ces effets sont retrouvés lors de la
transplantation hépatique, ot la NAC est utilisée afin de limiter I’inflammation (Santiago
2008). Les mécanismes cellulaires menant a un effet délétere de la NAC chez les patients

atteints de polymorphisme défavorable de TOLLIP ne sont pas définis.

La dégradation de la matrice extracellulaire joue un rdle important dans la pathogenese de
la FPI. Cette pathologie se caractérise par un déséquilibre de la balance entre les
métalloprotéases matricielles (MMP) et les inhibiteurs des MMP (TIMP) (pour revue Selman
2002). Ce déséquilibre va provoquer une accumulation des composantes de la MEC et
entrainer une désorganisation de 1’architecture pulmonaire. Des polymorphismes du géne
codant la métalloprotéase matricielle MMP-9 ont été identifiés chez des patients atteints de
FPI, faisant varier la réponse des patients aux glucocorticoides (Zhang 2015). Le traitement
permet de diminuer la présence de MMP-9 dans le sérum des patients, quel que soit leur profil
génétique. Cependant, le traitement se révele €tre plus efficace dans un groupe de patients
possédant certains alleles (génotype CC). Les mécanismes impliqués restent cependant a

explorer.

1.3.1.4. Traitements actuels

Deux molécules anti-fibrosantes sont actuellement utilisées dans la prise en charge des
patients atteints de FPI. La pirfénidone présente des propriétés anti-fibrosantes, anti-
oxydantes et anti-inflammatoires, malgré des mécanismes d’action mal élucidés (pour revue
Hilberg 2012). Dans des modeles animaux de fibrose, la pirfénidone diminue la production de
facteurs profibrosants (cytokines, chimiokines, facteurs de croissance comme le TGF-f ou le

TNF-o (Iyer 1995, Oku 2008, Tanaka 2012). Elle permet également de diminuer le

recrutement de fibrocytes impliqués dans la fibrogénese (Inomata 2014). In vitro, la

pirfénidone semble inhiber la protéine HSP-47 (Heat Shock Protein), chaperonne spécifique
du collagene, conduisant a la baisse de la production de collagene de type I par les

fibroblastes (Nakayama 2008).
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L’autre molécule anti-fibrosante ayant obtenu I’autorisation de mise sur le marché en
Europe est le nintédanib, un agent anti-tumoral (inhibiteur de récepteurs tyrosine kinase), qui
inhibe in vitro la migration et la prolifération des fibroblastes (sains et de fibrose), ainsi que
leur activation en myofibroblastes, induites par les facteurs PDGF-BB, FGF-2 and VEGF. La
plus faible accumulation de fibroblastes et myofibroblastes aboutit ainsi a la baisse de dépdt

de matrice extracellulaire (Wollin 2014).

Un reflux gastro-cesophagien acide anormal est commun chez les patients atteints de
fibrose pulmonaire idiopathique (FPI). Des études rétrospectives ont montré une amélioration

des résultats chez les patients recevant un traitement anti-acide (Lee 2013a).

Des traitements antibiotiques sont prescrits lors d’exacerbations aigués afin d’empécher
des infections bactériennes. Afin de stopper la phase d’exacerbation aigiie, aucun traitement
n’a montré son efficacité. Des corticoides peuvent étre utilisés. Ce traitement, avec de
nombreux effets secondaires observés, ne permet cependant d’améliorer la capacité

ventilatoire que dans 10% des cas (Flaherty 2001). En complément des corticoides, un

immunosuppresseur peut étre indiqué (cyclophosphamide ou azathioprine). L’efficacité de ces
traitements, déja modeste, est remise en cause par une étude récente, montrant une diminution
de la survie des patients traités a 1’aide de stéroides et d’immunosuppresseurs lors de phases

d’exacerbations aigiies (Papiris 2015).

Pour les patients 4gés de moins de 65 ans, la transplantation pulmonaire peut étre proposée.
Chez ces patients, la médiane de survie est estimée a 4,5 ans (Egan 2005). Cependant, de

nombreux patients décedent en étant sur liste d’attente de greffe (Bennett 2015).
1.3.1.5. Essais thérapeutiques et perspectives

L’¢étude en cours STX-100 est une étude de phase 2, qui a pour objectif d’évaluer
I’innocuité, I’'immunogénicité, la tolérance de différentes doses de STX-100 et son effet sur
des biomarqueurs analysés a partir de lavages broncho-alvéolaires de patients

(ClinicalTrials.gov NCT01371305). Le STX-100 est un anticorps monoclonal humanisé,

inhibant I’intégrine avp6 retrouvée au niveau de zones inflammatoires. Cette intégrine semble
jouer un réle clé dans I’activation du TGF-B1 et dans I’induction de la fibrose (Puthawala

2008, Lo 2013).

L’inefficacité (et méme la nocivité) des immunosuppresseurs a clairement ét¢ démontrée

au cours de la FPI (JPECRN, Raghu 2012 et al.). Des essais cliniques bien conduits et de
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grande envergure n’ont pas montré de bénéfice significatif pour les médicaments suivants :
anti-TNFa (Etanercept) (Raghu 2008), IFN-31b (King 2009), anti-tyrosine kinase (Imatinib
mesylate) (Daniels 2010).

Certains vasodilatateurs se sont également révélés inefficaces : antagonistes des récepteurs
de I’endotheline-1 (Bosentan, Macitentan, Ambrisentan) (pour revue King 2011), inhibiteur
de la phosphodiestérase de type 5 (Sildenafil) (IPECRN, Zisman 2010 et al.).

Plus récemment un anti-coagulant oral (anti-vitamine K, la warfarine) (Noth 2012) et la N-

acétylcystéine (NAC) (IPECRN, Martinez 2014 et al.) ont été testés sans succes. En effet,

malgré les connaissances physiopathologiques sur le niveau élevé de stress oxydant dans le
poumon de FPI (Kinnula 2005), la prise a fortes doses de NAC semble non seulement ne pas
étre bénéfique mais serait associée a une plus grande fréquence d’événements cardio-

vasculaires (IPFCRN, Martinez 2014 et al.).

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) représentant un intérét thérapeutique
majeur (voir Partie 4). Les études sur I’animal (souris, rat, hamster) ont montré I’innocuité des
CSM, et leur efficacité sur la réduction de I’inflammation, la diminution de la sécrétion de
collagéne par les fibroblastes, la diminution de la sévérité de la fibrose et I’augmentation de la

survie des animaux (Ortiz 2003, Rojas 2005, Ortiz 2007, Moodley 2009). Des cellules

souches mésenchymateuses sont retrouvées dans le poumon humain, et participerait au

maintien de I’homéostasie apres transplantation chez I’animal (Kajstura 2011).

Chez I’homme, des études de phase 1 ont également été réalisées, dont une en 2013
conduit par Weiss, sur des patients atteints de bronchopneumopathie obstructive chronique,
rapportant I’innocuité des MSC (NCT00683722, Weiss 2013). Concernant la FPI, des études
de phase 1 chez I’homme sont actuellement en cours (NCTO01919827, NCT01385644,
NCT02013700, Antunes 2014).

Une alternative a la transplantation pourrait voir le jour grace aux poumons bio-artificiels.
Le procédé consiste a prélever un poumon, de lui retirer toutes ces cellules (décellularisation)
pour ne garder que I’architecture pulmonaire. Ensuite, a 1’aide d’un bio-réacteur, de nouvelles
cellules pulmonaires autologues vont recoloniser et reformer un poumon sain et fonctionnel.

Cette technique récente, expérimentée sur le rat apporte des résultats encourageants (Petersen

2010, Ott 2010). La décellularisation de poumon est également possible sur des organes

humains et porcins (Nichols 2013).

48


http://clinicaltrials.gov/show/NCT00683722
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01919827
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01385644
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02013700

Un autre projet de poumon artificiel portatif, fonctionnant tel un dialyseur respiratoire, sera
développé chez ’'Homme en 2020 dans une étude pilote en France, qui sera dirigée par le Pr

Mercier (projet BIOART-LUNG 2020).
1.3.2. Le syndrome de détresse respiratoire aigiie
1.3.2.1. Epidémiologie

Le syndrome de détresse respiratoire aigiie, ou SDRA, est une forme de défaillance
pulmonaire sévere, consécutive a une altération de la perméabilité capillaire, ou la fonction
respiratoire n’est plus assurée. Ce syndrome a été décrit pour la premiere fois en 1967 chez

des soldats américains pendant la guerre du Vietnam (Ashbaugh 1967). Les premiers criteres

de classification ont été définis en 1994, caractérisant le SDRA comme un infiltrat pulmonaire

bilatéral a la radiographie du thorax [Figure 10] associé & une hypoxémie artérielle sévere

(Bernard 1994, ARDS DTF & Ranieri 2012).

Fig 10. Radiographies thoraciques. Poumons sains (a gauche) et poumons atteints d’un

cedeme aigu (a droite) (radiopaerdia.org, decas.univ-nantes.fr)

L’incidence du SDRA est estimée a 15-34 cas / 100 000 habitants par an. La mortalité reste

¢levée, avec un taux de déces a I’hdpital estimé a environ 38.5% (Rubenfeld 2005).

Les causes de SDRA sont multiples. Dans la moitié des cas, ce syndrome apparait suite a
une agressions directe du poumon (embolie, inhalation d’acide gastrique, de gaz toxiques...).

Dans 20% des cas, un SDRA fait suite a une cause extra-pulmonaire (sepsis, pancréatite
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aigiie...) (pour revue Brun-Buisson 2004). Le SDRA est considéré comme un cedéme

pulmonaire 1ésionnel, secondaire a un processus inflammatoire aigu.
1.3.2.2. Histologie et physiopathologie

Le SDRA est caractérisé par une accumulation de fluides riches en protéines et en
neutrophiles dans I’interstitium et les alvéoles pulmonaires suite a des dommages de la
barriere alvéolo-capillaire [Figure 11]. Une accumulation de neutrophiles activés au niveau
des vaisseaux pulmonaires conduit a une perte d’intégrité de la barriere endothéliale (Fowler
1984). Bien qu’une atteinte de 1I’endothélium pulmonaire soit un pré-requis, elle n’est en
général pas suffisante pour déclencher un SDRA. En effet, une agression de I’épithélium
alvéolaire est également nécessaire, vraisemblablement 1a aussi en raison d’une accumulation

de neutrophiles activés dont les sécrétions endommagent 1’épithélium (Zemans 2009).

Dans le SDRA, la capacité du poumon a évacuer I’cedéme est fortement réduite suite a la
perte d’intégrité de 1’épithélium alvéolaire. En effet, la perte massive de pneumocytes I et 11
par apoptose et nécrose, associée a une diminution de I’activité et de I’expression des canaux
ENaC, CFTR et Na/K-ATPase par les pneumocytes entrainent une baisse de la clairance
alvéolaire (Albertine 2002, Ware 2001, Lee 2007, Folkesson 2006). En revanche, chez les

patients atteints d’un cedéme cardiogénique pur, la fonction de réabsorption de I’cedéme est

maintenue car 1’épithélium alvéolaire n’est pas atteint (Verghese 1999).

Fig 11. Coupe histologique de biopsie pulmonaire. Sujet controle (2 gauche) et patient
atteint d’eedeme pulmonaire (a droite), caractérisé par la présence de fluide dans les alvéoles

(en rose). Marquage éosine/hématoxyline (Matthay 2014).
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L’¢évolution du SDRA se détaille en 3 parties (pour revue Bellingan 2002, pour revue

Matthay 2011) :

1.3.2.2.1. La phase aigué exsudative

L’¢épisode aigu dure entre 1 et 6 jours. Un cedéme alvéolaire et interstitiel est présent. Il y a
une accumulation de neutrophiles, de macrophages et d’hématies dans 1’alvéole. Les
macrophages sécretent des cytokines pro-inflammatoires, qui vont activer les neutrophiles et
stimuler la production de collagene par les fibroblastes [Figure 12]. Les neutrophiles, jouant
un role dans la capture des pathogenes, liberent également des facteurs potentiellement
déléteres a fortes concentrations, comme des protéases (MMP, é€lastase) des ROS et des

molécules pro-inflammatoires.

Les facteurs pro-inflammatoires libérés au niveau alvéolaire, les bactéries, les virus ou
encore I’hypoxie (ci-dessous) réduisent la clairance alvéolaire. L’activité du canal sodique
ENaC diminue notamment en raison d’une baisse de I’expression de la sous-unit¢ aENaC

impliquant la voie MAPK induite par I’IL-1f ou le TGF-B (Roux 2005, Frank 2003). Le TNF-

a réduit également 1’activité et I’expression des sous-unités d’ENaC (Dagenais 2004).

L’cedéme, riche en protéines, va inactiver le surfactant. Des anomalies quantitatives et
qualitatives du surfactant, détectées chez les patients, aggrave le collapsus alvéolaire dans les

régions 1ésées (Gregory 1991, Lewis 1993, Greene 1999). D’autre part, des Iésions

importantes au niveau de [’alvéole induisent une dénudation de la membrane basale,
remplacée de maniere provisoire par une membrane hyaline composée notamment de fibrine,
de débris cellulaires, des protéines plasmatiques (albumine, fibronectine) et de composants du
surfactant (pour revue Castro 2006). Des fibroblastes et myofibroblastes migrent depuis
I’interstitium dans 1’espace alvéolaire, sous 1’influence potentielle de la fibronectine (Fukuda

1987).
1.3.2.2.2. La phase proliférative

Durant les 7 a 14 jours suivants la phase aiglie de SDRA, des indices montrent qu’une
réparation se met en place, les PII proliferent et se transdifférencient afin de rétablir la
barriere alvéolo-capillaire 1ésée par la perte des PI. L’cedéme se résorbe grice au transport
actif ionique transépithélial. Les fibroblastes vont progressivement remplacer la fibrine par les
fibres de collagéne dans 1’espace alvéolaire, mais possiblement aussi dans 1’interstitium,

réduisant la lumiere des voies respiratoires (pour revue Matthay 2011).
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1.3.2.2.3. La phase résolutive

Apres le 14°™ jour, les neutrophiles et pneumocytes II en excés sont éliminés par apoptose,

comme les fibroblastes et les cellules endothéliales infiltrés (Matute-Bello 1997, pour revue

Bellingan 2002). Le collagene de type III est dégradé par les métalloprotéases (MMP) et

remplacé par du collagene de type I plus résistant (Raghu 1985). La barriere alvéolo-capillaire
redevient imperméable, 1’cedéme se résorbe totalement. Dans la majorité des cas, les patients
récuperent completement leur capacité respiratoire dans les 6 mois suivants le SDRA

(McHugh 1994).

Cependant, des séquelles sont retrouvées chez certains patients. Des microthombus
peuvent avoir été formés par les plaquettes au niveau des lésions endothéliales, conduisant a
une diminution de I’efficacité des échanges gazeux. Un début de fibrose peut survenir. La
présence résiduelle de collagene, fortement synthétisée pendant la phase aigu€ du SDRA et
non dégradée ensuite par les MMP, peut étre due a une dérégulation entre les MMP et leurs
inhibiteurs (TIMP). Par conséquent, le poumon se rigidifie, diminuant ainsi la compliance
pulmonaire. On peut relever une hypoxémie, c’est a dire une diminution de la quantité
d’oxygene transportée dans le sang, du fait de 1’épaississement de la barriere alvéolo-
capillaire, et de la perte d’un nombre plus ou moins important d’alvéoles (pour revue

Bellingan 2002).
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Fig 12. Schéma de la physiopathologie du syndrome de détresse respiratoire aigué (Ware
2000).

1.3.2.3. Facteurs de risque

Un passé d’éthylisme chronique favorise la survenue d’un SDRA, tout comme 1’exposition

a la fumée de tabac (Moss 2003, Calfee 2011).

Les polymorphismes génétiques sont fortement impliqués dans D’apparition et le

développement du SDRA.
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Une vingtaine de genes a également été retrouvée comme étant impliqués dans les
processus de réparation épithéliale apres Iésion sévere, a savoir la régulation de

I’inflammation, la coagulation, la fonction endothéliale, 1’apoptose (pour revue Gao 2009).

Les analyses d’associations pan-génomiques récentes ont identifié le géne PPFIA1, qui
code la liprine a, une protéine impliquée dans 1’adhérence cellulaire, les interactions cellules-
matrice. Les personnes ayant un polymorphisme défavorable pour ce géne ont un risque accru
de déclencher un SDRA suite a un traumatisme (Christie 2012). L’analyse de la liprine issue
des variants du géne PPFIA1 permettra de préciser les changements qualitatifs ou quantitatifs

de la protéine « déficiente ».

Speert considere que la susceptibilité génétique aux infections représente un facteur de
risque important dans la probabilité de développer un SDRA (Speert 2008). Certains patients
sont déficients en Interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 4 (IRAK-4, une kinase impliquée
dans la réponse immunitaire innée), les rendant plus susceptibles aux infections (Ku 2007).
D’autres polymorphismes sont associé€s a un risque accru d’infections pulmonaires, touchant
les TLR, les chimiokines (genes DARC, CXCLS), les mécanismes de régulation

intracellulaires (Kangelaris 2012, Mevyer 2011).

Des variations du géne codant la protéine Fas, impliquée dans 1’apoptose ont été décrites
chez des patients atteints de SDRA. L’¢tude montre que les personnes possédant un
polymorphisme défavorable de Fas avaient une plus grande susceptibilité a développer un
SDRA, sans pour autant influer sur la sévérité et la mortalit¢ (Glavan 2011). Cette
susceptibilité pourrait passer par une augmentation de 1’expression de Fas dans différents

types cellulaires, comme dans les monocytes et leucocytes (Glavan 2011).

Des marqueurs peuvent orienter le diagnostic et la prise en charge rapide des patients
présentant une atteinte aigiie du poumon (ALI) (forme moins sévere que le SDRA) et
soulignent le caractere inflammatoire et lésionnel au niveau épithélial du SDRA. Les
biomarqueurs prédictifs concernent des marqueurs inflammatoires (IL-6, IL-8), des marqueurs
épithéliaux (SP-D), des marqueurs d’adhésion, des marqueurs de lésions endothéliales, de la

MEC (desmosine), ou encore des protéines de la coagulation (protéine C, PAI-1) (pour revue

Spragg 2010).
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1.3.2.4. Traitements actuels

A T’heure actuelle il n’existe aucun traitement efficace pour traiter le SDRA. Les soins
consistent a sédater, intuber et ventiler a haute fréquence et a petit volume le patient. La
ventilation mécanique permet de garder les alvéoles ouvertes, en maintenant une pression

résiduelle dans les voies aériennes pendant 1’expiration (Muscedere 1994).

1.3.2.5. Essais thérapeutiques

Les P-agonistes, connus pour stimuler 1’adressage d’aENaC a la membrane, sont
intéressants in vitro car ils pourraient favoriser la clairance du fluide alvéolaire, réduit

notamment par le TGF-B ou I’hypoxie (Frank 2003, Planes 2002). Malheureusement,

I’utilisation de salbutamol n’a pas été retenue, n’apportant aucun bénéfice aux patients (Gates

2013).

Les cellules souches mésenchymateuses, par leurs nombreux effets bénéfiques,
représentent un intérét thérapeutique dans la prise en charge des patients atteints de SDRA
(pour revue Lee 2011). Les études précliniques ont montré que les CSM, ou I'utilisation de
leur milieu conditionné, améliorait la fonction pulmonaire en stimulant la clairance alvéolaire

et la réparation de 1’épithélium alvéolaire [Figure 13] (Lee 2009a, Goolaerts 2014). Les CSM

ont in vitro un effet antibactérien, immunomodulateur, notamment en induisant une
diminution de la sécrétion dans le plasma de médiateurs inflammatoires (dont le TNFa, MIP-
2, IFN-g, IL-1b, MIP-1a, IL-6, IL-8,), améliorent la survie des pneumocytes en leur
transférant des mitochondries et en sécrétant des facteurs solubles cytoprotecteurs (ci-

dessous) (pour revue Antunes 2014, pour revue Bhattacharya 2013, pour revue Lee 2011).

Chez ’homme, "utilisation des CSM fait actuellement I’objet de deux études de phase 1 et

2 (NCTO1775774, NCT01902082).
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Figl3. Schéma présentant les différents effets bénéfiques des CSM dans ’alvéole
pulmonaire dans un cas de SDRA (Lee 2011).
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2.Reéponses cellulaires a I’hypoxie

L’oxygene (O2) est un élément vital pour toutes les cellules de notre organisme. En effet, il
est le comburant indispensable a la respiration mitochondriale qui permet la production d’une
grande quantit¢ d’ATP, I’énergie nécessaire aux réactions enzymatiques et aux processus
biologiques de nos cellules. En absence d’O., la fabrication de I’ATP persiste (grace a la
fermentation lactique) mais elle est trés réduite (2 molécules d’ATP seulement sont obtenues
pour une molécule de glucose contre 38 lorsque la respiration mitochondriale est mise en jeu),
affectant donc grandement le fonctionnement cellulaire. Le maintien d’un approvisionnement
stable en O est fondamental pour le fonctionnement optimal de nos organes. En effet, une
baisse d’approvisionnement (hypoxie) est néfaste car elle se traduit par une baisse de
production en ATP. Cependant, un apport excessif en Oz (hyperoxie) est également délétere
pour nos cellules car il est synonyme de stress oxydatif. Il est donc important que nos cellules

puissent s’adapter et se protéger face a des modulations d’apport en O».

En situation physiologique, les pneumocytes sont tres bien oxygénés, puisque directement
en contact avec le gaz alvéolaire dont la pression partielle moyenne en Oz est de 100 mmHg.
Cependant, les principales pathologies du poumon distal s’accompagnent en général d’une
hypoxie alvéolaire, soit du fait de I’existence d’un cedéme alvéolaire comme au cours du

SDRA, soit du fait du remaniement du parenchyme pulmonaire comme au cours de la FPIL.

2.1. L’hypoxie

L’hypoxie survient lorsque la quantité d’oxygeéne délivrée aux tissus est insuffisante par
rapport aux besoins cellulaires. Ce stress subit par I’organisme peut étre di a 1’altitude ou étre
la conséquence de pathologies tel que 1’anémie, I’insuffisance cardiaque, ’insuffisance
respiratoire par exemple. D’autres éléments peuvent déclencher une hypoxie, comme une

intoxication au monoxyde de carbone (CO).

57



En situation d’hypoxie, des adaptations vont s’effectuer a plusieurs niveaux afin de tenter

de rétablir un apport normal d’oxygene et de limiter la consommation d’oxygene :

» A échelle de I'organisme, la ventilation et le débit cardiaque augmentent

rapidement, et 1’érythropoicse est stimulée.

» Au niveau des organes, en cas d’ischémie, une néoangiogenése est induite via
I’expression de VEGF afin de pallier a la diminution de I’apport sanguin. De plus,
la stimulation de 1’érythropoicse, via 1’expression d’EPO, permet d’améliorer le
transport d’oxygene aux tissus. Au niveau pulmonaire, une vasoconstriction des
arteres pulmonaires se produit au niveau des bronchioles terminales hypoxiques

afin de détourner le débit sanguin vers les zones correctement ventilées.

» Au niveau cellulaire, une modification d’activité de certaines protéines se produit,

ainsi qu’une régulation (stimulation/répression) de I’expression de nombreux génes.

Nous allons nous intéresser ici a ’effet de I’hypoxie au niveau cellulaire, caractérisé par
I’activation des facteurs de transcription induits par I’hypoxie HIF (Hypoxia-Inducible
Factor). Ainsi, en réponse a I’hypoxie, un programme génique orchestré par les facteurs de
transcription HIF se met en place (Wang 1993a). Ces facteurs modulent I’expression de 70 a
200 genes selon les cellules, afin d’adapter leur métabolisme aux conditions hypoxiques

(Tzouvelekis 2007, Semenza 2004, pour revue Kaelin 2008).

D’une part, les mécanismes consommant beaucoup d’énergie vont tre inhibés. Ainsi, la
synthese protéique est réduite de 5 a 40% (Guppy 1999). La transcription des génes codants
les sous-unités de transporteurs du sodium, Na, K-ATPase et ENaC, est diminuée (Planes
1997). D’autre part, la production d’ATP est optimisée. L’entrée du glucose dans les cellules
est facilitée grace a I’augmentation de I’expression des transporteurs GLUT1 (Ouiddir 1999).
La transcription des genes codant les enzymes de la glycolyse est augmentée (comme
I’hexokinase, la GAPDH, la PGK) (pour revue Clerici 2009). La production d’ATP est ainsi
préférentiellement effectuée par glycolyse anaérobie, limitant ainsi la consommation

d’oxygene au niveau mitochondrial.

L’hypoxie va également avoir des effets sur la migration cellulaire, la prolifération, la
production d’hormones, de cytokines inflammatoires (pour revue Semenza 2004, pour revue

Clerici 2009).
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2.2. Les facteurs de transcription induits par I’hypoxie HIF

HIF appartient a la sous-famille des facteurs de transcription a motifs hélice-boucle-hélice
(bHLH : Basic helix Loop Helix) qui contiennent le domaine de dimérisation PAS (Per-Arnt-
Sim) [Figure 14].

BHLH PAS A PAS B aonnD WAD 10 CAD
HIF-te [ T T [] ]
99% 91% 955% B1%% a87%
HIF-2« [T [ [ [ ]
HiF-3e [T ]
PAS | [ ] []

TAD

HIF-15/

Fig 14. Structure des facteurs de transcription HIF. Les valeurs réferent au pourcentage

de similarité pour les domaines NAC et CAD entre HIF-1a et HIF-2a. Le pourcentage global
d’homologie entre HIF- 1a et HIF-2a est de 48% chez [’Homme. PAS (Per-Arnt-Sim), NAD
(N-terminal Activation Domain), CAD (Carboxy-terminal Activation Domain), TAD
(Transactivation Domain), ODDD (Oxygen-Dependant Degradation Domains), ID
(Inhibitory Domain) (Lisy 2008)

HIF est un hétérodimere composé d’une sous-unité a cytoplasmique induite par I’hypoxie

et d’une sous-unité B nucléaire exprimée de maniere constitutive (Wang 1995a, Tian 1997).

La sous-unité B, appelée également « Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator »
(ARNT), est impliquée dans la voie de signalisation HIF en tant que partenaire de la sous-
unité a. Cette sous-unité peut ¢galement se lier a d’autres facteurs en condition normoxique,

et participe notamment a la réponse au stress xénobiotique (Matsushita 1993). Il existe 3

isoformes d’HIF-a: HIF-la, HIF-2a (aussi appelé EPASI) et HIF-3a. Selon le type
cellulaire, on retrouvera des proportions variables de ces isoformes. Dans les cellules

épithéliales alvéolaires, les 3 isoformes sont exprimées (Wiesener 1998, Li 2006, Fang 2010).

Concernant HIF-3a, 8 variants ont été recensés (notés HIF-3al a HIF-308), dont les fonctions
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restent peu connues a ce jour, mais interviennent par différents mécanismes dans la régulation
de I’activité transcriptionnelle de HIF-1a et HIF-2a (pour revue Duan 2015). Le variant HIF-
302 est également appelé IPAS (Inhibitory PAS Domain Protein). Contrairement a I’IPAS
murin représenté sur la [Figure 13], le variant humain possede un domaine ODDD (Oxygen-
Dependant Degradation Domains) a I’instar de HIF-303, et un domaine NAD (voir ci-

dessous) (N-terminal Activation Domain) (Maynard 2003).

Les isoformes HIF-1a, HIF-2q, certains variants de HIF-3a et leur partenaire commun

HIF-18, partagent différents motifs :

» le motif bHLH (basic Helix-Loop-Helix), caractéristique des facteurs de transcription
dimériques. Le motif HLH intervient dans la dimérisation de la protéine avec la sous-
unité HIF-1p, tandis que la région basique qui le préceéde intervient dans la fixation et

la spécificité de la liaison a I’ADN.

» Les domaines PAS (PER (period circadian protein), ARNT, SIM (single-minded
protein)). Ce domaine contribue a la dimérisation de la sous-unité a avec la sous-unité

B (Card 2005).
Les isoformes de HIF-a contiennent les domaines :

» ODDD, une région située entre les acides aminés 401 et 603, et contenant des prolines

conservées, reconnues par les prolyl-hydroxylases (PHD) (Huang 1998).

» NAD (N-terminal Activation Domain) et CAD (Carboxy-terminal Activation
Domain), deux domaines de transactivation riches en leucine, situés respectivement en
position 531-575 et 786-826 pour HIF-1a, recrutent des co-activateurs dans le noyau
comme CBP/p300, SRC-1 ou TIF-2 (pour revue Lisy 2008). CAD participe a
I’expression de cibles communes a HIF-la et HIF-2a, quand NAD contribue a
I’activation de genes spécifiques a I’un et a ’autre (Hu 2007). CAD représente une

région régulatrice de 1’activité de HIF (voir plus bas).

HIF-1B comprend également un domaine de transactivation (TAD) [Figure 13]. Bien que
ce domaine ne semble pas nécessaire a 1’activit¢ de HIF-a, il pourrait exercer une activité

activatrice propre a HIF-1 en condition normoxique (Lee 2004).
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2.2.1. Régulation par la voie canonique

En condition normoxique, les sous-unités o de HIF sont en permanence synthétisées par la
cellule, mais aussitot dégradées par le systeme ubiquitine/protéasome. En effet, les résidus
proline (P402 et P564 pour HIF-1la et HIF-3a, P405 et P531 pour HIF-2a) situés sur le
domaine ODDD sont hydroxylés par les PHD, en présence d’oxygene (O2), de 2-oxoglutarate
comme substrats, et de Fer (Fe*™) comme co-facteur [Figure 14] (Epstein 2001, pour revue

Wheaton 2011). La présence d’ascorbate est également nécessaire a 1’activit¢ des PHD

(Kivirikko 1998, Knowles 2003). Ces modifications post-traductionnelles permettent

I’interaction de HIF-a avec la protéine pVHL (protéine de von Hippel-Lindau), et avec
I’ubiquitine ligase VBC-CUL-2 E3. La sous-unité HIF-a est ainsi poly-ubiquitinylée et est

adressée au protéasome qui la dégrade [Figure 15] (pour revue Semenza 2004).

En hypoxie, I’activité des PHD est inhibée, la sous-unité HIF-a n’est plus hydroxylée sur
les résidus proline. Ainsi HIF-a est stabilisée et peut s’accumuler dans le noyau ou elle
interagit avec la sous-unité HIF1-f. HIF-a possede la plus courte demi-vie existante, qui est,
in vitro, estimée a une durée inférieure a 5 min dans des cultures cellulaires (Jewell 2001). En

condition d’hypoxie-réoxygénation, la demi-vie de HIF-1a est inférieure a 1 min (Yu 1998).

Un autre niveau de régulation de I’activité de HIF-a fait intervenir le facteur inhibant HIF
(FIH) (Mahon 2001). Cette enzyme fonctionnant en présence d’oxygene, de Fe™ et d’a-
cétoglutarate, hydroxyle HIF-a au niveau d’un résidu Asparagine (N803 pour HIF-la et
HIF3-a, N851 pour HIF-2a) situé¢ dans le domaine C-terminal (C-CAD) (Lando 2002). Cette
hydroxylation inhibe, par encombrement stérique, 1’interaction de la sous-unité o avec des co-
activateurs transcriptionnels. En hypoxie, I’activit¢ du FIH est inhibée, le recrutement de

cofacteurs par le dimere HIF-o/HIF-f devient alors possible.

On distingue trois PHD chez les mammiferes : PHD1, PHD2 et PHD3 (appelées aussi
HPH3, HPH2 et HPHI, ou EGLN2, EGLNI1 et EGLN3, respectivement) (Epstein 2001,

Bruick 2001, Taylor 2001). Elles présentent une expression ubiquitaire, avec des niveaux

variables selon les tissus. Ainsi, dans le poumon, on retrouve 1’expression des PHD2 et PHD3
(pour revue Bruick 2003). Ces différentes isoformes sont capables d’hydroxyler HIF-a in

vitro, avec des spécificités pour différents sites d’hydroxylation (Appelhoff 2004). PHD2

possede la plus grande activité enzymatique, et joue ainsi un role prépondérant dans la

régulation de la stabilité de HIF-1a in vivo et in vitro (Huang 2002, Berra 2003). Les souris

invalidées pour le géne PHD2 ne sont pas viables, I’enzyme jouant un rdéle important dans le
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développement embryonnaire contrairement a la PHD1 et la PHD3 (Takeda 2006). Le knock-
out conditionnel de PHD?2 entraine une vascularisation accrue, mettant en évidence son
importance dans la régulation de I’angiogen¢se. PHD1 et PHD3 semblent plutét impliquées
dans la régulation du métabolisme en situation d’ischémie (Takeda 2007, Adluri 2011, Xie

2015, Aragonés 2008).

Parmi les co-activateurs, on distingue CBP/p300 (ou CREB-binding protein/E1A binding
protein P300), ayant une activité Histone Acetyl-Transferase (HAT) favorisant la transcription

génique (Schofield 2004). Le complexe HIF peut également avoir comme co-facteurs Ref-

1/Ape (Redox effector factor-1/apurinic/apyrimidinic endonuclease), qui facilite le
recrutement de p300 et la fixation du complexe a I’ADN (Ziel 2004). Ref-1 apparait
¢galement nécessaire au recrutement d’autres co-activateurs comme SRC-1 et d’autres
protéines de la famille des p160, STAT3 par CBP/p300 (Carrero 2000). Enfin, dans diverses
lignées cellulaires, STAT3 phosphorylé s’integre au complexe HIF, en se fixant sur

CBP/p300, pour augmenter son activité transcriptionnelle (Gray 2005).

Fig 15. Régulation de HIF selon le taux d’oxygéne intracellulaire. HIF est constitué

d’une sous-unité f stable de maniere constitutive, et d’une sous-unité o dépendante du taux

d’oxygene. (Chandel 2015, « Navigating Metabolism », CSH press).
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La culture de cellules en hypoxie permet d’induire la stabilisation de HIF in vitro, mais il
est possible d’étudier HIF en normoxie en utilisant des agents chimiques inhibant I’activité
des PHD. C’est le cas du chlorure de cobalt (CoClz) un inhibiteur compétitif du fer (Epstein
2001). Par ailleurs, le CoCl; induit une diminution de la quantité¢ d’ascorbate intracellulaire,

molécule nécessaire pour maintenir 1’état de fer a un état réduit (Fe™) (Salnikow 2004). Par

ailleurs, le CoCl, inhibe I’interaction de pVHL a HIF, en se fixant sur son site de fixation
(Yuan 2003). Le CoCl; inhibe fortement le FIH, permettant I’activité¢ de HIF-a, méme lorsque
le CoCl> est utilisé a de faibles concentrations et n’induisant pas sa stabilisation (Hirsild

2005).

De méme, HIF-a est stabilisé a I’aide de la desferrioxamine (DFO) un chélateur du fer,
ainsi qu’en utilisant le 2-OG-dependent dioxygenase inhibitor dimethyloxalylglycine
(DMOG), un mimétique du 2-oxoglutarate, cofacteur des PHD (Agani 1998, Wang 1993b,
Hanson 2003).

2.2.2. Régulation par la voie non canonique

La stabilité et I’activité de HIF sont également régulées par d’autres modifications post-
traductionnelles, influencées ou non par le taux d’oxygene intracellulaire. Ainsi, 1’interaction
entre HIF et la protéine chaperonne HSP90 (Heat Shock Protein 90) est nécessaire a la
stabilit¢ de HIF. Des inhibiteurs d’HSP90 induisent la dégradation de HIF par une voie
indépendante de pVHL et du taux d’oxygene (Isaacs 2002). Les histones déacétylases
(HDAC) stabilisent HIF, en permettant I’interaction de HIF-a avec les protéines chaperonnes
HSP70/90 (Kong 2006). L’acétylation pourrait directement moduler la stabilit¢ de HIF-a. En
effet, une lysine située sur le domaine ODDD (K532) serait acétylée par 1’ Acétylase Arrest-
Defective-1 (ARDI1) et faciliterait I’interaction de pVHL avec HIF-a (Jeong 2002).
Cependant, la régulation et I’effet de ’ARD1 semblent étre variables selon le type cellulaire

(Arnesen 2005).

L’hypoxie induit également la SUMOylation (Small Ubiquitin-related MOdification) des
proline P402 et P564 de HIF-a dans le noyau, entrainant sa reconnaissance et sa dégradation
par le protéasome. Cette modification post-traductionnelle pourrait représenter une autre voie
de dégradation de HIF-a, transloqué dans le noyau avant d’avoir été hydroxylé par les PHD.
(Cheng 2007). De plus, la SUMOylation permettrait de diminuer ’activité de HIF-1a (Cheng

2007, Berta 2007). Cependant, les premieres études surexprimant SUMO-1 montraient une
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stabilisation et une augmentation transcriptionnelle de [’activit¢ de HIF-1a, apres

SUMOylation des résidus lysines K391 et K477 (Shao 2004, Bae 2004).

La phosphorylation de HIF-1a est effectuée par les MAP kinases ERK1/2 sur des acides
aminés situés au niveau ou a proximité des domaines NAD ou CAD, et est nécessaire a sa

transactivation (Lee 2002).

Similaire a la phosphorylation, la S-nitrosylation modifie les groupements thiols. La
modification de cystéines (Cys800 située sur le domaine CAD, et Cys533 sur le domaine
ODD) par I’oxyde nitrique facilite son interaction avec le co-facteur p300 et stimule la

transactivation de HIF (Yasinska 2003, Li 2007).

2.3. L’hypoxie et la production d’especes réactives a ’oxygene

Les cellules produisent de maniere physiologique des dérivés réactifs de I’O> (ROS) qui
agissent comme seconds messagers dans la cellule, induisant de nombreux phénomenes
physiologiques tels que la prolifération, la différenciation, ou 1’apoptose. En revanche, une
production excessive de ROS peut se produire dans certaines conditions, notamment en
hypoxie. Leur accumulation est problématique car les ROS exercent des effets déléteres sur
les fonctions cellulaires et participe au développement de nombreuses maladies, dont la FPI

(Yanai 2015, Impellizzeri 2015). Ainsi, une étude tres récente montre une augmentation du

stress oxydant chez les patients sujets a des exacerbations aigiies de la maladie (Matsuzawa
2015). Par ailleurs, des maladies pulmonaires telles que 1’abestose (Kamp 1992) ou la BPCO
(Rahman 2005) s’accompagnent d’un stress oxydant. Les 1ésions dues aux ROS paraissent

importantes dans la pathogenese du SDRA (pour revue Tasaka 2008).

Un des principaux sites de la production de ROS au cours de I’hypoxie est la chaine

respiratoire mitochondriale.
2.3.1. La chaine respiratoire mitochondriale

Les mitochondries ont un role primordial dans le maintien de I’homéostasie cellulaire. En
effet, ces organelles sont le si¢ge de la respiration cellulaire, processus d’oxydoréduction se
déroulant au niveau de la membrane interne de la mitochondrie grice a une chaine de
complexes protéiques [Figure 16] et permettant, en présence d’oxygene, la production de

nombreuses molécules d’ATP, nécessaires aux réactions enzymatiques de nos cellules.
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La glycolyse et le cycle de Krebs conduisent a la synthése de molécules de Nicotinamide

Adénine Dinucléotide (NADH) et de Flavine Adénine Dinucléotide (FADH?) (Krebs, 1937).

Ces molécules réductrices sont porteuses d’électrons qu’elles transmettent au complexe I
(NADH déshydrogénase) et au complexe II (succinate déshydrogénase) de la chaine
mitochondriale, respectivement. Les €lectrons sont ensuite transmis a I’ubiquinone (coenzyme
Q a I’état oxydé, et ubiquinol QH> a I’état réduit) qui les transfeére au complexe III (coenzyme
Q-cytochrome ¢ oxydoréductase), puis au cytochrome ¢ qui les transmet au complexe IV
(cytochrome ¢ oxydase). L’oxygene que nous respirons représente le dernier accepteur de ces

¢électrons et se combine a deux protons pour former de 1’eau.

Chaque transfert d’¢lectron au niveau des complexes I, III et IV est associé a un efflux de
protons H* de la matrice vers I’espace intermembranaire, générant ainsi un gradient de pH.
Le retour des protons dans la matrice mitochondriale est assuré par I’enzyme ATP synthase
qui utilise le gradient électrochimique des protons pour catalyser la phosphorylation d’ADP

en ATP [Figure 16].

| | | | | | | | | |
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Matrice Krebs

Fig 16. Chaine mitochondriale de transfert des électrons. Ubiquinone = coenzyme Q,
complexe I = NADH,H"-coenzyme Q réductase, complexe II = succinate-coenzyme Q
réductase, complexe III = coenzyme QH:-cytochrome C réductase, complexe IV =

cytochrome C oxydase, Cyt ¢ = Cytochrome c. (Wikipédia)
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2.3.2. Production d’especes réactives a I’oxygene par la

mitochondrie

Malgré une efficacité exceptionnelle de la chaine respiratoire, la chaine de transport des

électrons entraine la génération d’especes réactives a 'oxygene (ERO ou ROS). Cette

machinerie n’est pas un systeme parfait ou tous les électrons provenant du NADH ou du

FADH:; sont transférés au complexe IV et a I’oxygene, accepteur final des €lectrons. En effet,

au niveau des complexes I et III, environ 0.1% des électrons vont réagir de maniere non

enzymatique avec l’oxygéne, pour former 1’anion superoxyde O>" (Chandel 2015, Guzy

2005). Cependant, la cellule possede un systtme de défense anti-oxydante qui évite une

accumulation délétere de ROS (ci-dessous)

De maniere paradoxale, I’hypoxie entraine, au niveau du complexe III, une surproduction

de ROS, dont la quantité¢ varie en fonction du degré d’hypoxie [Figure 17] (Chandel 1998,
Duranteau 1998, Chandel 2000).
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Fig 17. Effet de I’hypoxie sur la production de ROS. La fluorescence des cellules Hep3B

pour la sonde DCF réagissant avec les ROS intracellulaires a été réalisée a des taux

variables d’hypoxie a partir de 30 minutes, pendant 2 heures avant remise en normoxie (21%

02) (Chandel 1998)
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Le complexe I ne semble pas impliqué dans cette augmentation (pour revue Bleier 2013).
A ce jour, le mécanisme menant a cette surproduction de ROS n’est pas encore totalement
élucidé. Trois hypothéses permettraient d’expliquer la production d’anion superoxyde [Figure

18] (pour revue Guzy 2006) :

» L’anion superoxyde, généré de maniére physiologique au niveau de la membrane
interne, est relargué au niveau de la matrice mitochondriale et en partie dans
I’espace intermembranaire. En hypoxie, I’oxygeéne contenu dans la bicouche
lipidique pourrait entrainer un relarguage d’anion superoxyde uniquement au

niveau de I’espace intermembranaire.

» L’interaction de ’oxygene avec les protéines et lipides du complexe III pourrait
limiter la demie-vie de la semiquinone aux sites QO et Q1. En hypoxie, ’activité
des cytochromes b serait diminuée, laissant ainsi une durée plus importante a
I’¢électron de la semiquinone pour réagir de maniére directe avec 1’oxygene et

former 1’anion superoxyde.

» L’hypoxie, en entrainant des modifications structurales au niveau des protéines du

complexe III, pourrait faciliter ’attaque de I’oxygene sur la semiquinone.
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Fig 18. Cycle d’oxydation du coenzyme Q par le complexe III de la chaine respiratoire.
L ubiquinol QH> commence par &tre oxydé au niveau du site Qo, oll un électron est transféré
a une protéine fer-soufre (Ion Sulfur Protein ou ISP) puis au cytochrome cl et ¢ pour
poursuivre la chaine de transport des électrons au niveau du complexe 1V. L ubiquinol QH>,

oxydé en semiquinone Q * instable va donner son deuxieéme électron aux cytochromes b. Cet

électron va ensuite permettre de régénérer une ubiquinol. Ces réactions entrainent la

génération d’anion superoxyde 02" (Adapté de Guzy 2006).
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2.3.3. Autres sources de production d’especes réactives

a I’oxygene

D’autres sources de ROS existent dans la cellule. C’est le cas des 6 NADPH oxydases
(NOx), présentes dans différents compartiments (endosomes, noyau, réticulum
endoplasmique) qui produisent de 1’anion superoxyde (pour revue Crestani 2011). Les NOx
semblent impliquées dans la génération de ROS dans les CEA en hypoxie, ainsi que dans la
stabilisation de HIF-1a (Goyal 2004, pour revue Bedard 2007). Une activité excessive des
NOx, délétere dans les CEA, a été décrite (Kim 2014). Chez la souris, I’expression de NOx4
augmente avec 1’age, et est retrouvée a des taux élevés dans les tissus pulmonaires fibrotiques
murins et humains (Hecker 2014). L’expression de NOx, retrouvée dans les foci
fibroblastiques et dans 1’¢épithélium alvéolaire adjacent, semble intervenir dans le
développement de la FPI, en jouant un rdle majeur dans la différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes, stimulant leur résistance a 1’apoptose, et induisant la mort des CEA par

apoptose (Hecker 2014, pour revue Carnesecchi 2012).

La xanthine oxydase (XO), impliquée dans la production d’acide urique au niveau du foie,
est également a 1’origine d’anion superoxyde. Son activité est présente dans les cellules
épithéliales alvéolaires de rats, bien que cette activité soit moindre, comparée aux cellules de

1’épithélium bronchique (Moriwaki 1996).

Par ailleurs, les cellules épithéliales alvéolaires posseédent des peroxysomes (Kinnula
1992), qui participent a la détoxification de molécules comme 1’éthanol, par peroxydation.

Ainsi, de par leur activité, les peroxysomes génerent du peroxyde d’hydrogéne H>O.

Néanmoins, ces sources potentielles de ROS semblent jouer un rdle mineur au cours de

I’hypoxie.
2.3.4. Les défenses antioxydantes

Un antioxydant est une molécule ou enzyme capable, en petite quantité, de prévenir ou
retarder 1’oxydation d’un substrat. On peut distinguer deux types de défenses antioxydantes :

enzymatiques et non enzymatiques [Figure 19] :

2.3.4.1. Les défenses antioxydantes enzymatiques
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2.3.4.1.1. Les superoxydes dismutases

L’anion superoxyde est toxique et doit donc é&tre éliminé. Une premiere étape de
détoxification consiste en une dismutation de I’anion superoxyde en peroxyde d’hydrogeéne

H>03, selon la réaction suivante (pour revue Matés 2000) :

0" +05" +2H" > Hy0, + O

Cette dismutation s’effectue grace a des métalloprotéines, les superoxydes dismutases (SOD).
Chez les mammiferes, il existe 3 formes de SOD : une forme cytosolique ayant pour co-
facteur le cuivre et le zinc (CuZn-SOD ou SOD1), une forme mitochondriale utilisant le
manganese comme co-facteur (MnSOD ou SOD?2), et une forme sécrétée dans le milieu extra-
cellulaire (EcSOD ou SOD3). Cette SOD extra-cellulaire est de type CuZn-SOD et protege
les cellules du stress oxydant en se liant aux membranes cellulaires ou dans le collagene de
type 1. Ces 3 SOD sont exprimées par les cellules épithéliales alvéolaires (pour revue Zelko

2002).
2.3.4.1.2. La glutathion peroxydase et les péroxyrédoxines
On distingue 8 isoformes de glutathion peroxydase (GPx) codées par différents genes. Leur

expression est ubiquitaire (GPx-1) ou tissu-spécifique (GPx-2 a Gpx-8). On les retrouve dans

le cytosol, la mitochondrie, le milieu extra-cellulaire (Bermingham 2014). Les GPx ont pour

substrats des peroxydes (formule R-O-O-R’). La GPx1, ¢élimine le peroxyde d’hydrogene
ainsi que des hydroperoxydes (ROOH), ainsi que les lipides péroxydés. La GPx4 utilise
spécifiquement les hydroperoxydes phospholipidiques, protégeant la cellule de la
peroxydation lipidique. Pour catalyser la réaction, la GPx utilise un donneur d’électron, le

glutathion réduit (GSH). Le produit résultant de la réaction est de I’eau.
ROOH + 2 GSH - GSSG +2 H,0

Le glutathion oxydé (GSSG) est ensuite réduit par une réaction d’oxydoréduction par la
glutathion réductase (GR), grace au NADPH. Le rapport GSH/GSSG est un indicateur de
I’état d’oxydation de la cellule.

D’autres enzymes appartenant a la famille des thiols peroxydases, abondantes dans le cytosol
et la mitochondrie vont également réagir avec I’H202, comme les péroxyrédoxines (Prx3 et
Prx5), la thiorédoxine (Trx2) et la thiorédoxine réductase 2 (TrxR2). L’H20> est métabolisé a
99.9% par la GPx et les péroxyrédoxines. La Prx3 jouerait un role majeur dans cette premiére

¢tape de détoxification. Parmi le pool d’enzymes mitochondriales, 1’analyse de la
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concentration enzymatique et de la cinétique de réaction avec 1’H>O» aboutit au fait que la
Prx3 est responsable a 90% de sa détoxification, tandis que la GPx1 n’interviendrait qu’a
hauteur de 9% (pour revue Cox 2009). Cependant, ce résultat est dii & une grande quantité de
Prx3 présent dans les tissus murins étudiés, et pourrait varier selon le type cellulaire et
I’espéce ¢étudiée. Dans les cellules épithéliales alvéolaires, a ce jour, seul les effets

antioxydants de la Prx6 et la Trx1 ont été publiés (Wang 2008, Shan 2011).

2.3.4.1.3. La catalase

La catalase est localisée dans le peroxysome et dans le cytoplasme. Cette oxydase utilise le fer
ou le cuivre et possiblement le manganese comme co-facteurs (Adams 1953, Horsburgh

2002).

La catalase détoxifie I’H>O; en eau selon la réaction suivante :

2 H,O2 2 2 H0 + Oz
2.3.4.2. Les défenses antioxydantes non enzymatiques

Le glutathion possede une activité antioxydante propre grace a son radical thiol (R-SH) qui
réagit avec 1’H20; pour former de 1’eau et acide sulfonique (RSO3H). D’autres molécules
participent a la détoxification en captant le radical des ROS, comme les vitamines A, C et E,
les ubiquinones et les caroténoides. La N-acétyl-cystéine (NAC), acide aminé non essentiel,
est hydrolysé dans les cellules en cystéine, précurseur du glutathion. Ainsi, la NAC permet de

maintenir un pool de GSH élevé dans la cellule. De plus, la NAC réagit directement avec les
ROS, essentiellement avec les radicaux hydroxyles OH’, grace a son radical thiol (Aruoma

1989). Le cytochrome c est également capable de capter 1’¢lectron instable de 1’anion

superoxyde, pour étre ensuite réduit par la cytochrome c réductase (Butler 1975).
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Fig 19. Génération des espéces réactives a l’oxygéne, et principaux mécanismes de

défense antioxydants (modifié de Matés 2000)

Les ROS qui n’ont pas été détoxifiés vont réagir avec les composants cellulaires,
perturbant leur fonction et entrainant des dommages a la cellule. L’anion superoxyde est trés
réactif mais est rapidement dismuté en peroxyde d’hydrogene. L’H>O»> qui n’est pas détoxifié

va oxyder un atome de Fer (le Fe™), de Cuivre (Cu*), ou de Manganese (Mn*), et former un

radical hydroxyles OH" par la réaction de Fenton (pour revue Wheaton 2011). Ce ROS est le

plus réactif et donc le plus toxique, aussi il est important de limiter au maximum cette réaction

d’oxydation.
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2.3.5. Les dommages cellulaires induits par les especes

réactives a I’oxygene

Bien que les ROS puissent agir comme des seconds messagers, je m’intéresserai plus
particulierement ici aux fonctions déléteres des ROS dans la cellule, constituant un stress

oxydant pour la cellule.
2.3.5.1. Peroxydation lipidique

Une fois produits, les ROS peuvent oxyder les lipides insaturés et former des radicaux
peroxyles LOO". Cette peroxydation lipidique entraine une réaction en chaine avec d’autres

lipides tres réactifs entre eux, propageant ainsi le stress oxydant dans la cellule. Le
malonaldéhyde MDA, un produit de la peroxydation lipidique, ainsi que d’autres dérivés
lipidiques, possédent la capacité de former des ponts avec I’ADN, et provoquer des mutations
dans le génome (Marnett 1999). Le 4-hydroxynonenal (4-HNE), un aldéhyde produit par
peroxydation lipidique, est bénéfique a faible dose, mais devient cytotoxique a des
concentrations plus élevées, rencontrées lors d’une accumulation pathologique de ROS

(Krokan 1985, pour revue Negre-Salvayre 2010). De maniére intéressante, une augmentation

de la peroxydation lipidique est observée dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) de
patients fumeurs et non-fumeurs atteints de FPI, ainsi que dans le plasma de patients atteints

de SDRA (Rahman 1999, Kumar 2000).

2.3.5.2. Dommages oxydatifs de ’ADN

Les ROS provoquent des cassures double brin au niveau de I’ADN, en oxydant de maniere
privilégiée les bases guanines pour former majoritairement du 8-Oxo-2'-déoxyguanosine (8-
0x0-dG ou 8-OH-dG). Un mécanisme se met en place treés rapidement pour réparer I’ADN
endommagé et préserver ainsi le matériel génétique. Ce mécanisme implique la kinase ATM
(Ataxia-Telangiectasia Mutated), qui phosphoryle majoritairement 1’histone H2AX sur la

sérine 139 du motif SQE (Ser-Gln-Glu) pour donner le y-H2AX (Burma 2001, Zha 2008).

Cette phosphorylation est un signal permettant le recrutement de facteurs impliqués dans la

réparation de I’ADN.

D’autre part, le génome mitochondrial est particulierement sensible aux ROS. En effet,

I’absence d’histones autour de ’ADN et d’introns rend I’ADN mitochondrial (ADNmt) 50
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fois plus susceptible au stress oxydant que I’ADN nucléaire (pour revue Kim 2015). Les
dommages et mutations induites au niveau de I’ADNmt par les ROS, perturbant la fonction
mitochondriale et ’homéostasie cellulaire, sont mis en cause dans le développement de la
FPI. Un taux d’oxydation de I’ADN important est ¢galement détecté chez les patients atteints
de SDRA (Nakamura 2009).

2.3.5.3. Modification des protéines

Les ROS réagissent également avec les résidus cystéines, histidines et lysines des
protéines, au cours d’une réaction irréversible appelée carbonylation. La carbonylation des
protéines peut entrainer leur dégradation par le protéasome. Elle peut induire au contraire leur
accumulation et entrainer des effets cytotoxiques conduisant a I’inactivation d’enzymes clés
du métabolisme, a la désorganisation du cytosquelette d’actine, a I’apoptose (Nylstrom 2005,

Dasgupta 2013, Fucci 1983, England 2004, Dalle-Donne 2001).

Les ROS modifient de maniere post-traductionnelles les résidus cystéines par S-
nitrosylation ou glutathionylation (formation de ponts disulfures) ou S-sulfhydrylation. Ces
modifications protégent les acides aminés d’une oxydation irréversible, mais modifie la
fonction des protéines, perturbe la synthése d’ARNm, 1’organisation et la division cellulaire,

jusqu’a entrainer 1’apoptose (Hlaing 2014, pour revue England 2005).

Les protéines oxydées induisent I’expression de protéines chaperonnes (les protéines HSP)

afin de protéger les protéines en cours de repliement (Madamanchi 2001, Essig 1997). Ainsi,

I’H20> induit la translocation nucléaire de HSF1 (Heat Shock transcription Factor-1). Ce
facteur, oxydé, a une activité transcriptionnelle augmentée. HSF1 se fixe sur les promoteurs
de genes ayant un motif HSE (Heat Shock Element) et code de nombreuses protéines dont les

chaperonnes HSP27 et HSP70 (Katschinski 2000, Vihervaara 2014). Une augmentation de

I’oxydation d’acides aminés, la méthionine ou la tyrosine, a été mis en évidence dans les LBA

de patients atteints de FPI ou de SDRA (Maier 1991, Lamb 1999).

2.4. Lien entre HIF et ROS

Il est intéressant de noter que la stabilisation de HIF-a en réponse a I’hypoxie fait
intervenir les ROS mitochondriaux. En effet, ’inactivation par des agents chimiques
(terpestacine (inhibiteur du complexe III)) ou génétique (lignée de cellules épithéliales
alvéolaires dépourvue d’ADN mitochondrial) de la chaine mitochondriale empéche la
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stabilisation de HIF-a (sauf en anoxie car nécessité d’O> pour I’activité des PHD). (Chandel

1998, Vaux 2001, Schroedl 2002, Jung 2010).

Bien que la régulation de HIF en hypoxie soit liée a une inactivation des PHD par manque
d’oxygene, il semblerait ainsi que 1’état d’oxydation cellulaire rentre également en jeu. Un
autre des cofacteurs des PHD est le Fe™. L’accumulation de ROS en hypoxie a pour

+++

conséquence 1’oxydation du Fer*™ en Fe*** par I’H,0O», rendant le site catalytique des PHD

inactif (Gerald 2004, pour revue Wheaton 2011).

En outre, des études in vitro et in vivo ont mis en évidence que I’altération de I’état redox,
par des ROS (H20>) ou par des agents alkylants, induisait une diminution de I’expression de

HIF-1a et modulait sa capacité de fixation a ’ADN (Wang 1995b, Huang 1996).

De manicére intéressante, 1’équipe de Ratcliffe a montré que le facteur FIH était également
inactivé par ’H20,, mais était beaucoup plus sensible a cette ROS que les PHD (Masson
2012). Ainsi, ’hypoxie entrainerait la stabilisation de HIF-a, par inactivation des PHD
principalement d & un manque d’oxygene, et par inactivation du FIH, principalement due a

une augmentation d’H>O»> intracellulaire.

En retour, HIF pourrait moduler I’accumulation de ROS, en régulant I’expression de génes
clés impliqués dans le métabolisme du glucose afin de limiter la chaine respiratoire

mitochondriale et donc la production de ROS.
En effet, HIF-a induit I’expression :
» Des protéines membranaires GLUT1 et GLUT3, afin de faciliter I’entrée du glucose
dans les cellules.
» Des enzymes de la glycolyse qui transforment le glucose en pyruvate
» De la lactate deshydrogénase (LDH) qui catalyse la conversion du pyruvate en lactate
» De la pyruvate deshydrogénase kinase (PDK1) afin d’empécher la transformation du

pyruvate en Acetyl CoA, ce dernier rentrant dans le cycle de Krebs (Papandreou 2006)

De micro-RNA 210 (miR-210) qui bloque I’assemblage de protéines nécessaires au

fonctionnement du complexe I (pour revue Wheaton 2011).
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3.Mort cellulaire et transformations phénotypiques des
cellules ¢épithéliales alvéolaires. Influence de
I’hypoxie.

L’hypoxie alvéolaire est susceptible de moduler le comportement biologique des
pneumocytes. Le bon fonctionnement de nos tissus repose sur un équilibre entre la mort et la
prolifération des cellules qui les composent afin d’assurer un renouvellement permanent
physiologique. Cependant, lorsque cet équilibre est rompu, des pathologies surviennent. Dans
le cadre des pathologies pulmonaires, la FPI semble résulter de microlésions répétées de
I’épithélium alvéolaire et d’une perte du dialogue avec les fibroblastes pulmonaires,
entrainent une mort massive des pneumocytes II par apoptose (Uhal 1998). Ainsi, on observe
une surexpression de protéines pro-apoptotiques dans les cellules épithéliales alvéolaires de
patients atteints de FPI tandis que 1’expression de protéines anti-apoptotiques est diminuée,

comparativement a des sujets controles (Plataki 2005).

Dans la pathologie du SDRA, la phase inflammatoire, caractérisée par une « explosion
cytokinique » provoque également une mort importante des pneumocytes par apoptose.
Montrant les effets bénéfiques d’un inhibiteur de caspases dans un mode¢le murin de SDRA,
I’équipe de Hara a mis en évidence le role de I’apoptose dans ’apparition de ce syndrome

(Kawasaki 2000). La présence de marqueurs d’apoptose est retrouvée dans le lavage broncho-

alvéolaire de patients atteints de SDRA, contrairement a celui de sujets controles. Les taux de
certains marqueurs définissent la sévérité du SDRA (Lee 2008). De plus, 1’équipe de Matthay
a étudié¢ d’autres marqueurs d’apoptose au niveau des parois alvéolaires de patients morts en
situation de SDRA. Ces taux sont retrouvés a des niveaux tres élevés comparés a des patients

dont le déces est indépendant d’une maladie pulmonaire (Albertine 2002).

L’apoptose des cellules épithéliales alvéolaires jouerait donc un réle déterminant dans la

physiopathologie de la FPI et du SDRA.

L’hypoxie alvéolaire, facteur commun a ces deux pathologies pulmonaires, pourrait
contribuer a cette apoptose (Krick 2005). Cependant, le manque d’oxygene déclenche
¢galement un programme d’évitement a 1’apoptose consistant en des transformations

phénotypiques et fonctionnelles, appelé transition épithélio-mésenchymateuse (TEM).
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3.1. La mort cellulaire programmée ou apoptose

3.1.1. Définition

La mort cellulaire programmée, ou apoptose, est un processus actif permettant a une
cellule de déclencher son autodestruction de maniere contrélée, suivant une séquence
d’événements cellulaires bien précis en réponse a divers stimuli. Cette mort cellulaire
programmée est physiologique et a lieu de maniere tres importante lors du développement
embryonnaire, notamment pour la « sculpture » des membres (Kerr 1972). A 1’age adulte,
I’homéostasie tissulaire est permise grace a un équilibre entre apoptose et mitose des cellules.

Chaque jour, entre 50 et 70 milliards de cellules sont éliminées par apoptose.

L’apoptose s’oppose a la nécrose, qui est un processus dégénératif passif, non contrdlé et

toxique pour I’organisme, en réponse a diverses causes (venin, ischémie, infection...).
3.1.2. Caractéristiques de 1’apoptose

L’apoptose est un processus faisant appel a un enchainement de phénomeénes complexes

touchant les différents compartiments cellulaires.

Tout d’abord, la chromatine se condense, puis I’ADN est fragmenté entre les nucléosomes,
soit tous les 180 paires de bases environ, par des endonucléases, comme la « Caspase-

Activated DNAse » (CAD) (pour revue Aleksandrushkina 2012). Des protéases vont

dégrader les protéines du cytosquelette. La réorganisation du cytosquelette provoque une
condensation de la cellule. Ensuite, le noyau se fragmente, entouré d’une double membrane.
Des corps apoptotiques contenant les organelles cytoplasmiques intactes et les fragments
nucléaires sont relargués. Ces éléments présentent une redistribution vers leur surface externe
des phosphatidyl-sérines (PS) qui vont étre reconnus par les cellules immunitaires (pour revue
Wu 2006). Ainsi, ces corps apoptotiques vont étre phagocytés, sans avoir de conséquence sur

les cellules environnantes.
3.1.3. Role des caspases

Divers stimuli intra ou extracellulaires déclenchent 1’activation régulée de caspases
(cysteine-dependent aspartate-specific protease). Les caspases sont des protéases, exprimées

sous forme inactive par la présence d’un « pro-domaine ». Les protéases inactives sont
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appelées pro-caspases. Les mécanismes post-traductionnels d’activation des pro-caspases sont
multiples. Une premiere étape est la dimérisation des pro-caspases initiatrices suite a la
fixation de protéines adaptatrices au niveau de leur pro-domaine (complexe DISC,
apoptosome, inflammasome). Les pro-caspases effectrices sont quant a elles clivées entre leur
deux sous-unités les composants). Une seconde étape consiste ensuite a une maturation
(clivage du pro-domaine ou entre les deux sous-unités), entrainant 1’activation de leur site
catalytique (pour revue Pop 2009). Les caspases activées vont pouvoir cliver les pro-caspases
effectrices et initiatrices. Cette boucle d’activation en cascade permet une amplification du

signal apoptotique initial.

Une classification divise les caspases selon leur fonction. On distingue les caspases
initiatrices (caspases 8, 9, 10) des caspases effectrices (caspases 3, 6, 7). Dans le premier
groupe, la caspase 9 transmet des signaux apoptotiques intracellulaires, tandis que les
caspases 8 et 10 transduisent des signaux de morts extracellulaires. D’autres caspases
interviennent dans différentes signalisations, comme les caspases 1, 4 et 5 dans
I’inflammation, la caspase 2 et 12 dans 1’activation de 1’apoptose en réponse a un stress du
réticulum endoplasmique. La caspase 14 est non-apoptotique et intervient dans la

différenciation des kératinocytes (pour revue Pop 2009, Szegezdi 20006).

Les caspases clivent leurs substrats aprés un résidu aspartate situé dans une poche

comportant des acides aminés spécifiques (Howard 1991). La conformation de ce site
conditionne 1’affinité de ces substrats pour les caspases. Des études protéomiques in vitro
révelent que ces enzymes clivent environ 400 protéines cellulaires (pour revue Pop 2009).
Sans pouvoir étre exhaustif, ces enzymes clivent de maniere irréversible de nombreux

substrats :

» Les pro-caspases

» Des protéines du cytosquelette

» Des protéines régulant I’apoptose (Smac/DIABLO et HtrA2/Omi inhibiteurs des IAP,
les membres de la famille Bcl2) (Adrain 2001, Van Loo 2002).

» Des enzymes de réparation de ’ADN

» Des inhibiteurs d’endonucléases (comme « I’inhibitor of caspases-activated DNAse »
(ICAD) libérant ainsi CAD, qui va se transloquer dans le noyau pour fragmenter
I’ADN (pour revue Elmore 2007).

» des kinases induisant notamment 1’activation de la voie JNK et a I’inverse inhibant la

voie de survie ERK (Deak 1998, Cardone 1997).
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3.1.4. Les protéines inhibitrices de I’apoptose (IAP)

Lorsque D’intensité¢ du signal apoptotique est faible ou ne durant qu’un court moment,
différentes actions ciblant les caspases permettent a la cellule de ne pas rentrer en apoptose.
L’action des caspases peut étre inhibée, soit par dégradation de ces enzymes par le
protéasome, soit en inactivant leur activité. A ce jour, chez ’'Homme, 8 IAP ont été identifiés.
Chacune d’elles présentent entre une et trois copies du domaine « Baculoviral IAP Repeat »
(BIR) formant un motif structural en doigt de zinc et permettant de maintenir a I’état inactif
I’IAP (pour revue Fulda 2012). Excepté la survivine, les IAP possedent un domaine RING
fonctionnant comme une E3 ligase. Les « X-chromosome-linked IAP » (XIAP) et les
«cellular IAP » (cIAP) possedent en plus un domaine « UBiquitin-Associated domain »
(UBA). Ce motif permet le recrutement d’ubiquitines, ciblant I’'TAP activée liée a une caspase
au protéasome. Enfin, les cIAP posseédent un domaine « CAspase-Recruitment Domain »

(CARD), permettant d’interagir avec certaines caspases possédant ce motif [Figure 20].

Seule la XIAP est identifiée comme interagissant directement avec les caspases 3, 7 par ses
domaines BIR1 et BIR2, et avec 9 grace a son motif BIR3 (pour revue Fulda 2012). Les
autres IAP ne semblent pas impliquées directement dans 1’inhibition des caspases (Eckelman
2006). Cependant, ces enzymes inhiberaient I’activité des inhibiteurs d’IAP comme Smac, et

inhiberaient le clivage de la caspase 8 (pour revue Fulda 2012).
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Fig 20. Représentation de la structure des différentes IAP. BIR = baculoviral IAP repeat,
UBA = ubiquitin-associated domain, RING = Really Interesting New Gene. CARD =

CAspase-Recruitment Domain (pour revue Altieri 2010).

Dans les cellules de mammiferes deux voies de signalisation ont été bien caractérisées : la
voie extrinséque et la voie intrinséque. La voie extrinséque est déclenchée a 1’extérieur de la
cellule lorsque les conditions extracellulaires dictent que la cellule doit mourir. A I’inverse, la

voie intrinseque se déclenche lorsqu’un dommage se produit a I’intérieur de la cellule.
3.1.5. La voie intrinseque

L’initiation du programme de mort cellulaire peut se produire a partir de I’intérieur de la
cellule, en réponse a un stress tel que I’hypoxie, une carence en facteurs de survie, ou encore
un dommage a I’ADN. La voie intrinséque est également appelée voie mitochondriale. En
effet, cette voie repose sur la formation de pores dans la membrane externe des mitochondries
conduisant a libération dans le cytosol de facteurs mitochondriaux localisés normalement dans
I’espace inter-membranaire qui vont alors activer une cascade de caspases. Le principal
facteur mitochondrial libéré est le cytochrome c. Le cytochrome c, ainsi libéré dans le cytosol,
forme un complexe multimérique en se liant a la protéine APAF-1 (Apoptotic Protease

Activating Factor 1), et a la pro-caspase initiatrice 9. Le complexe ainsi formé porte le nom
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d’apoptosome. Il permet le clivage et donc ’activation de la pro-caspase 9 [Figure 21] (Kim
2005). L’activation de cette caspase 9 initiatrice (a I’instar de la caspase 2, 8 et 10) conduit a

son tour au clivage et ainsi a I’activation des caspases effectrices 3, 6 et 7.
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Other pro-apoptotic signals
| Cell membrane |
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Fig 21. Schéma représentant le déclenchement de /’apoptose, par la voie intrinséque ou

extrinseéque (pour revue Ow 2008).

D’autre part, la perméabilisation de la membrane mitochondriale a des répercussions
physico-chimiques. En effet, la respiration mitochondriale s’arréte, du fait de la dissipation du
gradient électrochimique de protons (effondrement du potentiel transmembranaire

mitochondrial A¥y,) (Bernardi 1992) et du relargage du cytochrome c¢ (indispensable a la

respiration mitochondriale) dans le cytosol.
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La libération des facteurs mitochondriaux est controlée par une grande famille de protéines
appelée la famille Bcl-2. Les membres de cette famille contiennent des régions d’homologie
de séquence appelées Bcl-2 Homology (BH). On distingue trois sous-familles qui different
par le nombre de domaines BH et par leur capacité a stimuler (pro-) ou a inhiber 1’apoptose
(anti-). La balance entre ces différents membres de la famille Bcl-2 permet d’orienter le

devenir de la cellule, entre survie et apoptose.
3.1.5.1. Les membres pro-apoptotiques de la famille Bcl-2

On peut distinguer les modulateurs et les effecteurs de I’apoptose.

La premiere sous-famille représente les protéines pro-apoptotiques Bax, Bak et Bok,
constituées de plusieurs domaines BH (BH1 a BH3) et d’'un domaine transmembranaire
[Figure 21]. En réponse a un stimulus apoptotique, ces protéines se lient a la membrane
externe des mitochondries, et permettent la formation du pore de transition de perméabilité
mitochondriale (mPTP) (Borner 2003). La perméabilisation de la membrane mitochondriale

provoque la libération des facteurs mitochondriaux tels que le cytochrome c.

On distingue la sous-famille « BH3-only » qui regroupe les protéines ne possédant qu’un
seul domaine BH, le domaine BH3 [Figure 22]. Ces facteurs vont promouvoir [’apoptose en
se transloquant au niveau de la membrane externe mitochondriale suite a un signal
d’activation. Ils induisent I’activation des protéines Bax, Bak ou Bok, leur insertion a la
membrane externe mitochondriale et leur oligomérisation conduisant a la formation des mPTP
(Vela 2013). Ces facteurs BH3-only agissent donc comme messagers en transmettant les
signaux apoptotiques cytoplasmiques a la mitochondrie. Les membres de la famille BH3-only
se lient également aux membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 et les inhibent. (Ray

2000, pour revue Lomonosova 2008).
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Fig 22. Représentation de la structure des différents membres pro-apoptotiques
mitochondriaux de la famille Bcel-2. BH = Bcl2-Homology. TM = Domaine Trans-
Membranaire. A gauche, les membres BH3-only modulateurs de [’apoptose. A droite, les
membres pro-apoptotiques effecteurs (D apres Gavathiotis, Structural perspectives on Bcl-2

family of proteins, pp229-251, Springer).

Dans la famille BH3-only on distingue Bnip3 (Nip3) et Bnip3L (ou Nix). Ces facteurs
possedent un domaine transmembranaire trés similaire qui leur permet de se localiser au
niveau de la membrane externe mitochondriale suite a un stress, notamment un stress oxydant
(Kubli 2008). La partie C-terminale du domaine TM permet a ces protéines de
s’homodimériser ou de s’hétérodimériser avec des protéines pro-apoptotiques (Bax, Bak) ou
anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xl), induisant ainsi de maniere directe ou indirecte 1’ouverture

des mPTP (Boyd 1994, Chen 1999, Ray 2000, Kubli 2007, Kim 2002, pour revue

Chinnadurai 2008). Par ailleurs, les ROS ont ét€ montrés comme jouant un role essentiel dans

I’insertion de Bnip3 a la mitochondrie et dans 1’induction de I’apoptose (Zhang 2007, Kim

2011). En effet, les travaux de 1’équipe de Gustafsson indiquent que les ROS facilitent la
formation de ponts disulfures, et ainsi la dimérisation de Bnip3 (Lee 2015). La diminution des
ROS par I’emploi de N-acétyl-cystéine (NAC) prévient la dimérisation et 1’apoptose (Kubli
2008). De méme I’emploi de mutants Bnip3 incapables de se dimériser permet également

d’inhiber I’apoptose (Kubli 2008).
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3.1.5.2. Les membres anti-apoptotiques de la famille Bcl-2

Les membres anti-apoptotiques de cette sous-famille possedent trois ou quatre domaines
BH (BH1, a BH4) et un domaine transmembranaire (TM) [Figure 23]. Ces facteurs vont se
lier aux membres pro-apoptotiques (Bax, Bak...). Ainsi, les facteurs pro-apoptotiques
contenus dans la mitochondrie (comme le cytochrome ¢, Omi, Smac/Diablo...) ne sont pas

libérés dans le cytoplasme.
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Fig 23. Représentation de la structure des différents membres anti-apoptotiques
mitochondriaux de la famille Bcel-2. BH = Bcl2-Homology. TM = Domaine Trans-
Membranaire (D’apres Gavathiotis, Structural perspectives on Bcl-2 family of proteins,

pp229-251, Springer).
3.1.6. La voie extrinseque

La voie extrinseque est activée au niveau de récepteurs exprimés a la surface de la cellule,
appelés récepteurs de mort. Différents ligands ont la possibilité de déclencher la voie
extrinseque en se fixant sur leurs récepteurs de mort. Parmi les couples ligand/récepteur, on
retrouve selon le type cellulaire, le TNF-a,3/TNFR, le TNF-B/TNFR, Fas/FasL, TRAIL/DR4-
DRS5-DcR1,2 (Decoy receptors), TWEAK/TWEAKR?2-FN14) ou encore VEG1/DR3-DcR3
(pour revue Shakibaei 2005).

3.1.6.1. Meécanisme

La liaison du ligand a son récepteur entraine la trimérisation du récepteur et le recrutement
de protéines adaptatrices (FADD, TRADD) et de la pro-caspase initiatrice 8. Le complexe
DISC (Death Inducing Signaling Complex) ainsi formé [Figure 20], permet le clivage et
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I’auto-activation de la pro-caspase 8 qui va a son tour cliver et activer les pro-caspases
effectrices 3, 6, et 7, et également cliver Bid (facteur BH3-only) qui jouera son role pro-

apoptotique au niveau de la mitochondrie.
3.1.6.2. Fas, Fas-L dans la FPI et le SDRA

Lors de la dernicre phase du processus de réparation épithéliale physiologique, les
pneumocytes de type II hyperplasiques se transdifférencient en PI, ou entrent en apoptose

(Fine 1997, Fehrenbach 1999). Cette apoptose est médiée par le récepteur Fas, exprimé a la

surface des cellules épithéliales alvéolaires (pour revue Galani 2010, Matute-Bello 2001, Han

2012, Ma 2010a).

Cette voie Fas est impliquée dans la FPI et le SDRA. Ainsi, le récepteur Fas est surexprimé

dans les CEA de patients atteints de FPI (Kuwano 1999). Par ailleurs, le défaut de sécrétion

de prostaglandine E2 par les CEA de patients atteints de FPI entraine une augmentation de
leur apoptose via I’activation de Fas (Maher 2010). De méme des concentrations tres élevées
de Fas et FasL sont retrouvées dans I’cedéme pulmonaire des patients atteints de SDRA

(Albertine 2002).

3.1.7. Roéle potentiel de I’hypoxie

Dans différents types cellulaires, une implication des facteurs de transcription HIF-1a et

HIF-2a dans la mort cellulaire a ét€ mise en évidence via des mécanismes différents :

» HIF-1 est capable d’induire la transcription de facteurs pro-apoptotiques tels
que les protéines BH3-only Bnip3 (Bruick 2000, Guo 2001, Sowter 2001, Vande Velde
2000), Bnip3L (Sowter 2001, Krick 2005), Noxa (Kim 2004), qui, en se liant aux protéines

anti-apoptotiques Bcl-2/Bcl-x1 facilitent 1’hétérodimérisation de Bax avec Bak (Boyd 1994,

pour revue Lomonosova 2008). D’autre part, HIF-1a, peut induire la stabilisation de p53

(Carmeliet 1998, Chen 2003), qui induit I’expression de cibles pro-apoptotiques (Noxa, Puma,

Perp, Fas, Apaf-1, Bax, Bid...), et réprime I’expression de Bcl-2 (Schuler 2001, Green 2009,

pour revue Greijer 2004). Une autre cible de HIF-1 récemment découverte, la GTPase Rab20,
a également été montrée comme étant pro-apoptotique. Son rdle n’est pas encore bien défini,
mais elle pourrait intervenir dans le transport des protéines pro-apoptotiques a la membrane

mitochondriale (Hackenbeck 2011). Enfin, le TGF-B, molécule pro-fibrosante induite en
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hypoxie, participe a 1’apoptose induite par Fas-L dans les cellules bronchiolaires et alvéolaires

(Hagimoto 2002).

» HIF-2, stabilisé en réponse a une irradiation aux UV, induit I’expression de
protéines pro-apoptotiques telles que la caspase 7 et TRAIL et TRAIL receptor (DRS5) (et par
la suite la cascade d’activation qui met en jeu 1’activité JNK et p38 pour induire 1’apoptose)

(Turchi 2008, Mahajan 2008). L’expression de TRAIL et DRS est retrouvée, a I’instar de p53,

dans les cellules épithéliales alvéolaires de patients atteints de FPI (Akram 2014).

A I’inverse, HIF2-a pourrait exercer un role dans la survie cellulaire. En effet, ce facteur
inhibe ’expression de Bnip3 dans des cellules rénales ou hépatiques issues de carcinomes

(Raval 2005, Menrad 2010).

Des taux élevés d’especes réactives a 1’oxygene sont retrouvés chez les patients atteints de

pneumopathies interstitielles diffuses, ainsi que dans des modeles animaux (Kuwano 2003,

pour revue Kinnula 2008). En effet, I’hypoxie induit une accumulation de ROS dans les CEA

(Dada 2003, Zhou 2009). Ces radicaux libres vont réagir avec les composants cellulaires et

induire des dommages tels que 1’oxydation de I’ADN, la carbonylation des protéines ou la
peroxydation des lipides, qui sont autant de signaux susceptibles d’activer la voie intrinséque.
Par ailleurs, au niveau mitochondrial, les ROS facilitent 1’ouverture du mPTP, la libération du
cytochrome c et I’activation des caspases effectrices 3 et 7. En revanche, les ROS ne semblent

pas induire la voie extrinseque, la pro-caspase 8 restant inactive (Dumont 1999).
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3.2. La Transition Epith¢lio-Mésenchymateuse (TEM)
3.2.1. Caractéristiques

Les cellules épithéliales se caractérisent par leur capacité a former un épithélium jointif
grace aux nombreuses jonctions qu’elles forment entre elles (jonctions serrées, jonctions
adhérentes, desmosomes), permettant la mise en place d’une polarité apico-basale. Elles
reposent sur une membrane basale sur laquelle elles peuvent se déplacer mais de laquelle elles

ne peuvent normalement pas se détacher.

Les cellules mésenchymateuses, au contraire, n’ont pas de polarité apico-basale, ne
forment pas de jonctions serrées avec les cellules environnantes, et ne s’ancrent pas sur une
lame basale. Ces caractéristiques leurs permettent de migrer facilement, en répétant des

phases d’extension, d’adhésion, de rétraction et de translocation.

La transition épithélio-mésenchymateuse est un processus dynamique réversible, au cours
duquel les cellules perdent leurs caractéristiques €pithéliales, pour acquérir des propriétés
mésenchymateuses [Figure 24]. Ce processus inclut une perte des contacts intercellulaires,
une perte de la polarité apico-basale, un réarrangement du cytosquelette d’actine, un gain de

mobilité mais également une résistance a I’apoptose (Vega 2004, pour revue Kalluri 2009).

Phénotype épithélial Phénotype intermédiaire Phénotype mésenchymateux
« métastable » - 5
O, CTLRRIN] (NI R gl o a T
( o Al s R L
§ $ E ' 8 $ B e — Cellules
Cellules S— ‘ — mésenchymateuses
épithéliales ? o | -— o | 9 S S, —— S iosenchy
- — - —_— — S
E-cadhérine MUC1 N-cadhérine Snail
Cytokeratine D ine Vimentine Slug
Z0-1 géne |V Perte progressive des marqueurs Fibronectine ZEB1/2
Laminine-1 miR-20 épithéliaux au profit des marqueurs [}-caténine Twist
mésenchymateux Integrine o531 LEF-1
miR-10b a-SMA
miR-21

Fig 24. Schéma représentant la transition épithélio-mésenchymateuse. Les cellules
épithéliales adhérentes, possédant de nombreux marqueurs caractéristiques de leur
phénotype, les perdent progressivement au cours de la TEM, pour en acquérir d’autres,

caractéristiques des cellules mésenchymateuses (Adapté de Kalluri 2009).
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3.2.2. Les types de TEM

On distingue différents types de TEM [Figure 24]. La TEM de type 1 caractérise les
phénoménes  physiologiques de  morphogeneése, d’embryogeneése (implantation,
gastrulation...), a la formation des tissus. La TEM intervient notamment dans la migration de
cellules épithéliales au niveau des crétes neurales [Figure 25, a gauche]. Elle met en jeu des
voies de signalisations activées par les facteurs de transcription dont les membres de la

famille Wnt, BMPs, FGF (pour revue Zeisberg 2009). L’expression de molécules

d’adhérence, comme la N-cadhérine et la E-cadhérine, est inhibée, permettant ainsi aux
cellules mésenchymateuses « primitives » de migrer au niveau des crétes, et de reformer
ensuite par le phénomene inverse, (la TME ou transition mésenchymo-€pithéliale) un nouvel

épithélium « secondaire » (pour revue Kalluri 2009).

La TEM de type 2 est associée a un contexte de réparation apres lésion [Figure 25, au
milieu]. Ainsi, au cours du processus de cicatrisation de la peau, la ré-épithélialisation
épidermique passe par une mobilisation des kératinocytes, subissant une TEM afin de
s’activer et de migrer au site Iésionnel (pour revue Kalluri 2009). Cependant, lorsque cette
TEM n’est pas régulée correctement, elle peut conduire au développement de la fibrose. En
effet, certains signaux inflammatoires favorisent la TEM des cellules épithéliales. Ainsi dans
un modéle murin de fibrose rénale, il apparait qu'une partie des fibroblastes provient de
cellules épithéliales ayant subi un phénomene de TEM (Iwano 2002). De méme, une étude sur
la fibrose hépatique indique que pres de 45% des fibroblastes dériveraient d’hépatocytes ayant

subi une TEM (Zeisberg 2007).

La contribution de la TEM a la fibrogenése pulmonaire est controversée. D’un coté,
différentes études de tracage des CEA ont mis en évidence la contribution des CEA dans la

fibrogenese pulmonaire chez la souris par TEM (Kim 2006a, Kim 2009a, Tanjore 2009,

DeMaio 2012, Degryse 2010, Degryse 2011). Chez I’Homme, 1’étude de biopsies de poumons

provenant de patients atteints de FPI révele une co-localisation des marqueurs épithéliaux
(SP-B, SP-C, TTF-1) et mésenchymateux (comme la N-cadhérine, I’a-SMA, la vimentine)

(Kim 2006a, Willis 2005, Harada 2010). D’un autre c6té, certaines études remettent en cause

I’impact de la TEM dans la fibrogenese. Ainsi, les premieres études sur la TEM dans la

fibrogenese rénale et hépatique ont été remises en question (Humphreys 2010, Taura 2010).

Les tracages cellulaires montrent le recrutement et la différenciation de cellules

périvasculaires (les péricytes) en myofibroblastes, mettant en défaut la TEM des cellules
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épithéliales dans ces organes. Dans un modele murin de fibrose pulmonaire induite par la
bléomycine, une étude récente de tracage est en contradiction avec les études précédentes
(Rock 2011). Utilisant des techniques d’analyses différentes, Rock et son équipe montrent
qu’en condition bléomycine, les CEA n’expriment pas de marqueurs mésenchymateux (o-
SMA, vimentine), a I’instar d’autres cellules épithéliales bronchiolaires et de péricytes.

La TEM de type 3, est quant a elle impliquée dans la formation de métastases [Figure 25, a
droite]. La prolifération dérégulée des cellules épithéliales, associée a une angiogenese
anormale, sont les conditions permettant la dissémination des cellules tumorales vers d’autres
tissus. La TEM est connue pour étre impliquée dans la progression de différents cancers en
participant a D’apparition de métastases (pour revue Thiery 2002). L’augmentation des

marqueurs de TEM est corrélée a un pronostique sombre chez des patients atteints

d’adénocarcinome pulmonaire (Shi 2013).

Il est a noter que le phénomene de TEM est réversible. Les cellules tumorales circulantes,
vont pouvoir coloniser d’autres tissus en effectuant le processus inverse, appelé MET
(Transition Mésenchymo-Epithéliale), reformant ainsi ailleurs dans 1’organisme un carcinome

(pour revue Kalluri 2009).
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Fig 25. Schéma représentant les différents types de TEM. A gauche : TEM de type 1 lors
de I’embryogenese physiologique. Au milieu : TEM de type 2, déclenchant ici une fibrose
suite a la transition subit de maniere dérégulée par les cellules épithéliales. A droite la TEM

de type 3, menant a la progression tumorale (D aprés Aclogue 2009).

3.2.3. Les mécanismes de la TEM

3.2.3.1. Inducteurs de la TEM

La TEM peut étre déclenchée par de nombreux facteurs notamment le TGF-B, les FGF
(dont le HGF), le TNF-q, les molécules Wnt, mais aussi I’hypoxie ou les ROS [Figure 26].
Les voies de signalisations déclenchées par ces facteurs convergent vers l’activation du
facteur de transcription NF- kB qui stimule I’expression de facteurs de transcription induisant

I’EMT : Snail, Twist, et Zeb.
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Fig 26. Schéma des principales voies conduisant a [Dactivation de facteurs de

transcriptions impliqués dans la TEM. (Nieto 2011).

Parmi ces facteurs, le TGF-f est considéré comme le facteur clé induisant la TEM. Son
expression est ubiquitaire. On distingue 3 isoformes du TGF-  (TGF-B-1, 2 et 3), codées par
2 genes. Ces différents isoformes sont impliquées dans I’embryogenése, mais aussi dans la
réparation tissulaire, 'immunité et la tumorigenese. Le TGF-B1 est considéré comme le
facteur clé induisant la TEM dans différents types de cellules épithéliales, participant a de

nombreuses fibroses, dont les fibroses rénale et hépatique (pour revue Border 1994).

Le TGF- B1 est également impliqué dans I’initiation et le développement de la fibrose
pulmonaire (Anscher 1993, Coker 1997, Coker 2001, Zhao 2002, Bonniaud 2005b). Son rdle
est multiple. Le TGF-B induit I’apoptose des CEA, la TEM et la migration des CEA, la

synthese de collageéne, la prolifération et la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes

(Zhang 1994, Hagimoto 2002, Kasai 2005, Willis 2005, Kim 2006a, Yu 2008). Les

myofibroblastes, sécretent de grandes quantités de TGF-f qui les protégent de 1’apoptose
induite par IL-1B, cytokine sécrétée par les macrophages et les monocytes et contribuant a la

régulation de la prolifération des fibroblastes (Zhang 1995, Zhang 1999). Cette résistance a

I’apoptose passe notamment par le maintien de I’expression de Bcl-2 (Zhang 1999).
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La majorité du TGF-B est présent dans le milieu extracellulaire sous une forme latente,
inactive, associée aux protéines LAP (Latency-Associated Peptide) et LTBP (Latent TGF

Binding Protein). Le TGF-P devient actif par protéolyse, et est stabilisé par les intégrines

membranaires comme o6 exprimées par les cellules épithéliales (Munger 1999, Kim 2006a).

Le TGF-p est susceptible d’induire la génération de ROS en induisant une augmentation de
I’activité de la NADPH oxidase Nox4 dans les cellules endothéliales (Hu 2005). Cette
enzyme est impliquée dans le développement de la fibrose pulmonaire dans un modele murin
de fibrose a la bléomycine, et induit également des ROS dans les CEA en réponse au TGF-f3
in vitro (Carnesecchi 2011, Felton 2009). D’autre part, le TGF-f inhibe la y-glutamylcysteine

synthase, enzyme permettant la synthese de glutathion (Arsalane 1997). Par voie de

conséquence, le pool de GSH est réduit en présence de TGF-p, facilitant I’accumulation des
ROS (Felton 2009). La génération de ROS en elle-méme semble cependant insuffisante pour
induire la TEM dans les CEA (Felton 2009). L’H>02 n’a in vitro pas d’effet sur le phénotype
épithélial des CEA. En revanche, I’augmentation des ROS intracellulaires provoquée par le
TGF-B induit la phosphorylation de Smad3, qui participe a la signalisation aboutissant a la
TEM (Felton 2009). Pour Zhou et son équipe, les ROS induits par 1’hypoxie permettent

d’activer le TGF-p se trouvant sous forme latente dans le milieu extracellulaire (Zhou 2009).
3.2.3.2. Répresseurs de la TEM

De fagon contradictoire, le HGF a également ét€ montré comme répresseur de la TEM
dans un modele de fibrose rénale chronique. Dans ce contexte, le HGF induit SnoN, un
répresseur des Smad (intervenant dans la signalisation du TGF-f), et inhibe 1’expression du

TGEF-B par les cellules épithéliales (voir point suivant) (Mizuno 1998, Yang 2005). Le HGF

montre également des propriétés anti-TEM et anti-fibrosantes dans des modeles
expérimentaux de fibrose pulmonaire, hépatique, cardiaque ou cutanée (pour revue Crestani

2012).

Les facteurs BMP (Bone Morphogenic Proteins) semblent également inhiber la TEM. Ces
protéines de la famille des TGF-p, interviennent dans de nombreux mécanismes au cours du
développement embryonnaire (pour revue Wang 2014) et participent a 1’age adulte, a
I’homéostasie tissulaire dans tout [’organisme (systéme pulmonaire, cardiovasculaire,
neurologique...) (pour revue Wang 2014). Les BMP agissent comme antagonistes de la voie

des Smad activée par le TGF-B (voir point suivant). L’expression des BMP pourrait protéger
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contre la fibrose rénale, en inhibant I’effet du TGF-3 (Zeisberg 2003). Ainsi, BMP-7 inhibe la

TEM via I’induction de I’expression d’Id2, facteur réprimant 1’activité transcriptionnelle de
TWIST, ainsi que I’expression du marqueur mésenchymateux a-SMA (I’actine du muscle

lisse o) (Yang 2015a, Izumi 2006). De maniere intéressante, on retrouve des taux de BMP-7

inférieurs a la normale chez des patients atteints de FPI (Gu 2014). De plus, les BMP
induisent le processus inverse, la TME ou transition mésenchymo-épithéliale (Zeisberg 2003,

Valcourt 2005, Zeisberg 2005).

La N-acétyl-cystéine est le précurseur du glutathion, un puissant antioxydant. La NAC
permet la restauration d’un pool intracellulaire de glutathion réduit (GSH), qui est diminué

lors de stress oxydatif (Grinberg 2005, Felton 2009). La NAC semble inhiber la cascade de

signalisation induite par le TGF-B en agissant en particulier sur la phosphorylation de Smad3

(Felton 2009).

L’oxyde nitrique ou monoxyde d’azote (NO) est un gaz intervenant dans la formation des
alvéoles, le développement pulmonaire, et dans bien d’autres fonctions (relaxation
musculaire, neurotransmetteur, dilatation vasculaire) (pour revue Kubes 1995). 11 s’agit d’un
messager chimique paracrine. Le NO est synthétisé a partir de L-arginine par une enzyme, la
«NO synthase » (NOS), exprimée sous 3 formes: la forme neuronale nNOS, la forme
endothéliale eNOS, et une forme inductible iNOS. Dans un modele de fibrose a la
bléomycine, le NO prévient le développement de la fibrose, en induisant 1’apoptose des

myofibroblastes (Chung 2003, Zhang 1999). D’autre part, in vitro, le NO prévient la TEM des

CEA (Vyas 2007). L’étude montre que le TGF-f inhibe fortement I’expression et 1’activité
d’eNOS, responsable a 67% de la synthése de NO dans les CEA. L’instillation exogéne de
NO permet de prévenir la perte du phénotype épithélial des CEA en présence de TGF-f.

3.2.3.3. Voies de signalisation

3.2.3.3.1. Transduction du signal

Parmi les différentes voies de signalisation engagées dans les processus de TEM a 1’age
adulte, le TGF-$ constitue la voie dominante. Lorsque le TGF-f se fixe a son récepteur
transmembranaire serine/thréonine kinase de type II, celui-ci est phosphorylé et s’oligomérise
avec le récepteur de type I pour former un tétramere. La transduction du signal passe par la
phosphorylation des R-Smad (Receptor-activated Smad 2 et 3), conduisant a leur association

avec Smad4, une « Co-Smad » (Common-partner Smad). Ce complexe multimérique (R-
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Smad/Co-Smad/Smad4) est ensuite transloqué dans le noyau (Bonniaud 2004, pour revue

Eickelberg 2001). A noter I’existence de facteurs inhibiteurs de la transduction du signal,

comme les Smad inhibitrices (les I-Smad). Ainsi Smad 6 se fixe a Smad 4 et inhibe son
activité, tandis que la Smad 7 se fixe au récepteur de type I et induit la dégradation du

multimere par le protéasome et les lysosomes apres ubiquitination par Smurf2 (Kavsak 2000).

Les éléments de réponse au TGF-B comprennent non seulement la cascade des Smad, mais
également les voies PI3K-AKT, ERK MAPK, p38 MAPK et JNK (pour revue Lamouille
2014).

Le complexe des Smad dans le noyau va alors activer la transcription de genes cibles, dont
les facteurs de transcription SNAI et des protéines pro-fibrosantes comme le CTGF, I’a-SMA,

le collagene de type I, la fibronectine et le PAI-1 (plasminogen activator inhibitor -1).

Par ailleurs, des genes codant des miRNA sont modulés par le TGF-f. Ces ARN non
codants se lient de maniere spécifique a certains ARNm de maniere spécifique, inhibant leur
traduction ou entrainant leur dégradation. Certains sont impliqués dans la dégradation de
facteurs de transcription pro-TEM (comme SNAIL et ZEB par les miR-29 ou ceux de la
famille des miR-200) (Ru 2012). Lors de I’induction de la TEM, ces miRNA sont réprimés
afin de faciliter la progression de la TEM (Liu 2013, Bracken 2008). D’autres miR sont

impliqués dans 1’induction du phénotype mésenchymateux, induisant la rupture des jonctions
cellulaires et le remodelage du cytosquelette (formation de lamellipode, filopodes,

réorganisation du réseau d’actine) (Ma 2010b, Papadimitriou 2012).

3.2.3.3.2. Les facteurs de transcription de la TEM

Les différentes voies de signalisations ayant pour fonction d’induire la TEM aboutissent a
I’expression d’une vingtaine de facteurs de transcription, dont les principaux sont détaillés ci-

dessous :

» Les facteurs de transcription de la famille SNAI: SNAIlI (SNAIL) et SNAI2 (ou
SLUG). Ces protéines présentent des motifs en doigt de zinc. Les membres SNAI
induisent la TEM des I’embryogenese lors de la mise en place du mésoderme et des
crétes neurales, mais également dans I’organogenése (pour revue Nieto 2002) en
stimulant ou en réprimant I’expression de nombreuses cibles [Figure 26]. Ainsi, les
SNAI répriment ’expression de marqueurs épithéliaux comme 1’E-cadhérine ou la
desmoplakine, intervenant dans la formation des jonctions cellulaires (Cano 2000).

Les SNAI répriment également la transcription de Crumbs3 et Lgl2, impliqués dans la
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polarité cellulaire (Aigner 2007, Spaderna 2008). D’un autre coté, les SNAI activent

I’expression de genes codant des marqueurs mésenchymateux, tel que la fibronectine
ou la vimentine (Cano 2000). De plus, SNAIL induit I’expression de SLUG, TWIST1
et ZEB1 et ZEB2 (pour revue Heldin 2012).

TWIST]1 est un facteur de transcription a motif bHLH. TWIST1 réprime I’expression
des marqueurs épithéliaux au profit de I’expression de marqueurs mésenchymateux,
dont certains sont aussi des cibles de SNAIL [Figure 27]. De plus, TWIST1 induit
I’expression de SNAIL (Smit 2009). Ainsi ces deux facteurs s’ induisent mutuellement.
L’activation de TWIST1 est également possible grace a Smad3 qui réprime
I’expression de 1’inhibiteur de TWISTI1 Id1 (Inhibitor of Differenciation) dans des
cellules épithéliales bronchiolaires (Kang 2003). De maniere intéressante, TWIST1 est
exprimé dans les foci fibroblastiques de patients atteints de FPI, cependant, le
marquage de TWIST1 dans les CEA est sujet a discussion (Pozharskaya 2009, Lomas
2012).

Les facteurs de transcription a doigts de zinc, ZEB1 et ZEB2. Ils possedent un
domaine SID (Smad Interacting Domain), permettant d’interagir avec les R-Smad
dans les voies de signalisations TGF-f et BMP. De nombreuses séquences, dont le

SID, different entre les deux membres (pour revue Sanchez-Tillo 2011). Leurs rdles

peuvent ainsi €tre opposés, cependant ces 2 facteurs de transcription répriment
I’expression de marqueurs épithéliaux (E-cadhérine, ZO-1...) et induisent I’expression

de marqueurs mésenchymateux [Figure 27] (Postigo 2003, Comijn 2001).
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Fig 27. Schéma représentant le role et la régulation des facteurs de transcription

intervenant dans la TEM. (pour revue Lamouille 2014).

3.2.4. La TEM dans les maladies pulmonaires

3.2.4.1.

La FPI

L’accumulation de fibroblastes et de myofibroblastes est un phénomene majeur dans le

développement de la FPI. L’origine des myofibroblastes est multiple ; ces cellules pourraient

1) dériver de la prolifération et ’activation des fibroblastes résidants dans le tissu pulmonaire,

ii) provenir du recrutement de fibrocytes circulants, iii) ou étre le résultat de la TEM des

cellules épithéliales alvéolaires (Andersson-Sjoland 2008, pour revue Kendall 2014).

Dans un modele de fibrose induite par la bléomycine, I’expression de TGF-B est

augmentée dans les myofibroblastes, les fibroblastes, et les éosinophiles, plus particulierement

dans les zones fibrotiques (Zhang 1995). Son effet pro-fibrosant a également été¢ démontré

(Degryse 2011). L’activation de la TEM dans la fibrose pourrait étre liée a une boucle

d’activation autocrine de TGF-$ (Bonniaud 2005b).
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L’expression de miR-200a et miR-200c est réduite chez les patients atteints de FPI, comme
dans des cultures de CEA exposés au TGF- (Yang 2012). Les membres de la famille des
miR-200 limitent la fibrose dans un modele bléomycine murin (Yang 2012). Ces miR
inhibent la TEM des CEA induite par le TGF-B en modulant I’expression de ZEB. De plus, la
transfection de miR-200 dans des fibroblastes issus de patients FPI induit une diminution de

leur caractere fibrosant (diminution d’expression d’a-SMA, de fibronectine).

Egalement, ’expression de miR-29, miR-30, miR-326 et de Let-7d, facteurs démontrés
comme étant anti-fibrosant et/ou anti-TEM, est diminuée, tandis que 1’expression de miR-21,

miR-155 est augmentée chez les patients atteints de FPI (pour revue Pandit 2011).

La voie Wnt (non détaillée ici) impliquée dans la TEM au cours de I’embryogenése,
participe aussi au développement de la fibrose, comme en témoigne la surexpression de la
voie Wnt dans les poumons de patients atteints de FPI (Chilosi 2003). Cette surexpression est
associée a la diminution de miR (miR-375 et miR-487b) modulant I’association de Wnt a son
récepteur, et a une augmentation de miR-154 ciblant des inhibiteurs de Wnt. Ces modulations

de miR entrainent une activation de la voie Wnt (Wang 2013, Milosevic 2012).

3.24.2. Le SDRA

Le phénoméne de TEM au cours du SDRA n’a pas été clairement documenté. Cependant,
on peut noter que parmi les nombreuses cytokines inflammatoires retrouvées dans les lavages
broncho-alvéolaires de patients atteints de SDRA, le TGF- est présent de maniere précoce

(Synenki 2007). Dans des cultures in vitro et dans des modeles animaux de SDRA,

I’inhibition du TGF-p permet une diminution de 1’cedéme en restaurant la clairance alvéolaire,
permet de réduire I’inflammation, le dépot de collagéne, module la prolifération fibroblastique

et la différenciation myofibroblastique (Synenki 2007, Nishioka 2004, Pittet 2001).

3.2.5. Rodle potentiel de I’hypoxie

In vitro, I’hypoxie séveére ou modérée semble induire la TEM des CEA, au moins dans des
lignées de CEA (Zhou 2009). Le facteur HIF induit I’expression du TGF-B, qui est activé
dans le milieu extracellulaire par les ROS (Jiang 2007, Zhou 2009, Pociask 2004).

De plus, le facteur de transcription pro-TEM TWIST1 est une cible de HIF1-a et de HIF2-
o (Yang 2008a, Liu 2014).
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Enfin, plusieurs études sur des cellules épithéliales non pulmonaires (hépatocytes, cellules
rénales) ont montré 1’induction d’une TEM en hypoxie via le TGF-B et HIF-1a (Higgins
2007, Copple 2010, Manotham 2004).
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4. Les cellules souches mésenchymateuses

L’administration de cellules souches mésenchymateuses exogeénes a montré des effets
bénéfiques anti-inflammatoires et anti-fibrosants dans de nombreux modeles animaux
d’agression alvéolaire, suggérant 1’intérét potentiel de ces cellules en thérapie cellulaire chez

les patients.

Le corps humain est constitué¢ de plus de 200 types cellulaires différents (Gartner 2001).
Chaque type cellulaire possede des structures et des fonctions diverses, leur permettant
d’exercer un role physiologique particulier. Leurs caractéristiques uniques sont permises
grace a la différenciation cellulaire, processus au cours duquel une cellule non spécialisée va
exprimer ou réprimer de nombreux genes, engageant ladite cellule dans une voie de

spécialisation.

Les cellules non spécialisées, appelées cellules souches, sont des cellules ayant la capacité
de se diviser a I’identique (capacité d’auto-renouvellement) et de s’engager dans différentes
voies de spécialisation. Ces cellules souches sont primordiales a la vie, des le 1 stade
embryonnaire jusqu’au renouvellement quotidien des cellules de ’organisme adulte. Selon
leur degré de plasticité, on définira les cellules comme étant totipotentes, pluripotentes ou

multipotentes, et unipotentes.

4.1. Les cellules souches mésenchymateuses chez ’Homme

L’ceuf est une cellule totipotente contenant le programme qui permet a une cellule unique
de donner naissance a un individu constitué de centaines de types cellulaires différents
coexistant et se divisant dans l’organisme adulte. Assez rapidement au cours de la
segmentation les cellules vont perdre cette totipotence. En effet, au stade 16 cellules, seules
les cellules de la masse cellulaire interne conservent une grande plasticité, gardant la capacité
de former les 3 feuillets embryonnaires (ectoderme, mésoderme, endoderme). En revanche,
elles sont incapables de former des tissus extra-embryonnaires essentiels au bon déroulement
du développement de I’embryon. Ainsi, ces cellules sont dites pluripotentes. Cette réduction

de plasticité résulte de I’inactivation de certains genes par des phénomenes de méthylation de

I’ADN et de modifications des histones (pour revue Dang-Nguyen 2015).

Les cellules souches mésenchymateuses sont des cellules multipotentes dérivant du

mésoderme. A I’age adulte, on retrouve ces cellules souches mésenchymateuses (CSM)
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principalement dans la moelle osseuse (Ohgushi 1989), le tissu adipeux (Lin 2010), la gelée
de Wharton (le tissu conjonctif embryonnaire protégeant le cordon ombilical) (Hou 2009) ou
encore le sang de cordon ombilical (Gang 2004). 1l semble que des CSM puissent aussi étre

isolées a partir de tissus non mésodermiques tels que le poumon, le rein ou le foie.

4.2. Caractéristiques des cellules souches mésenchymateuses

Les CSM furent au départ définies sur la base de leur caractere prolifératif, leur capacité
d’adhérence au plastique et la possibilité de les faire s’engager in vitro dans différentes voies

de différenciation (Friedenstein 1966, Prockop 1997).

Cependant, le vrai terme qui devrait étre employé est « cellules stromales
mésenchymateuses multipotentes ». En effet, aucune preuve directe du caractere souche in
vivo n’a été établie, et de plus, toutes les cellules cultivées in vitro ne présentent pas ce
caractere. L’isolement de cellules capables d’auto-renouvellement, c’est-a-dire capables de se
diviser puis de maintenir une des deux cellules filles dans un état indifférencié, tandis que
I’autre cellule fille se divise ou se différencie, n’a jamais pu étre démontré de maniere

formelle.

Le terme de «cellules souches mésenchymateuses » doit étre réservé quant a lui aux
cellules répondant aux criteres stricts définissant leur caractere souche. Cependant, ces
cellules semblent tres rares, car comparée a d’autres cellules souches retrouvées dans d’autres
tissus adultes (peau, intestin, cellules souches hématopoiétiques), les cellules souches
mésenchymateuses ne possedent pas d’activité reverse-transcriptase de la télomérase, enzyme

permettant de protéger les cellules de la sénescence réplicative (Zimmermann 2003).

Cependant, que ce soit les cellules souches mésenchymateuses, ou les cellules stromales
mésenchymateuses multipotentes, les deux termes gardent ’acronyme CSM (ou MSC en

anglais).
4.2.1. Les marqueurs des CSM

En 2006, la société internationale pour la thérapie cellulaire (ISCT) a trois criteres afin de

définir le terme de « cellules stromales mésenchymateuses multipotentes » (Dominici 2006,

Horwitz 2005). D’une part, les cellules doivent adhérer au plastique en conditions de culture

classique. D’autre part, elles doivent exprimer des marqueurs mésenchymateux, comme les
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clusters de différenciation CD73 (SH3), CD90 (Thy-1) et CD105 (SH2), tandis qu’elles ne
doivent pas exprimer d’antigénes correspondant au lignage hématopoiétique, en particulier
CD45 (marqueur pan-leucocytaire), CD34 (marqueur des progéniteurs hématopoiétiques et
des cellules endothéliales), CD14 (marqueur monocytaire), CD19 (marqueur des lymphocytes
B), CD3 (marqueur des lymphocytes T). De plus, les CSM doivent exprimer les molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité de classe I mais non de classe II. Enfin, ces cellules
doivent étre capables de se différencier en ostéoblastes, chondroblastes et adipocytes en
fonction des conditions de culture. Les CSM utilisées au cours des expériences réalisées au

laboratoire EA2363 répondent précisément aux criteres définis par I’ISCT.
4.2.2. Capacité de différenciation

L’ISCT définit les CSM comme des cellules ayant la capacité de se différencier in vitro
apres stimuli en ostéocyte, chondrocyte, adipocyte [Figure 28]. Cependant, certaines

populations de CSM pourraient dériver de la créte neurale (Morikawa 2009). Aussi, selon

leur état souche, et selon leur origine, une population de CSM semble capable de se trans-
différencier in vitro sous I’influence de cocktails de facteurs de croissance en des cellules
d’autres lignages, comme en cellules ectodermiques (neurocytes) ou endodermiques
(hépatocytes, pancréatocytes) (pour revue Ullah 2015, pour revue Caplan 2001). La
transdifférenciation de CSM dans les lignées endodermiques et ectodermiques sont
controversées in vivo (pour revue Uccelli 2008). Aussi, de plus amples recherches semblent

nécessaire afin de mieux caractériser et définir ces potentielles sous-populations de CSM.
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g 28. Schéma représentant la différenciation des cellules souches multipotentes issues
de moélle osseuse.

Les cellules souches mésenchymateuses sont capables d’auto-

renouvellement et de différenciation, en cellules de la lignée mésenchymateuse (fleches en

trait plein). Il se pourrait également que ces CSM puissent se différencier en cellules des

lignées ectodermiques et endodermiques (fleches en pointillés) (Uccelli 2008)

4.2.3. Propriétés migratoires

Les CSM présentent des propriétés migratoires, capables de se mouvoir dans la circulation

comme a travers les tissus, et de se greffer dans différents organes

Ainsi, lors de 1ésions ou de changements physiologiques, des chimiokines permettent le

recrutement de CSM aux sites d’intérét. Suite a une inflammation, les CSM migrent d’une

manicre qui ressemble a celles des leucocytes qui roulent sur I’endothélium, en mettant en jeu
les sélectines et VCAM-1 (Riister 2006, pour revue Wu 2012)
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Les CSM expriment de nombreux récepteurs aux chimiokines (CXCR1->6, CX3CRI,
CCR1-2>10), bien que leur expression varie selon les études, ce qui peut étre expliqué par les
différences de conditions de culture et de provenance des CSM (Ringe 2007). Aussi, il a été
montré qu’apres un nombre important de passages (12 a 16), les CSM ne répondaient plus a la
stimulation de certaines chimiokines, suite a la perte de récepteurs tels CCR1, CCR7, CCR9,

CXCR4, CXCRS5, CXCR6 (Honczarenko 2006). Cette perte de réponse chimiotactique est

accompagnée par une diminution de 1’expression de certaines molécules d’adhérence (ICAM-
1, ICAM-2, VCAM-1, CD157), tandis que I’expression de marqueurs utilisés classiquement
pour la caractérisation des CSM reste maintenue (CD90, CD105).

Chez ’homme, des chimiokines comme I’IL-8 (également appelé CXCLS8) ou le MCP-1
(CCL-2) de chimiokines sont retrouvés dans des LBA ou le plasma de patients atteints de

SDRA (pour revue Wong 2004).
4.2.4. Propriétés sécrétoires

Les CSM présentent un sécrétome trés riche comportant notamment de nombreux facteurs
solubles tels que des facteurs de croissance (KGF, HGF, TGF-f...), des cytokines (en
majorité de I'IL-6 et de I’IL-8), des chimiokines (en majorit¢ CCL2). Elles sécretent
également des exosomes et microvésicules contenant du matériel génétique (ARN, miRNA)

(Park 2009, Kyukchiev 2014, Ratajczak 2006).

Les facteurs sécrétés interviennent dans de nombreux processus biologiques : interaction
avec la MEC, interaction entre cellules, migration cellulaire, modulation de la réponse

immunitaire, métabolisme... (Sze 2007).

Bien que ’analyse du sécrétome des CSM documente sur le potentiel de ces cellules, il est
a noter ’importance des stimuli extérieurs qui influent sur I’expression du génome et sur le
profil de sécrétion, notamment des cytokines anti-inflammatoires. De maniere intéressante, le
sécrétome des CSM, bien que non identique, est tres similaire entre différents donneurs (Park

2009).
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4.2.5. Propriétés immunomodulatrices

Outre leur capacité d’auto-renouvellement et de différenciation, les cellules souches

mésenchymateuses ont des propriétés immunomodulatrices [Figure 29].
4.2.5.1. Effets antiprolifératifs
Les CSM inhibent la prolifération des lymphocytes T acteurs de la réponse immunitaire

secondaire, que ce soit dans des cultures cellulaires autologues ou allogéniques (Tse 2003).

Cet effet anti-prolifératif passe par un arrét du cycle cellulaire en phase GO-G1, associé a
I’inhibition de ’expression de la cycline D2. (Glennie 2005). Cette inhibition touche les

lymphocytes T4, T8, les lymphocytes T naifs et les cellules T mémoires. (Krampera 2003).

L’inhibition de la prolifération des lymphocytes T passe par la sécrétion par les CSM de
facteurs solubles tels que le TGF-p, la prostaglandine E2 (PGE2), le HLA-G et I’indoléamine
2,3-dioxygénase (IDO), ce dernier dégradant le tryptophane en métabolite toxique (Terness

2002, Frumento 2002).

Les CSM inhibent également la prolifération des lymphocytes B et NK via des

mécanismes paracrines et juxtacrines (pour revue Uccelli 2006).

A Dinverse, les lymphocytes T régulateurs, qui modulent la prolifération des autres

populations de lymphocytes T, seraient induits par les CSM (Djouad 2003).

4.2.5.2. Effets anti-inflammatoires

Les capacités immunosuppressives des CSM reposent sur un dialogue avec les cellules du
systtme immunitaire. La sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les lymphocytes T
telles que I'IFN-y, le TNF-q, I’'IL1-a ou ’'IL1-B induit I’expression d’oxyde nitrique (iNOS)
et de nombreuses chimiokines par les CSM. Ces dernieres induisent la migration des
lymphocytes T a proximité des CSM, ou I’oxyde nitrique, instable et n’agissant qu’a un
niveau local, va inhiber la prolifération des lymphocytes T, diminuer leur sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires et augmenter la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires

comme I’IL-10, limitant ainsi la réaction immunitaire (Ren 2008, Beyth 2005).

De plus, les CSM exercent un role immunomodulateur auprés d’autres types

lymphocytaires. En effet, les lymphocytes B ont une activité, une mobilité et une production

d’anticorps réduites in vitro en présence de CSM (Corcione 2006, Bochev 2008).
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Les CSM modulent la différenciation des monocytes et la maturation des cellules

dendritiques, notamment par la sécrétion de PGE2 (Djouad 2007, pour revue Nauta 2007).

Le TGF-B et la PGE2 produit par les CSM réduisent la production de cytokines pro-
inflammatoires par les natural killer (NK) (Frumento 2002, pour revue Uccelli 2006, pour

revue Larghero 2009).

La sécrétion d’IL-6 par les CSM permet d’autre part de limiter I’apoptose des neutrophiles,

qui exercent un rdle important dans la lutte contre les infections bactériennes (Raffaghello

2008).
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Fig 29. Effets immunomodulateurs des CSM (pour revue Nauta 2007).
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4.3. Intérét thérapeutique des CSM dans les pathologies
respiratoires

4.3.1. Effet anti-inflammatoire et anti-bactérien

Dans de nombreux modeles murins de fibrose, les CSM isolées a partir de moelle osseuse
ou de cordon ombilical réduisent 1’expression de cytokines pro-inflammatoires (Moodley

2009, Ortiz 2003, Rojas 2005). Cet effet anti-inflammatoire explique en partie 1’effet

protecteur des CSM chez ces animaux [Figure 30].

Fig 30. Réduction de la fibrose dans un modele murin de fibrose induite par la
bléomycine. A. parenchyme pulmonaire contrdle, les alvéolaires sont aérées et bien
cloisonnées. B. 14 jours apres l'induction de la fibrose induite par la bléomycine, 55-60% du
parenchyme pulmonaire comporte des zones d’inflammation. C. L’administration de CSM
juste apres linstillation de bléomycine permet de limiter l'inflammation et de préserver — en

partie — [’architecture pulmonaire (échelle 20uM) (Ortiz 2003).

Par exemple, il a été mis en évidence 1’expression dans les poumons, 14 jours apres
exposition a la bléomycine, de cytokines pro-inflammatoires comme IFN-9, IL-2, IL-1, and
IL-4. La transplantation de CSM a permis de rétablir ’expression de ces cytokines a un
niveau basal (Rojas 2005). De ce fait, la réduction de cette phase inflammatoire pourrait

favoriser la réparation physiologique.

En présence de CSM, les taux de G-CSF et de GM-CSF, cytokines sécrétées par les
cellules endothéliales favorisant la mobilisation des cellules souches endogenes, sont

augmentées (Hirohata 2002, Rojas 2005). Les animaux malades ayant recu des CSM
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survivent apres 14 jours d’expérience (100% de survie vs 30%), bien qu’histologiquement, la

restauration d’un parenchyme fonctionnel n’est que partielle.

Dans un modele de SDRA induit par le LPS (LipoPolySaccharide) chez la souris, Gupta a
montré que I’administration de CSM diminue 1’expression de TNF-a et de MCP dans le
lavage alvéolaire mais augmente I’expression d’IL-10, cytokine anti-inflammatoire produite
par les macrophages (Gupta 2007). Li a également mis en évidence chez le rat un role anti-
inflammatoire du KGF (Li 2015). Enfin, dans ce méme modele, la surexpression de CXCR4
dans les CSM induit une augmentation de leur migration in vivo, une colonisation du tissu

plus importante, et permet de stopper le développement de I’inflammation (Yang 2015b).

Bien qu’ayant des effets immunosuppresseurs, les CSM ont également des propriétés anti-
bactériennes. En effet, les CSM exercent un rdle bénéfique dans les modeles de sepsis,
améliorant les fonctions vitales, réduisant le nombre de bactéries dans la circulation sanguine.
Cette clairance bactérienne pourrait s’expliquer par la sécrétion par les CSM d’IL-37 aux
actions anti-microbiennes, par l’activation et la reprogrammation de macrophages, qui
acquerraient des propriétés anti-inflammatoires et une activité phagocytaire accrue, et par la
résistance a 1’apoptose des neutrophiles induite par I’IL-6 (pour revue Lee 2011, Raffaghello

2008).

4.3.2. Effet anti-fibrosant et anti-remodelage pulmonaire

Dans différents modeles de fibrose induite chez la souris (par la bléomycine, les
radiations), les cellules souches mésenchymateuses ou embryonnaires permettent de prévenir
la progression de la fibrose, contribuent a la réparation de 1’épithélium alvéolaire, et limitent

le remaniement de I’architecture pulmonaire (Ortiz 2003, Rojas 2005, Moodley 2009).

Les CSM ont également été étudiées dans des modeles animaux de bronchopneumopathies
chronique obstructives (BPCO). L’administration de CSM, ou de milieu conditionné de CSM,
permet de limiter la dégradation de la MEC, de réduire la mort par apoptose, d’induire la
prolifération des petits vaisseaux sanguins dans un modele d’emphyséme induit par la

cigarette (Huh 2011).
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4.4. Mecanismes d’action des CSM
4.4.1. La greffe de cellules exogenes

Au début des années 2000, les premieres données suggéraient le fait que les CSM se
greffent au niveau de 1’épithélium alvéolaire apres 1ésions de maniere durable (Krause 2001,

Ortiz 2003, Rojas 2005). Avec I’utilisation de techniques plus poussées, il s’avére, apres

élimination des cellules mortes, des cellules autofluorescentes et des contaminations, que ce

taux soit au final treés faible (entre O et 5%) (Chang 2005, Kotton 2005, Chen 2009). Les

faibles taux de « prise de greffe » pourraient €tre expliqués par le nombre de passage effectués
des CSM avant instillation. Des études montrent que le taux de greffe de CSM est
significativement diminué lorsque 1’expansion des CSM a été réalisée en 5 passages, plutdt

que lors d’une expansion sans passage (pour revue Wu 2012).

Il est probable que le phénotype des cellules exogeénes détectées soit le résultat d’une
fusion avec les cellules résidentes, plutdt que d’une différenciation propre des CSM (pour

revue Wagers 2004, Spees 2003). De plus, les cellules pulmonaires proviennent de

I’endoderme, aussi il apparait peu probable que des CSM, d’origine mésodermique, puissent
s’engager dans la lignée endodermique. Les cellules détectées pourraient correspondre a des
cellules souches pluripotentes isolées en méme temps que les CSM, capables de s’engager
dans la lignée endodermique. Cependant, cette explication semble hypothéthique, au vu de la

rareté de ces cellules (Sarugaser 2009). De plus, par comparaison, suite a 1’administration de

CSH (CS hématopoiétiques) d’origine mésodermique, aucune cellule n’est retrouvée dans le
poumon apres 1ésion (Kotton 2005). Egalement, des CSM isolées a partir de créte neurale ne
se transdifférencient pas dans la moelle osseuse, suggérant une capacité limitée voire nulle

des CSM a se différencier dans un autre lignage (Takashima 2007).

4.4.2. Sécrétion de facteurs solubles

Les CSM ne résidant dans le poumon que pendant une breve période, il est admis que les
CSM agissent de maniere paracrine. En effet, plusieurs études montrent que le milieu
conditionné de CSM a le méme potentiel protecteur que les CSM elle-mémes (Huh 2011,

Chen 2015, pour revue Pawitan 2014).

En contact ou a proximité des cellules endommagées, les CSM peuvent induire la

prolifération des cellules locales, sécréter des facteurs de croissance et des composants du
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stroma qui pourraient favoriser la régénération, et induire le renouvellement de la matrice

extracellulaire, en limitant la production de collagene et de fibronectine (Banerjee 2012).

Les facteurs sécrétés par les CSM, en particulier le Keratinocyte Growth Factor (KGF), ont
été montrés comme permettant de restaurer la clairance du fluide alvéolaire dans un modele
ex vivo de poumon humain traité par le LPS, et de réduire la perméabilité épithéliale aux

protéines in vitro tout en augmentant le transport vectoriel de Na* (Lee 2009b, Goolaerts

2014). Le KGF présent dans le milieu conditionné des CSM augmente en effet 1’expression a
la membrane plasmique de la sous-unité o du canal sodique ENaC et donc son activité

(Goolaerts 2014).

De nombreux facteurs, tels le I’Hepatocyte Growth Factor (HGF) ou la prostaglandine E2
(PGE2) participent également a D’effet bénéfique des CSM, en protégeant les CEA de
I’apoptose, en induisant celle des myofibroblastes, en limitant la TEM induite par les agents
fibrosants, ou en diminuant I’accumulation de collagéne dans les poumons (Dohi 2000,

Mizuno 2005).

4.4.3. Sécrétion de microvésicules

Les CSM, a I’instar de nombreux types cellulaires, ont la capacité de sécréter dans le
milieu extracellulaire des microvésicules, ou exosomes. Il s’agit de particules membranaires
formées a partir d’endosomes et de granules de sécrétion puis libérées lors de leur fusion avec
la membrane plasmique. Ces particules mesurent de 30 nm a 1 pm de diametre (Ratajczak

2006).

L’analyse du protéome des microvésicules de CSM humaines révele pas moins de 730
protéines différentes, incluant de nombreuses protéines, telles que des enzymes anti-

oxydantes et des facteurs de croissance (Kim 2012, Bruno 2012, Deregibus 2007). Par

ailleurs, ces microvésicules contiennent également des lipides (dont la prostaglandine E2)

jouant un rdle dans la réponse immunitaire (Favaro 2014, Ylostalo 2012) mais aussi des

ARNm et micro-ARN (miRNA), permettant ainsi la transmission horizontale de matériel

génétique d’une cellule a une autre (Ratajczak 2006). De précédentes études ont mis en

évidence I'implication de ces miRNA dans D’effet protecteur des microvésicules dans des

modeles d’agressions rénales (Bruno 2009, Bruno 2012, Cantaluppi 2012).

Dans un mod¢le murin de SDRA induit par le LPS, I’administration de microvésicules
isolées de CSM humaines réduit I’cedéme pulmonaire et la réaction inflammatoire (Zhu
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2014). Cet effet est en partie expliqué par I’effet bénéfique du KGF contenu dans ces

microvésicules.

De nouvelles données appuient le fait que les microvésicules jouent un rdle
immunomodulateur dans les sécrétions paracrines des CSM (pour revue Ydaiez-Mo6 2015)

[Figure 31].

IMMUNE MODULATORY CAPACITIES
.. L . oL

Differentiation and maturation
of monocytes into DC

B o¥+

Fig 31. Effet immunomodulateur des microvésicules sécrétées par les CSM (Yiiiez-M6

2015).

H,0, production T and NK cytotoxicity Polarization and proliferation

De maniere intéressante, 1’hypoxie entraine une sécrétion plus importante de

microvésicules par les CSM qu’en condition normoxique in vitro. (Bi 2014).
4.4.4. Transfert de matériel par contact cellulaire

A D’instar des lymphocytes (Onfelt 2004), les CSM sont capables de former des contacts
cellulaires avec des cellules environnantes via des nanotubes. Ces extensions cytoplasmiques
formées par des microfilaments d’actine (F-actine) et de myosine sont des structures ultra
fines, de 50 a 200 nm de diameétre, pour une longueur pouvant aller jusqu’a plusieurs fois la
taille de la cellule. Ils permettent le passage de nombreux éléments cytoplasmiques, des

composants membranaires, des vésicules membranaires, des miRNA, des facteurs de
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croissance ou encore des mitochondries (Rustom 2004, Bruno 2009) [Figure 32]. Bien

qu’assez rares, des connexions entre nanotubes sont également possibles.

Fig 32. Formation de nanotubes entre des CSM et des cellules tubulaires rénales. Vue en
microscopie en contraste de phase (a gauche, échelle 20um) et en microscopie électronique a

balayage (a droite, échelle 3um) (Plotnikov 2010).

Le transfert de matériel peut se faire dans les 2 sens. Il a ét¢ montré que des CSM
pouvaient transférer du matériel cytoplasmique avec des cellules tubulaires rénales et vice
versa, ces dernieres induisant ainsi la différentiation des CSM en cellules rénales (Plotnikov

2010).

Le transfert de mitochondries permet a des cellules épithéliales alvéolaires humaines issues
d’adénocarcinome, des A549 déficientes en mitochondries (A549 p°), de restaurer une

respiration cellulaire (Spees 2000).

D’autre part, les CSM peuvent, a travers les jonctions communicantes, transférer du
matériel cytoplasmique d’une cellule a une autre (dont les mitochondries), notamment avec

les cellules épithéliales alvéolaires (Badri 2011, Islam 2012). L’établissement de jonctions

communicantes, mettant en jeu la connexine 43 (Cx43), est nécessaire au transfert de
mitochondries et a I’action bénéfique des CSM dans un modé¢le d’inflammation au LPS chez

la souris (Islam 2012).
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4.5. Utilisation des CSM en thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire regroupe les stratégies reposant sur [’utilisation de cellules
endogenes ou exogenes afin de lutter contre des pathologies diverses, en limitant leur

progression ou en régénérant un organe lésé.

L’utilisation de cellules souches adultes est intéressante, dans le sens ou elle permet de
contourner les problemes éthiques et immunologiques liés aux cellules souches

embryonnaires.

Les CSM, par leurs propriétés immunomodulatrices, anti-inflammatoires, cytoprotectrices
et régénératrices, constituent des thérapies innovantes dans le traitement de pathologies
associées a une hypoxie alvéolaire comme la FPI et le SDRA. Aussi, des essais cliniques de
phase I et II sont actuellement en cours aux Etats-Unis dans ces deux pathologies (ci-dessusci-

dessus).

Les bienfaits des CSM peuvent également étre apportés dans des traitements luttant contre
des pathologies perturbant la fonction respiratoire, tel 1’asthme, la mucoviscidose, la

bronchodysplasie, I’emphyséme (pour revue Garcia 2012).

4.6. Vigilance sur I'utilisation des CSM

Bien que les espoirs de nouvelles thérapies cellulaires utilisant les CSM soient réels,

certaines limites appellent a la nécessaire vigilance quant a leur utilisation chez ’Homme.

Le pool de CSM est hétérogene, et les fractions enrichies different selon les antigénes
détectés, et selon la source de CSM (pour revue Lv 2014). De plus, la culture in vitro de CSM
induit rapidement la perte de certains marqueurs caractéristiques (CD90, CD105) (Bonab
2006). La culture de CSM murines sur plusieurs mois induit la perte de leurs capacités de
différenciation, acquierent des anomalies génétiques et présentent des propriétés cancéreuses
(augmentation de I’expression de 1’oncogene c-myc, forte activité télomérase) (Miura 2006).
L’injection de ces cellules chez la souris peut conduire a des tumeurs, disséminées dans

I’organisme (Wang 2005, Tolar 2007). Ce résultat résulte probablement du fait que des

cellules anormales aient été isolées avec les CSM, ou que les CSM aient développé des

anomalies en culture, et représente un frein a leur utilisation chez I’homme.

114



Ainsi, pour une utilisation thérapeutique a grande échelle, il est nécessaire d’une part de
normaliser les conditions de culture in vitro, de maniere reproductible et sécurisée, tout en
continuant d’approfondir nos connaissances sur les mécanismes cellulaires et moléculaires

liées aux CSM.
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5.Hypothese et objectifs du travail de these

Le SDRA et la FPI sont deux pathologies graves du poumon profond fréquemment
associées a une hypoxie alvéolaire, pour lesquelles il n’existe pas encore de thérapeutique
réellement efficace. L’effet protecteur anti-inflammatoire et anti-fibrosant de I’administration
de CSM observé dans divers modeles murins d’agressions alvéolaires suggere que la thérapie
cellulaire utilisant des CSM pourrait représenter chez I’Homme une nouvelle approche
thérapeutique au cours du SDRA ou la FPI (pour revue Lee 2011, pour revue Alvarez 2015).
Il est indispensable dans cette optique de mieux comprendre les mécanismes par lesquels les
CSM exercent leurs effets protecteurs vis-a-vis du poumon agressé. Jusqu’a présent, le role
bénéfique des CSM dans les modeles murins a été principalement attribué a la sécrétion de

facteurs anti-inflammatoires et immunomodulateurs (Ortiz 2003, Rojas 2005, Moodley 2009,

Aslam 2009, Li 2015), mais les mécanismes impliqués ne sont pas encore completement

¢lucidés. En particulier, 1’effet potentiel des CSM sur les CEA, qui jouent pourtant un role clé

dans I’homéostasie tissulaire du poumon distal, n’a été que trés peu exploré.

Notre hypothese générale est que les CSM pourraient, en plus de leurs effets paracrines
anti-inflammatoires et immunomodulateurs, exercer un effet cytoprotecteur paracrine vis-a-

vis de CEA agressées.

L’objectif général de notre travail a donc été de mettre en évidence in vitro un éventuel
effet protecteur paracrine des CSM humaines vis-a-vis de CEA de rat en culture primaire
exposées a une contrainte hypoxique, et d’identifier les mécanismes cellulaires mis en jeu

dans cet effet protecteur.
Pour ce faire, nous avons utilisé deux modéles d’étude in vitro :

» Un mode¢le d’exposition prolongée des CEA a I’hypoxie en co-culture ou non avec
des CSM qui nous a permis d’étudier I’effet des CSM sur la transition épithélio-

mésenchymateuse des CEA induite par I’hypoxie (premiere étude)

» Un modele d’exposition plus courte des CEA a I’hypoxie en 1’absence ou en
présence de milieu conditionné de CSM permettant d’étudier le role des CSM sur

I’apoptose des CEA induite par I’hypoxie (seconde étude).
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6.Effet des CSM sur les altérations phénotypiques
induites par I’hypoxie chronique

6.1. Hypothese de travail et objectifs

La fibrose pulmonaire idiopathique, qui constitue la plus fréquente et la plus grave des
pneumopathies interstitielles diffuses chroniques, pose un véritable probleme thérapeutique,
malgré les nombreux essais thérapeutiques réalisés dans ce domaine. Récemment, deux
nouvelles molécules, la pirfénidone et le nintedanib, ont certes obtenu une autorisation de
mise sur le marché dans cette indication, mais les effets cliniques restent modérés avec

essentiellement un ralentissement du déclin fonctionnel (Noble 2011, Richeldi 2014). Les

thérapeutiques actuelles ont une action tres limitée dans le traitement des exacerbations aigués

et le ralentissement du développement de la maladie (pour revue Song 2011, Juarez 2015).

Les cellules souches mésenchymateuses humaines pourraient représenter dans ce contexte
une approche thérapeutique particulierement intéressante, notamment lors des phases
d’exacerbation aigués de la maladie qui présentent certaines analogies avec le SDRA. Un
effet antifibrosant des cellules souches mésenchymateuses a en effet été décrit dans différents
modeles animaux de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine ou les radiations ionisantes

(Ortiz 2003, Moodley 2009, Dong 2015). Les mécanismes impliqués dans cet effet anti-

fibrosant restent cependant mal compris.

Au cours de la fibrose, I’hypoxie alvéolaire induite par le remodelage pulmonaire et
particuliecrement marquée lors des phases d’exacerbation aigu€é pourrait contribuer a la
progression du processus fibrosant, comme cela a été décrit dans d’autres organes tels que la

peau, le rein ou le foie (Higgins 2007, Haase 2009, Zhou 2009). L’expression du facteur de

transcription HIF dans le poumon témoigne de cette hypoxie au cours des modeles murins de
fibrose induite a la bléomycine mais également au cours de la fibrose pulmonaire chez

I’homme (Tzouvelekis 2007, Weng 2014).

Les CEA jouent un role majeur dans 1’homéostasie cellulaire du poumon profond et leur
implication au cours des processus fibrosants est bien reconnue. Bien que sa contribution a la

fibrogénese pulmonaire soit débattue (pour revue Duffield 2013), la transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM) constitue un phénoméene qui implique directement les CEA, qui

perdent progressivement leurs caractéristiques épithéliales, pour acquérir un phénotype
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mésenchymateux, fibroblastique, voire myofibroblastique (pour revue Lamouille 2014).

Phénomene physiologique au cours du développement, la TEM est décrite au cours de
différents processus pathologiques comme la formation de métastases et I’invasion tumorale
mais aussi au cours de la fibrose de différents organes comme le rein, le foie ou la peau.
Parmi les facteurs favorisants la TEM, on compte notamment le TGF-f, principal facteur

profibrosant (Willis 2005) et trés vraisemblablement 1’hypoxie (Zhou 2009, Higgins 2007).

Dans cette premiere étude in vitro, nous avons émis I’hypothése que I’hypoxie chronique
pourrait induire un phénomeéne de TEM dans les CEA de rat en culture, et que la co-culture

avec des CSM humaines pourrait prévenir ce phénomene.
Les objectifs de cette étude ont été :

» de caractériser les modifications phénotypiques induites par 1’hypoxie prolongée

dans les CEA de rat en culture primaire

» d’¢évaluer I’effet des CSM humaines sur ces modifications phénotypiques dans un
modele de co-culture ainsi que les mécanismes cellulaires et moléculaires

impliqués.

Ces travaux ont été publiés a I’American journal of physiology (Am J Physiol Lung Cell
Mol Physiol. 2015 Dec 23:ajplung.00117.2015. doi: 10.1152/ajplung.00117.2015. [Epub

ahead of print]. PMID : 26702148).
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Abstract

Administration of bone marrow-derived human mesenchymal stem cells (hMSC)
reduces lung inflammation, fibrosis and mortality in animal models of lung injury, by a
mechanism not completely understood. We investigated whether hMSC would
prevent epithelial-mesenchymal transition (EMT) induced by hypoxia in primary rat
alveolar epithelial cell (AEC). In AEC cultured on semi-permeable filters, prolonged
hypoxic exposure (1.5% Oz for up to 12 days) induced phenotypic changes
consistent with EMT, i.e. a change in cell morphology, a decrease in transepithelial
resistance (Rt) and in the expression of epithelial markers (ZO-1, E-cadherin, AQP-
5, TTF-1) together with an increase in mesenchymal markers (vimentin, a-SMA).
Expression of transcription factors driving EMT such as SNAIL1, ZEB1 and TWIST1
increased after 2h, 24h and 48h of hypoxia, respectively. Hypoxia also induced
TGFB-1 mRNA expression and the secretion of active TGFB-1 in apical medium, and
the expression of CTGF, two inducers of EMT. Co-culture of AEC with hMSCs
partially prevented the decrease in Rie and in ZO-1, E-cadherin and TTF-1
expression, and the increase in vimentin expression induced by hypoxia. It also
abolished the increase in TGFB1 expression and in TGFB1-induced genes ZEB1,
TWIST1 and CTGF. Finally, incubation with rhKGF at a concentration similar to what
was measured in hMSC conditioned media restored the expression of TTF-1 and
prevented the increase in TWIST1, TGFB1 and CTGF in hypoxic AEC. Our results
indicate that hMSCs prevent hypoxia-induced alveolar EMT through the paracrine
modulation of EMT signalling pathways, and suggest that this effect is partly
mediated by KGF.

Key words: epithelial-mesenchymal transition, alveolar epithelial cells, hypoxia,

Transforming Growth Factor -1, Keratinocyte Growth Factor.
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Introduction

Recent studies have reported the beneficial effects of bone marrow-derived
multipotent mesenchymal stem (stromal) cell (MSC) in experimental models of acute
lung injury (ALI) and pulmonary fibrosis, suggesting the potential interest of MSCs in
future cell therapies in clinical lung diseases (2, 14, 25-27, 33-35, 42). Intravenous or
intra-alveolar administration of MSCs attenuates the severity of lung damage,
reduces lung inflammation and fibrosis, and increases survival of rodents after
bleomycin, endotoxin-induced lung injury, live bacteria or ventilator-induced injury.
The efficacy of MSC therapy has been mostly attributed to paracrine anti-
inflammatory, anti-infectious or immunomodulatory functions (14, 18, 23, 26, 33-34).
Interestingly, recent studies reported that MSCs could also exert paracrine or
juxtacrine protective effects on alveolar epithelial cells (AEC) by ameliorating cell
energetic, reducing apoptosis or restoring vectorial alveolar sodium transport (12, 19,
25, 34). Based on previous studies, we and others identified potential soluble factors
that could be responsible for the observed beneficial paracrine effects of MSCs, such
as keratinocyte growth factor (KGF), IL-1 receptor antagonist (IL-1ra) and
prostaglandin E2 (PGE2) (12, 25, 33-34).

The protective effect of MSCs (or MSC conditioned media) on stressed AEC is
particularly important because AEC (namely alveolar type 2 (AT2) cells) play a key-
role in distal lung tissue homeostasis and repair, and because AEC are often altered
or dysfunctional during lung injury. When submitted to acute injury like in ALI (6, 31)
or to discrete but recurrent microinjuries like in idiopathic pulmonary fibrosis (IPF)
(22), AEC may undergo abnormal activation with production of pro-inflammatory or
pro-fibrotic mediators, massive apoptosis or epithelial-mesenchymal transition (EMT),
which lead to inefficient or aberrant alveolar repair and contribute to pulmonary
fibrosis. EMT is a cellular process during which epithelial cells transdifferentiate into
motile mesenchymal cells while losing their epithelial characteristics (24, 50). This
phenotypic switch is mediated by key transcription factors such as SNAIL, zinc-finger
E-box binding (ZEB) and basic helix-loop-helix transcription factors including TWIST
(24). EMT can be induced in AEC by Transforming growth Factor 1 (TGFB1) or
Endothelin-1 and by oxidative stress (10, 20, 21, 53). Indeed, it has been suggested
that exposure to hypoxia, a condition usually encountered in alveoli during ALI or
chronic lung injury with lung remodelling (51), could promote phenotypic changes in
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alveolar epithelial cell lines consistent with EMT (57). Whether MSC therapy would
limit or prevent alveolar EMT in case of acute or chronic lung injury is currently

unknown.

The objective of the present study was therefore to examine in vitro the effects
of human MSCs (hMSC) on EMT induced in rat primary AEC by prolonged hypoxic
exposure, and the mechanisms involved. To achieve this goal, we established a co-
culture system without cell/cell contact, with AEC grown on semi-permeable inserts
(upper compartment and hMSC grown on the bottom of the wells (lower
compartment. Results reveal that co-culture with hMSCs markedly attenuated
phenotypic changes evoking EMT in rat AEC monolayers exposed to hypoxia (1.5%
O2) for up to twelve days. Indeed, co-culture with hMSCs completely blunted the
increase in expression and secretion of the EMT inducer TGFB1 in hypoxic AEC, as
well as the induction of pro-EMT transcription factors ZEB1 and TWIST1 and of
Connective Tissue Growth Factor (CTGF). Finally, our data suggest that secretion of
KGF by hMSCs could be partly responsible for this protective effect.
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Methods

Isolation and culture of rat alveolar epithelial cells. The procedure of rat
alveolar epithelial cell (AEC) isolation accorded with legislation currently in force in
France, and animal welfare guidelines. Alveolar epithelial cells were isolated from
young adult male pathogen-free Sprague-Dawley rats (5 week-old, 125g) by elastase
digestion (Worthington, Lakewood, NJ, USA) as previously described (38). The
percentage of AT2 cells as assessed by phosphine 3R staining of lamellar bodies
was = 92% of freshly isolated cells, and cell viability was > 95%. Cells were seeded
onto Transwell/Snapwell (polycarbonate membrane with a pore size of 0.4 um,
Corning Inc., Corning, NY, USA) filters, and cultured for up to 13 days in Dulbecco
Modified Eagle Medium (DMEM) containing 25 mM D-glucose, 10 mM Hepes, 23.8
mM NaHCOs, 2 mM L-glutamine, 5% fetal bovine serum (FBS), 50 U/ml penicillin, 50
pg/ml streptomycin, 10 pg/ml gentamycin, 10 pg/ml amphotericin B, and cis-OH-
proline (for the first 2 days) (Sigma-Aldrich) to selectively eliminate fibroblasts from
AEC culture (53). Media were changed every 2 or 3 days. Transepithelial resistance
(Rte) was measured every 3 days using a microvolt-ohmmeter (World Precision
Instruments, Astonbury, UK). Phenotypic characterization showed that primary AEC
under normoxic conditions retained characteristics of AT2 cells with increasing time
in culture, such as expression of surfactant protein A, B and C mRNA transcripts (Fig.
1B), and expression of the thyroid-transcription factor (TTF-1) which was detected by
Western blot and by immunofluorescence until day 13 after isolation (Fig. 2A-B).
Aquaporine-5 (AQP-5) protein, a marker of alveolar type 1 epithelial cells (AT1 cells),
was not detected by Western blotting at day 1 after isolation, but could be detected at
day 3, day 6 and until day 13 (Fig. 1C) as previously reported (53), indicating that
with increasing time in culture, AEC exhibit an intermediate phenotype with both type
AT2 and AT1 cell characteristics. Concerning mesenchymal markers, a-smooth-
muscle actin (a-SMA) was not detected at any time in culture in normoxic primary rat
AEC cultures. Vimentin was exceptionally detected by Western blotting or
immunofluorescence studies at day 4 or 6, and when this was the case, the cell
culture was discarded because of possible fibroblast contamination. Forty separate
AEC isolations and cultures were performed in this study, corresponding to 120 rats.

Extraction, culture and conditioning of human mesenchymal stem cells.

Bone marrow samples were harvested from washed filters used during BM graft
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processing for allogeneic transplantation after healthy donor informed consent
according to approved institutional guidelines (Assistance Publique — Hbépitaux de
Paris, Paris, France). Human mesenchymal stem cells (hMSC) were cultured as
previously described (1). Briefly, healthy donors BM cells obtained after Ficoll
(Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) were cultured at an initial density of
5.10% cells/cm? in minimum essential medium-a (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France),
supplemented with 10% defined fetal calf serum (DFBS, HyClone, Logan, UT, USA),
2 mM L-glutamine (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France), 1 ng/ml basic fibroblast
growth factor (FGFb) (Invitrogen, France), antibiotic/antimycotic (Invitrogen, France).
After 24—-48 h, non-adherent cells were removed and the medium was changed. The
media were changed every 2 or 3 days until confluence. Adherent cells were then
trypsinized, harvested and cultured by seeding 0.5.10% cells/cm?. Human MSC used
in this study were obtained from 10 healthy donors, and cells were used at passages
2 to 5. Immunophenotyping of hMSC was performed according to the manufacturer’s
protocol (Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France), using monoclonal antibodies
conjugated with either fluorescein isothiocyanate or phycoerythrin and directed to
CD29, CD31, CD34, CD44, CD45, CD49a to CD49f), CD 90 and CD105, or matched
isotype controls. Data were acquired and analyzed on a five parameters flow
cytometer (FACS Calibur, Becton Dickinson, San Jose, CA) with Cell Quest software.
Detection of viable hMSC was performed by using the vital dye 7-AAD (Beckman
Coulter) following the manufacturer’'s instruction. Cells were acquired by flow
cytometry (FACSCalibur; Becton Dickinson) and analyzed by CellQuest software (BD
Bioscience). The expression of vimentin and a-smooth muscle actin (a-SMA) in
hMSC under various experimental conditions was assessed by Western-blotting (see
below) using anti-vimentin (1/3000) (Sigma-Aldrich) and anti-a-smooth muscle actin
(a-SMA) (1/5000) (Sigma-Aldrich).

In some experiments, hMSC conditioned media (hMSC-CM) were used and
prepared as follows. hMSCs at 80% confluence were rinsed with phosphate buffered
saline (PBS) and incubated in supplemented DMEM without FBS for 24h. Cell media
were then collected and centrifuged at 13 000 rpm for 20 minutes. Supernatants
representing hMSC-CM were immediately frozen and stored at -80°C. hMSC-CM
were supplemented with 5% FBS before use. In some experiments, hMSC-CM were
depleted in KGF using proteinG/agarose beads coated with anti-KGF monoclonal
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antibody (R&D systems, Lille, France) or with anti-lgG antibodies (as a control) as
previously described (12). KGF concentrations in hMSC-CM were measured using
specific Quantikine ELISA kits (R&D Systems, Lille, France) before and after KGF

depletion to verify the efficacy of the procedure.

Co-cultures of rat alveolar epithelial cells and human mesenchymal stem
cells. A co-culture system without cell/cell contact was used to test the paracrine
effect of hMSCs on AEC phenotype (Figure 1A). On day 1 after AEC isolation,
Transwell inserts seeded with AEC (seeding density: 1.3 10® cells/cm?) were
transferred into plastic dishes seeded with hMSCs (80 000 cells/cm?) at the bottom of
the wells. Co-cultures of AEC (upper compartment) and hMSCs (lower compartment)
were maintained in DMEM supplemented with 5% FBS and antibiotics/antifungal
treatment for 6 or 12 days, with culture medium changed every 3 days. For 12 day-
cocultures, hMSCs at the bottom of the wells were replaced after 6 days when
confluence was reached by “fresh” hMSCs from the same donor (seeding density:
80 000 cells/cm?).

Exposure of cells to hypoxia and drugs. At day 1 after isolation, AEC
cultured alone or in co-culture with hMSCs were placed in a humidified airtight
incubator with inflow and outflow valves and exposed to a hypoxic gas mixture
containing 1.5% O2 - 5% CO2 - 94.5 % N2 (oxygen tension in culture media: 45
mmHg), and kept at 37°C for increasing periods of time (from 2 hours to 12 days).
Control normoxic cells were maintained in a 21% Oz - 5% COz - 74% N2 humidified
incubator for the same periods of time (oxygen tension in culture media: 140 mmHg).
In some experiments, AEC cultured alone were incubated at day 1 after isolation with
increasing concentrations of human recombinant KGF (rhKGF, R&D Systems, Lille,
France; final concentrations: 125, 250 or 500 pg/ml) and exposed to hypoxia for 24 or
48 hours. In other experiments, AEC were pre-incubated for 2 hours with SB431542,
an inhibitor of TGF-B1 type | receptor kinase (Sigma-Aldrich; final concentration:
10uM) (57), before exposure to hypoxia, and treatment with SB431542 was
maintained throughout hypoxic exposure for up to 6 days.

Immunofluorescence stainings. AEC monolayers cultured on Transwell filters
were harvested after 6 and 12 days of hypoxic/normoxic exposure. Filters were
rinsed twice with ice-cold PBS and fixed with 4% paraformaldehyde for 20 minutes at

4°C, then rinsed with PBS and permeabilized with 0,1% Triton X-100 for 15 minutes.
127



After rinsing with PBS, cells were incubated in PBS with 2% bovine serum albumin
(BSA) for 30 minutes to block nonspecific binding sites. Monolayers were exposed to
the primary antibodies (Ab) for 1 hour at room temperature (RT). The following
antibodies for detection of epithelial markers were used with respective dilutions:
mouse polyclonal anti-TTF-1 (Invitrogen) (1/50), rabbit polyclonal anti-zonula-
occludens-1 (ZO-1) (Sigma-Aldrich) (1/200), mouse polyclonal anti-E-cadherin
(Sigma-Aldrich) (1/300). Antibodies used for detection of mesenchymal markers were
mouse polyclonal anti-vimentin (Sigma-Aldrich) (1/300) and mouse polyclonal anti-a-
smooth-muscle actin (a-SMA) (Sigma-Aldrich) (1/300). After extensive washing with
PBS, cells were then exposed to the appropriate secondary Ab (1/200) conjugated
with Alexa Fluor-488 or Alexa Fluor-568 (Invitrogen, France) protected from light for
30 minutes at RT. Filters were incubated with DAPI (300 nM) to stain nuclei for 30
sec and washed again. Filters were then mounted with mounting solution Immumount
(Thermo-scientific) and viewed with a Zeiss microscope equipped with
epifluorescence optics. Images were captured on an integrated camera (Qimaging
Retiga 2000R with Image-proexpress 6.0) at X400 and imported as TIFF files.

Western blot analyses. AEC in 24-mm Transwell filters were washed twice,
scraped off the filters in ice-cold PBS, and centrifuged at 1,500 rpm for 10 minutes at
4°C. The pellet was resuspended in 30ul of ice-cold lysis buffer containing H20, 62.5
mM Tris-HCI (pH 6.8), 10% Glycerol, 2% SDS and protease inhibitors (0.01%) and
kept on ice for 1 hour. Cell lysates were then centrifuged at 13,000 rpm for 15
minutes at 4°C. Samples (30 pg protein per sample in Laemmli buffer containing 5%
B-mercapto-ethanol) were then resolved through 7.5% or 10% acrylamide gels,
electrically transferred to nitrocellulose paper, and probed with the following
antibodies at respective dilutions: anti-TTF-1 (Dako) (1/200), anti-E-Cadherin
(1/3000), anti-AQP-5 (Sigma-Aldrich) (1/200), anti-vimentin (1/3000), anti-a-SMA
(1/5000), anti-SNAIL1 (Cell Signaling) (1/500), anti-ZEB1 (Santa Cruz) (1/500), anti-
HIF1-a (Novus biotechnologies) (1/500), anti-HIF2-a (Novus biotechnologies)
(1/1000), anti-Connective Tissue Growth Factor (CTGF) (Novus biotechnologies)
(1/500) and anti-B-actin (Sigma-Aldrich) (1/2000). The signals were quantified by
densitometric analysis using NIH image software, normalized using quantification of

the B-actin signal in each lane and expressed in arbitrary units.
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Measurement of active TGF-B1 in cell supernatant. AEC grown on
Transwell filters were exposed to normoxia or hypoxia (alone or in co-culture with
hMSCs) for 24h, as indicated previously. The apical supernatants were collected,
spun at 12,000 x g for 15 minutes at 4 °C, and stored at -80 °C for further
processing. The concentrations of active TGF-[11 were determined using specific
Quantikine ELISA kits (R&D Systems, Lille, France) according to the manufacturer's

instructions.

RNA Extraction and Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction.
Total cellular RNA from AEC cells cultured in normoxic or under hypoxic conditions
was extracted using an RNeasy kit (QIAGEN S.A., Courtaboeuf, France) following
the manufacturer's instructions. The eluated RNA was quantified using a Biospec-
Nano (Shimadzu, Noisiel, France) at 260 nm. Single-strand cDNAs were synthesized
from 0.5 pg of total RNA using maxima first strand cDNA synthesis kit composed by
a mixture of oligo (dT) and random hexamer primers according to the manufacturer's
instructions (Fisher Scientific, lllkirch, France). Resulting cDNA samples were
amplified by quantitative polymerase chain reaction (PCR) with Absolute qPCR
SybrGreen Rox mix (Fisher Scientific, lllkirch, France) on StepOne system gPCR
(Applied Biosystem, Life technology, France). Cycle threshold values were
normalized to amplification of the beta-actin gene. For each transcript, the expression
levels were calculated using the 2-AACT method, as detailed by the manufacturer.
Length and sequence of primers used for quantitative real-time PCR are described in
table 1.

Statistical analyses. Results are presented as means = SE. Differences
between groups were evaluated with unpaired t test for comparisons between 2
groups, and otherwise with one-way variance analyses (ANOVA) and, when allowed
by the F value, results were compared by the modified least significant difference
(Fisher's PLSD). p<0.05 was considered significant. StatView® software (SAS

Institute Inc., Cary, NC, USA) was used for all analyses.
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Results

Effect of prolonged hypoxic exposure on rat alveolar epithelial cell
phenotype.

The effects of hypoxia on AEC phenotype were assessed after 6 and 12 days of
exposure by changes in R, cell morphology and expression of a panel of epithelial
or mesenchymal markers. Hypoxia induced a progressive and significant decrease in
Rte (1635 = 395 Q.cm? vs 328 + 41 Q.cm? after 6 days of normoxic or hypoxic
conditions, respectively; p<0.001), indicating an alteration of AEC tight junctions
under hypoxic condition. Exposure to hypoxia for 6 days did not modify the
expression level of E-cadherin as assessed by immunostaining and by Western blot
(Fig. 2A-B). The expression of the junctional protein ZO-1 was detected by
immunostaining and remained peripheral in hypoxic AEC (Fig. 2A). By contrast,
hypoxia induced a marked decrease in the nuclear expression of the epithelial
transcription factor TTF-1 as assessed by immunostaining (Fig. 2A), as well as a
70% decrease in TTF-1 protein expression by Western blotting (Fig. 2B). Indeed,
hypoxic exposure induced a 53% decrease in AQP-5 protein expression levels by
Western blot (Fig. 2B). The mesenchymal markers vimentin and a-SMA were
detected neither in normoxic nor in hypoxic AEC at day 6 (Fig. 2A). Exposure to
hypoxia for 12 days amplified the changes in AEC phenotype (Fig. 2C and 2D).
Expression of the epithelial markers ZO-1, E-cadherin and TTF-1 was hardly
detected by immunostaining after 12 days of hypoxia (Fig. 2C), and Western blot
analysis confirmed that E-cadherin and TTF-1 protein expression were strikingly
reduced in hypoxic AEC (Fig. 2D). By contrast, expression of the mesenchymal
marker a-SMA was detected in hypoxic AEC (Fig. 2C and 2D). Indeed, the protein
expression level of vimentin was significantly increased in hypoxic AEC as compared
with normoxic cells (Fig. 2C and 2D). All together, these data indicate that prolonged
hypoxic exposure induced a profound change in AEC phenotype consistent with
EMT. Of note, the progressive decrease in epithelial markers (TTF-1 and AQP5) was
also observed when hypoxic exposure started on day 3 (and not on day 1) after
isolation, indicating that the phenotypic changes induced by hypoxia were not simply
due to the fact that hypoxic exposure began the first day after isolation when AEC in

culture were not stable.
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Effect of prolonged hypoxia on hMSC phenotype. We tested whether
prolonged exposure to hypoxia or co-culture with AEC would modify hMSC
phenotype and viability (Fig. 3). Prolonged hypoxic exposure didn’t alter hMSC
viability either when cultured alone (95.2 vs 96.5 % viable cells in normoxia and
hypoxia, respectively) or when co-cultured with AEC (95.6 vs 92.8 % viable cells in
normoxia and hypoxia, respectively). Following 6 days of hypoxic exposure, no
significant change was detected in hMSC morphology (Fig. 3A), in the expression of
hMSC cell surface markers (i.e. CD29, CD44, CD49a to CD49f, CD73, CD90 and
CD105) (Fig. 3B), or in the protein expression of a-SMA and vimentin (Fig. 3C),
indicating that hMSCs did not transform themselves into activated fibroblasts

(myofibroblasts) when submitted to chronic hypoxia.

Effect of hMSC co-culture or of hMSC conditioned media on phenotypic
changes of AEC induced by prolonged hypoxia. Co-culture experiments revealed
that Rie was significantly higher in AEC monolayers co-cultured with hMSCs than in
AEC monolayers without hMSC after a 6 day-hypoxic exposure (Fig. 4A).
Immunostaining studies showed that co-culture of AEC with hMSC allowed AEC to
maintain their epithelial phenotype under hypoxic condition (6 day-exposure) (Fig.
4B): ZO-1 and TTF-1 expression were restored in hypoxic AEC monolayers co-
cultured with hMSCs. Similar observations were made when AEC were incubated
with hMSC-conditioned media (hMSC-CM) for 6 days under hypoxic exposure (Fig.
4B). Western-blot experiments confirmed that TTF-1 protein expression was restored
in hypoxic AEC co-cultured with hMSCs (Fig. 4C). The effect of hMSC co-culture on
AEC phenotype was also evidenced after a 12 day-hypoxic exposure (Fig. 4 D-F).
Transepithelial electric resistance was significantly decreased under hypoxic
condition in AEC monolayers cultured alone but not when co-cultured with hMSCs
(Fig. 4D). By immunostaining, the expression of ZO-1 and TTF-1 was completely
abolished in hypoxic AEC cultured alone, but was clearly visible in AEC co-cultured
with hMSCs (Fig. 4E). Also, hypoxia-induced decrease in the protein expression of E-
cadherin and TTF-1 as assessed by Western-blotting was completely prevented by
co-culture of AEC with hMSCs (Fig. 4F). Finally, co-culture with hMSCs tended to
decrease vimentin protein expression in hypoxic AEC (2.09 + 0.46 vs 0.97 * 0.31
arbitrary units in 1.5%02 and 1.5%02 + hMSCs, respectively; n=3-5; p=0.10).
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Effect of hMSC on Hypoxia-Inducible Factor expression in alveolar
epithelial cells. To decipher the cellular mechanism(s) involved in the beneficial
effect of hMSCs on AEC exposed to prolonged hypoxia, we first evaluated whether
co-culture with hMSCs did modify the expression of HIF1-a and HIF2-a in hypoxic
AEC (44). Stabilization of HIF1-a. proteins was previously shown to be necessary in
AEC for developing hypoxia-induced EMT (57). As shown by Western-blotting (Fig.
5A and 5B), HIF1-a protein was hardly detected in normoxic AEC but was
significantly induced in AEC exposed to hypoxia for 2 and 3 hours. HIF2-a protein
expression began to increase at 3 hours of hypoxia, but this increase was not
significant. Both HIF1-a and HIF2-a protein expression levels were significantly
increased in hypoxic AEC after a 24h-exposure, but went back to normoxic values
after 48h of hypoxia (Fig. 5C to 5F). Neither HIF1-a protein expression nor HIF2-a
protein expression were modified when hypoxic AEC were co-cultured with h-MSCs
(Fig. 5B, 5D, 5F).

Effect of hMSC on transcription factors driving EMT in hypoxic alveolar
epithelial cells. The temporal expression pattern of transcription factors known to
induce EMT such as SNAIL, ZEB1 and TWIST1 (24) was established in AEC
exposed to hypoxia for increasing times (from 2 to 48 hours). Expression levels of
SNAIL-1 mRNA transcripts were not modified by hypoxic exposure (Fig. 6A) but as
shown in Figure 6B, expression of SNAIL1 protein was significantly induced by short
hypoxic exposures (2 and 3 hours) and rapidly decreased to reach normoxic values
afterwards. Expression levels of SNAIL2 (SLUG) mRNA transcripts decreased by
approximately 50% during the first hours of hypoxic exposure but went back to
normal after 16 hours of exposure (not shown). Expression levels of ZEB1 and
TWIST1 mRNA transcripts were significantly increased after 24 and 48 hours of
hypoxic exposure, respectively (Fig. 6C and 6D). ZEB1 protein expression was not
modified by a 24h-hypoxic exposure (data not shown). We then examined whether
co-culture of AEC with hMSCs could modulate the expression of expression of
SNAIL1, ZEB1 and TWIST1. Co-culture with hMSCs had no effect on hypoxia-
induced expression of SNAIL1 protein (Fig. 6B). By contrast, co-culture completely
prevented the increase in ZEB1 and TWIST1 mRNA levels in hypoxic AEC (Fig. 6C
and 6D).
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Effect of hMSC on profibrotic factor expression in alveolar epithelial cells.
We next studied whether co-culture with hMSCs could affect the production of 2
profibrotic proteins in hypoxic AEC known to favour EMT: Transforming Growth
Factor B1 (TGFB1) and Connective Tissue Growth Factor (CTGF) (48, 53). As shown
in Figure 7A, TGFB1 mRNA levels increased two-fold after 24 hours of hypoxia, and
decreased thereafter (not shown). Also, the concentration of TGFB1 in the apical
medium of hypoxic AEC was strikingly increased as compared with normoxic
condition (Fig. 7B). The mRNA and protein expression of CTGF, a target of TGFp1,
was induced as well by a 48 hour hypoxic exposure (Fig. 7C-D). Interestingly, co-
culture with hMSCs completely blunted the increase in TGFB1 mRNA expression as
well as TGFB1 protein apical secretion induced by hypoxia (Fig. 7A and 7B). Co-
culture with hMSCs suppressed as well the two-fold increase in CTGF mRNA
expression induced in AEC by a 48 hour-hypoxic exposure (Fig. 7C), and blunted the
increase in CTGF protein expression (7D). To study the role of TGFB1 autocrine
signalling in hypoxia-induced alterations of AEC, hypoxic AEC were incubated with
SB431542, an inhibitor of ALK5, a TGFB1 type | receptor kinase (57). As shown in
Fig. 7E-F, SB431542 completely prevented the hypoxia-induced increase in TWIST1
and CTGF mRNA transcripts observed after 48 hours of hypoxic exposure.
SB431542 also prevented the decrease in TTF-1 expression as assessed by
immunostaining after 6 days of hypoxia (Fig. 7G). Taken together, these data
strongly support the importance of the TGFB1 pathway in hypoxia-induced EMT, and
indicate that hMSC co-culture down-regulates the expression of TGFB1 and its target

genes.

Involvement of Keratinocyte Growth Factor secretion in the paracrine
effects of hMSC. Keratinocyte Growth Factor (KGF), a well-known growth factor for
AEC that is secreted by hMSCs (25, 36), has been previously shown to be involved
in the beneficial effect of hMSC conditioned media on transepithelial sodium transport
across AEC monolayers exposed to hypoxia and inflammatory cytokines (12).
Therefore, we investigated the potential role of KGF in our model. Mean KGF
concentration measured by ELISA in hMSC-CM was 274 + 33.8 pg/ml (n=13).
Treatment of hypoxic AEC with increasing concentrations of rhKGF (125, 250 or 500
pg/ml) showed that 250 and 500 pg/ml rhKGF completely prevented the increase in
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TGFB1 mRNA levels induced by a 24-hour hypoxic exposure, whereas 125 pg/mi
had no significant effect (Fig. 8A). Recombinant human KGF at the concentration of
250 pg/ml was therefore used in subsequent experiments. Treatment with rhKGF for
48h fully prevented the increase in TWIST1 and CTGF mRNA transcript levels (Fig. 8
B-C) induced by hypoxia, whereas it did not affect the increase in ZEB1 mRNA
expression at 24 hours (data not shown). Also, treatment with rhKGF throughout a 6-
day hypoxic exposure completely prevented the hypoxia-induced decrease in TTF-1
protein expression (Fig. 8 D). Finally, Figure 8E shows that hMSC-CM completely
depleted in KGF using anti-KGF antibody failed to prevent the hypoxia-induced
increase in TWIST mRNA transcripts at 48h of hypoxia, whereas complete hMSC-
CM or hMSC-CM treated with nonspecific anti-lgG did.
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Discussion

The main findings of the present study can be summarized as follows.
Prolonged exposure to hypoxia induced phenotypic changes in primary rat AEC
consistent with EMT, i.e. a change in cell morphology, a progressive decrease in R
and in the expression of epithelial markers (ZO-1, E-cadherin, AQP-5 and TTF-1)
together with an increase in mesenchymal markers (vimentin and a-SMA). Hypoxia
induced the expression of hypoxia-inducible factors HIF1-a and HIF2-a, as well as
the expression of transcription factors driving EMT such as SNAIL1, ZEB1 and
TWIST1 with a specific time-course. Hypoxic exposure also increased TGFp-1
mRNA expression and the secretion of active TGFB-1 in apical medium, and the
expression of CTGF, two profibrotic mediators known to induce EMT. Co-culture of
AEC with bone marrow-derived hMSCs (or incubation with hMSC-CM) partially
prevented the decrease in Rt and fully prevented the decrease of ZO-1, E-cadherin
and TTF-1 expression, and the increase in vimentin expression induced by hypoxia.
Co-culture completely blunted the increase in TGFB1 expression and in ZEBH1,
TWIST1 and CTGF mRNA levels, whereas it did not affect HIF1-a, HIF2-a. and
SNAIL1 protein expression in hypoxic AEC. Finally, incubation with rhKGF at a
concentration similar to what was measured in hMSC-CM fully restored the
expression of the epithelial transcription factor TTF-1 in hypoxic AEC, and prevented
the increase in TWIST1, TGFB1 and CTGF expression. Taken together, our data
indicate that hMSCs protect primary AEC from hypoxia-induced EMT through the
paracrine modulation of EMT signalling pathways, and suggest that this effect is
partly mediated by KGF secretion.

One limitation of the present study is the fact that the in vitro model used
combined cells originating from two different species, i.e. primary rat AEC and
hMSCs. Bone marrow-derived MSC were studied for obvious reasons inasmuch as
these cells will likely be used in the next future for cell therapy in patients with
pulmonary diseases. Unfortunately, human alveolar epithelial cell lines such as A549
show several pitfalls for the study EMT in the context of lung fibrosis, for instance a
very low Rte, basal expression of mesenchymal markers, a short doubling time and
cancerous characteristics (57). Primary rat AEC are usually considered as good
surrogates for human AEC which are very difficult to isolate. Noteworthy, previous
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studies have shown that hMSCs were effective in vivo in several rodent models of
injury (5, 28-29), probably because most paracrine factors secreted by MSC (KGF,
IL1-ra or PGE2) show considerable homology across species. Indeed, it is well
recognized that recombinant human proteins (rhKGF and rhiL1-ra) have a biological
effect on rodent AEC (11, 36). The fact that we observed a clear beneficial effect of
hMSCs on rat AEC indicates that our model, despite the species difference, still
represents a valuable tool for studying in vitro the crosstalk between AEC and MSCs.

Prolonged exposure to hypoxia (1.5% Oz2, corresponding to an O2 tension of
approximately 45 mmHg in culture media) was used in this study to induce EMT in
primary AEC because alveolar hypoxia is usually associated with acute or chronic
lung injuries leading to pulmonary fibrosis, due to pulmonary oedema or to distal lung
remodelling (6, 31). Indeed, AT2 cells from patients with IPF or from mouse lungs
treated with bleomycin specifically express HIF1-a and HIF1-a related genes (51),
and alveolar hypoxia may be particularly important during episodes of acute
exacerbation in the course of IPF (22). Hypoxia promotes EMT in a large number of
cancerous cells, a phenomenon involved in the development of tumours (56). Local
hypoxia has also been shown to induce EMT in non-cancerous epithelial cells from
various organs, including the kidney, skin and nasal polyps (16-17, 46). In renal
tubular epithelial cells, hypoxia-induced EMT is partly dependent on the expression of
HIF1-a and CTGF, and could participate in the development of renal fibrosis (15-17).
Whereas the role of AEC abnormal secretory phenotype in the pathophysiology of
pulmonary fibrosis is well-admitted (22), the role of EMT is more controversial, owing
to the difficulty to study EMT in vivo. Mouse studies using genetic tools to follow the
fate of specific cell types in bleomycin-induced pulmonary fibrosis gave discordant
results. For instance, Tanjore et al. reported that approximately one third of lung
fibroblasts in the bleomycin model originated from alveolar epithelium (49), but Rock
et al. found no evidence for EMT (41). Whatever the importance of EMT in pulmonary
fibrosis, our data provide evidence that hypoxia at least induces profound phenotypic
changes in AEC, which may impair their ability to repair alveolar damage.

In a recent work using mostly alveolar epithelial cell lines, Zhou et al reported
that prolonged hypoxia could also induce EMT in vitro in lung epithelial cells, and that
EMT was related to the expression of HIF1-a and to the accumulation of Oz reactive

species (ROS) produced by hypoxic mitochondria, both leading to an increase in
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TGFB1 expression and secretion (7, 44, 57). TGFB1 is a profibrotic factor
overexpressed in the lung during IPF and ALI, which is considered as one of the
major inducers of EMT in lung fibrosis (6, 10, 20, 21, 53). TGFB1 has complex
biological effects, through both canonical and noncanonical cellular pathways, that
can induce SMAD, AKT, ERK and MAPK signalling pathways leading to EMT (24).
Here, in hypoxic rat primary AEC, we observed an increase in HIF1-a and in TGFj-1
expression and secretion in apical medium, consistent with previous findings of Zhou
et al (57). The concentration of active TGFB1 in apical supernatant of AEC was
relatively low, around 50pg/ml. However, Zhou et al demonstrated that such
concentrations of active TGFp1 secreted by AEC under hypoxic condition were able
to induce EMT via an autocrine way inasmuch as blockade of TGFp1 type | receptor
kinase by SB431542 prevented the hypoxia-induced EMT in these cells (57). Indeed,
in the present study, incubation of hypoxic AEC with SB431542 suppressed the
hypoxia-induced increase in mRNA transcripts encoding TWIST1 and CTGF and
prevented the decrease in TTF-1 protein expression, supporting the major role of
TGFB1 in our model.

In our experiments, the expression of HIF1-a and of HIF2-o proteins was
transient (disappearing after 48 hours), an observation previously reported for of
HIF1-a in A549 cells (52). Hypoxia also induced the expression of transcription
factors classically involved in EMT such as SNAIL1 first, ZEB1 and TWIST1 with a
specific time-course (24). Although snail is a target gene for HIF (30), the rapid
increase in SNAIL1 protein observed after only 2h without any change in SNAIL1
MRNA levels suggest a post-translational regulation of SNAIL1 protein under hypoxic
condition. ZEB1 mRNA up-regulation observed at 24h of hypoxia is consistent with
SNAIL1 directly targeting the ZEB1 gene, although ZEB1 expression can also be
induced by TGFB1 (24). However, we could not evidence any increase in ZEB1
protein expression under hypoxia, suggesting that either ZEB1 mRNA up-regulation
was not followed by translation of the protein, or that ZEB1 protein was rapidly
degraded under hypoxia. ZEB1 is a short-lived protein (half-life is less than 1 h),
expressed at very low levels in epithelial cells and targeted by the ubiquitin
proteasome system, which makes it difficult to study (24). The increase in TWIST1

mRNA transcripts at 48h of hypoxia could either be due to a direct transcriptional
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effect of HIF1-a or to an indirect up-regulation by TGFB1 (8, 55). Finally, hypoxia
induced the up-regulation (at both mRNA and protein levels) of CTGF, a target of
HIF1-a. and TGFB1 previously shown to favour EMT (3, 16, 45, 48).

The most important finding of our study is that hMSCs could prevent hypoxia-
induced phenotypic changes evoking EMT in AEC, at least in vitro. This protective
effect was reproduced by hMSC-CM, consistent with a paracrine mechanism.
Importantly, prolonged exposure to hypoxia did not alter the phenotype of hMSCs,
which is consistent with the fact that hMSCs are physiologically exposed in the bone
marrow to low Oz concentrations, ranging from 1% to 7% Oz (9). The fact that when
submitted to hypoxia hMSCs did not transform themselves into fibroblasts or
myofibroblasts (at least in vitro) is of course a prerequisite for the future therapeutic
use of these cells in the context of ALI or lung fibrosis. Co-culture with hMSC
completely blunted the up-regulation of some transcription factors driving EMT such
as ZEB1 and TWIST1. It also suppressed the induction of TGF1 mRNAs as well as
the apical secretion of active TGFB1 induced by hypoxia, and blunted the up-
regulation of CTGF. The decrease in TGFB1 secretion induced by hMSC is certainly
a crucial point since autocrine activation of hypoxic AEC by TGFB1 can lead to the
expression of EMT-driving transcription factors as well and of the EMT inducer CTGF
(3, 8, 24).

Several ex vivo and in vitro studies from our group and other groups have
evidenced the involvement of KGF in the beneficial effects of hMSC on injured AEC,
namely on transepithelial alveolar sodium transport and alveolar fluid clearance (12,
25, 27). Also, the protective effect of KGF on AEC has been widely demonstrated in
vitro and in several models of lung injury in rodents and more recently in the human
lung (13, 39, 40, 43, 47). Consistent with these observations, the current study shows
that incubation of hypoxic AEC with low concentrations of rhKGF reproduced the
effects of co-culture with hMSC on TTF-1, TGFB1, TWIST1 and CTGF. Furthermore,
incubation of AEC with hMSC-CM depleted in KGF failed to prevent the hypoxia-
induced increase in TWIST1 mRNA transcript, whereas complete hMSC-CM
containing KGF did. Interestingly, Pereira et al. previously reported that gene transfer
of KGF in the skin reduced the expression of TGFB and improved wound healing

through a mechanism still unknown (37). Here, we can speculate that KGF, via the
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activation of Nrf2 transcription factor, could up-regulate antioxidant responses and
reduce ROS accumulation in hypoxic AEC, which in turn could decrease TGFp1
expression (4, 32, 57). Finally, other paracrine factors distinct from KGF may also
contribute to the beneficial effect of h(MSC inasmuch as, unlike co-culture with hMSC,
incubation with rhKGF was unable to suppress the increase in ZEB1 mRNA
transcripts observed in hypoxic AEC.

In conclusion, the present study shows that hMSCs prevent alveolar EMT
induced by hypoxia in vitro by down-regulating the expression of TGFB1 and CTGF
and the activation of transcription factors driving EMT, and that this beneficial effect
could be due at least in part to the release of KGF. Our study therefore identifies a
novel mechanism of action of hMSCs on AEC that could contribute to the beneficial
effects of hMSC administration evidenced in animal models of acute or chronic lung
injuries. This protective role of hMSCs may be of particular importance in the
perspective of cell therapies using hMSC in patients because alveolar hypoxia is
frequently encountered during ALI or during acute exacerbation of IPF, and because
alterations of AEC phenotype might compromise alveolar repair and promote lung
fibrosis.

139



Acknowledgements

The authors would like to thank Ms Patricia Quidu and Dr Erwan Guyot for

helpful technical assistance, and Pr Nathalie Charnaux for fruitful discussions.
Grants

This work was supported by Legs Poix from Chancellerie des Universités de
Paris, by University Paris 13, and by Sorbonne Paris Cité. Yurdagul Uzunhan was
the recipient of a College des Enseignants de Pneumologie fellowship, and of a

Fonds de Dotation pour la Recherche en Santé Respiratoire fellowship.
Disclosure

The authors have no conflict of interest to disclose.

140



—

($)}

~

References

. Arnulf B, Lecourt S, Soulier J, Ternaux B, Lacassagne MN, Crinquette A,
Dessoly J, Sciaini AK, Benbunan M, Chomienne C, Fermand JP, Marolleau
JP, and Larghero J. Phenotypic and functional characterization of bone marrow
mesenchymal stem cells derived from patients with multiple myeloma. Leukemia
21:158-163, 2007.

. Aslam M, Baveja R, Liang OD, Fernandez-Gonzalez A, Lee C, Mitsialis SA,
and Kourembanas S. Bone marrow stromal cells attenuate lung injury in a
murine model of neonatal chronic lung disease. Am J Respir Crit Care Med 180:
1122-1130, 2009.

. Black SA Jr, Trackman PC.Transforming growth factor-betal (TGFbeta1)
stimulates connective tissue growth factor (CCN2/CTGF) expression in human
gingival fibroblasts through a RhoA-independent, Rac1/Cdc42-dependent
mechanism: statins with forskolin block TGFbetal-induced CCN2/CTGF
expression. J Biol Chem 283(16):10835-47, 2008.

. Braun S, hanselmann C, gassmann MG, auf dem Keller U, Born-Berclaz C,
Chan K, and Werner S. Nrf2 transcription factor, a novel target of keratinocyte
growth factor action that regulates gene expression and inflammation in the
healing skin wound. Mol Cell Biol 22(5):5492-5505, 2002.

. Bruno S, Grange C, Deregibus MC, Calogero RA, Saviozzi S, Collino F, Morando L,
Busca A, Falda M, Bussolati B, Tetta C, Camussi G. Mesenchymal stem cell-derived
microvesicles protect against acute tubular injury. J Am Soc Nephrol 20: 1053-1067,
2009.

. Burnham EL, Janssen WJ, Riches DWH, Moss M, Downey GP. The fibroproliferative
response in acute respiratory distress syndrome: mechanisms and clinical significance.
Eur Respir J 43: 276-285, 2014.

. Chandel NS. Mitochondrial complex Ill: An essential component of universal
oxygen sensing machinery? Respir Physiol & Neurobiol 174(3):175-81, 2010.

. Cho KH, Jeong KJ, Shin SC, Kang J, Park GG, Lee HY. STAT3 mediates TGF-
B1-induced TWIST1 expression and prostate cancer invasion. Cancer Lett 336:
167-73, 2013.

141


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Black%20SA%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18287089
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trackman%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18287089

9. Fehrer C, Brunauer R, Laschober G, Unterluggauer H, Reitinger S, Kloss F,

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Gully C, Gassner R, and Lepperdinger G. Reduced oxygen tension attenuates
differentiation capacity of human mesenchymal stem cells and prolongs their
lifespan. Aging Cell 6: 745-757, 2007.

Felton VM, Borok Z, Willis BC. N-acetylcysteine inhibits alveolar epithelial-
mesenchymal transition. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 297(5): L805-12,
2009.

Frank JA, Pittet JF, Wray C, and Matthay MA. Protection from experimental
ventilator-induced acute lung injury by IL-1 receptor blockade. Thorax 63: 147-
153, 2008.

Goolaerts A, Pellan-Randrianarison N, Larghero J, Vanneaux V, Uzunhan Y,
Gille T, Dard N, Planes C, Matthay MA, Clerici C. Conditioned media from
mesenchymal stromal cells restore sodium transport and preserve epithelial
permeability in an in vitro model of acute alveolar injury. Am J Physiol Lung Cell
Mol Physiol 306(11): L975-85, 2014.

Guery BP, Mason CM, Dobard EP, Beaucaire G, Summer WR, and Nelson S.
Keratinocyte growth factor increases transalveolar sodium reabsorption in normal
and injured rat lungs. American journal of respiratory and critical care medicine
155:1777-1784, 1997.

Gupta N, Su X, Popov B, Lee JW, Serikov V, and Matthay MA. Intrapulmonary
delivery of bone marrow-derived mesenchymal stem cells improves survival and
attenuates endotoxin-induced acute lung injury in mice. J Immunol 179: 1855-
1863, 2007.

Haase VH. Pathophysiological consequences of HIF activation. HIF as a
modulator of fibrosis. Ann N Y Acad Sci 1177:57-65, 2009.

Higgins DF, Biju MP, Akai Y, Wutz A, Johnson RS, Haase VH. Hypoxic
induction of Ctgf is directly mediated by Hif-1. Am J Physiol Renal Physiol
287:F1223-F1232, 2004.

Higgins DF, Kimura K, Bernardt WM, Shrimanker N, Akai Y, Hohenstein B,
Saito Y, Johnson RS, Kretzler M, Cohen CD, Eckardt K-U, lwano M, Haase

142


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Felton%20VM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19648289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borok%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19648289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Willis%20BC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19648289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24682451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24682451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24682451

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

VH. Hypoxia promotes fibrogenesis in vivo via HIF-1 stimulation of epithelial-to-
mesenchymal transition. J Clin Invest 117:3810-3820, 2007.

lonescu L, Byrne RN, van Haaften T, Vadivel A, Alphonse RS, Rey-Parra GJ,
Weissmann G, Hall A, Eaton F, and Thebaud B. Stem cell conditioned medium
improves acute lung injury in mice: in vivo evidence for stem cell paracrine action.
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 303: L967-977, 2012.

Islam MN, Das SR, Emin MT, Wei M, Sun L, Westphalen K, Rowlands DJ,
Quadri SK, Bhattacharya S, Bhattacharya J. Mitochondrial transfer from bone-
marrow-derived stromal cells to pulmonary alveoli protects against acute lung
injury. Nat Med 18(5):759-65, 2012.

Jain R, Shaul PW, Borok Z and Willis BC. Endothelin-1 induces alveolar
epithelial-mesenchymal transition through endothlin type A receptor-mediated
production of TGF-B1. Am J Respir Cell Mol Biol 37:38-47, 2007.

Kim KK, Kugler MC, Wolters PJ, Robillard L, Galvez MG, Brumwell AN,
Sheppard D and Chapman HA. Alveolar epithelial cell mesenchymal transition
develops in vivo during pulmonary fibrosis and is regulated by the extracellular
matrix. Proc Nat Acad Sci USA 103:13180-13185, 2006.

King TE, Pardo A, Selman M. Idiopathic pulmonary fibrosis. Lancet 378:1949-
1961, 2011.

Krasnodembskaya A, Samarani G, Song Y, Zhuo H, Su X, Lee JW, Gupta N,
Petrini M, Matthay MA. Human mesenchymal stem cells reduce mortality and
bacteremia in gram-negative sepsis in mice in part by enhancing the phagocytic
activity of blood monocytes. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 302(10): L1003-
13, 2012.

Lamouille S, Xu J, Derynck R. Molecular mechanisms of epithelial-
mesenchymal transition. Nat Rev Mol Cell Biol 15:178-196, 2014.

Lee JW, Fang X, Gupta N, Serikov V, and Matthay MA. Allogeneic human
mesenchymal stem cells for treatment of E. coli endotoxin-induced acute lung
injury in the ex vivo perfused human lung. Proc Natl Acad Sci U S A 106: 16357-
16362, 2009.

143


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Islam%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Das%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Emin%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wei%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Westphalen%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rowlands%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Quadri%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhattacharya%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhattacharya%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22504485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krasnodembskaya%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22427530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samarani%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22427530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22427530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhuo%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22427530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Su%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22427530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22427530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gupta%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22427530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Petrini%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22427530
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matthay%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22427530

26

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

. Lee JW, Fang X, Krasnodembskaya A, Howard JP, and Matthay MA. Concise
review: Mesenchymal stem cells for acute lung injury: role of paracrine soluble
factors. Stem Cells 29: 913-919, 2011.

Lee JW, Krasnodembskaya A, McKenna DH, Song Y, Abbott J, and Matthay
MA. Therapeutic Effects of Human Mesenchymal Stem Cells In Ex Vivo Human
Lungs Injured with Live Bacteria. Am J Respir Crit Care Med 187(7):751-60,
2013.

Lee RH, Pulin AA, Seo MJ, Kota DJ, Ylostalo J, Larson BL, Semprun-Prieto
L, Delafontaine P, and Prockop DJ. Intravenous hMSCs improve myocardial
infarction in mice because cells embolized in lung are activated to secrete the
anti-inflammatory protein TSG-6. Cell Stem Cell 5:54-63, 2009.

Lee RH, Seo MJ, Reger RL, Spees JL, Pulin AA, Olson SD, and Prockop DJ.
Multipotent stromal cells from human marrow home to and promote repair of
pancreatic islets and renal glomeruli in diabetic NOD/scid mice. Proc Natl Acad
Sci USA 103:17438-17443, 2006.

Luo D, Wang J, Li J, Post M. Mouse Snail is a target gene for HIF. Mol Cancer
Res 9:234-45, 2011.

Matthay MA, Ware LB, and Zimmerman GA. The acute respiratory distress
syndrome. J Clin Invest 122: 2731-2740, 2012.

Michaeloudes C, Chang P-J, Petrou M and Chung KF. Transforming growth
factor b and nuclear factor E2-related factor 2 regulate antioxidant responses in
airway smooth muscle cells. Role in asthma. Am J Respir Crit Care Med 184:894-
903, 2011.

Nemeth K, Leelahavanichkul A, Yuen PS, Mayer B, Parmelee A, Doi K,
Robey PG, Leelahavanichkul K, Koller BH, Brown JM, Hu X, Jelinek |, Star
RA, and Mezey E. Bone marrow stromal cells attenuate sepsis via prostaglandin
E(2)-dependent reprogramming of host macrophages to increase their
interleukin-10 production. Nat Med 15: 42-49, 2009.

Ortiz LA, Dutreil M, Fattman C, Pandey AC, Torres G, Go K, and Phinney

DG. Interleukin 1 receptor antagonist mediates the antiinflammatory and

144



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41,

42.

antifibrotic effect of mesenchymal stem cells during lung injury. Proc Natl Acad
SciUS A104:11002-11007, 2007.

Ortiz LA, Gambelli F, McBride C, Gaupp D, Baddoo M, Kaminski N, and
Phinney DG. Mesenchymal stem cell engraftment in lung is enhanced in
response to bleomycin exposure and ameliorates its fibrotic effects. Proc Natl
Acad Sci U S A 100: 8407-8411, 2003.

Panos RJ, Rubin JS, Csaky KG, Aaronson SA, and Mason RJ. Keratinocyte
growth factor and hepatocyte growth factor/scatter factor are heparin-binding
growth factors for alveolar type Il cells in fibroblast-conditioned medium. J Clin
Invest 92:969-977, 1993.

Pereira CT, Herndon DN, Rocker R, and Jeschke MG. Liposomal gene transfer
of keratinocyte growth factor improves wound healing by altering growth factoir
and collagen expression. J surg Res 139:222-228, 2007.

Planés C, Blot-Chabaud M, Matthay MA, Couette S, Uchida T, and Clerici C.
Hypoxia and beta 2-agonists regulate cell surface expression of the epithelial
sodium channel in native alveolar epithelial cells. J Biol Chem 277: 47318-47324,
2002.

Qiao R, Yan W, Clavijo C, Mehrian-Shai R, Zhong Q, Kim KJ, Ann D,
Crandall ED, Borok Z. Effects of KGF on alveolar epithelial cell
transdifferentiation are mediated by JNK signaling. Am J Respir Cell Mol Biol
38(2):239-46, 2008.

Ray P. Protection of Epithelial Cells by Keratincoyte Growth Factor Signaling.
Proc Am Thorac Soc 2:221-225, 2005.

Rock JR, Barkauskas CE, Cronce MJ, Xue Y, Harris JR, Liang J, Noble PW
and Hogan LM. Multiple stromal populations contribute to pulmonary fibrosis
without evidence for epithelial to mesenchymal transition. Proc Natl Acad Sci U S
A 108(52):E1475-E1483, 2011.

Rojas M, Xu J, Woods CR, Mora AL, Spears W, Roman J, and Brigham KL.
Bone marrow-derived mesenchymal stem cells in repair of the injured lung. Am J
Respir Cell Mol Biol 33: 145-152, 2005.

145


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qiao%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17872496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yan%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17872496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clavijo%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17872496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mehrian-Shai%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17872496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhong%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17872496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20KJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17872496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ann%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17872496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crandall%20ED%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17872496
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borok%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17872496

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Sakamoto S, Yazawa T, Baba Y, Sato H, Kanegae Y, Hirai T, Saito I, Goto T,
Kurahashi K. Keratinocyte growth factor gene transduction ameliorates
pulmonary fibrosis induced by bleomycin in mice. Am J Respir Cell Mol Biol
45(3):489-97, 2011.

Semenza GL. Oxygen Sensing, Homeostasis, and Disease. N Engl J Med
365:537-47, 2011.

Shafieian M, Chen S, Wu S. Integrin-linked kinase mediates CTGF-induced
epithelial to mesenchymal transition in alveolar type Il epithelial cells. Pediatr Res
77(4):520-7, 2015.

Shin HW, Cho K, Kim DW, Han DH, Khalmuratova R, Kim SW, Jeon SY, Min
YG, Lee CH, Rhee CS, Park JW. Hypoxia-inducible factor 1 mediates nasal
polypogenesis by inducing epithelial-to-mesenchymal transition. Am J Respir Crit
Care Med 185(9): 944-54, 2012.

Shyamsundar M, McAuley DF, Ingram RJ, Gibson DS, O'Kane D, McKeown
ST, Edwards A, Taggart C, Elborn JS, Calfee CS, Matthay MA, O'Kane CM.
Keratinocyte growth factor promotes epithelial survival and resolution in a human
model of lung injury. Am J Respir Crit Care Med 189(12): 1520-9, 2014.

Sonnylal S, Xu S, Jones H, Tam A, Sreeram VR, Ponticos M, Norman J,
Agrawal P, Abraham D, de Crombrugghe B. Connective tissue growth factor
causes EMT-like cell fate changes in vivo and in vitro. J Cell Sci 126:2164-75,
2013.

Tanjore H, Xu XC, Polosukhin VV, Degryse AL, Li B, Han W, Sherrill TP,
Plieth D, Neilson EG, Blackwell TS and Lawson WE. Contribution of epithelial-
derived fibroblasts to bleomycin-induced lung fibrosis. Am J Respir Crit Care Med
180(7):657-665, 2009.

Thiery JP and Sleeman JP. Complex networks orchestrate epithelial-
mesenchymal transitions. Nat Rev Mol Cell Biol 7:131-142, 2006.

Tzouvelekis A, Harokopos V, Paparountas T, Oikonomou N, Chatziioannou
A, Vilaras G, Tsiambias E, Karameris A, Bouros D, Aidinis V. Comparative

expression profiling in pulmonary fibrosis suggests a role of Hypoxia-Inducible

146


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sakamoto%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21131445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yazawa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21131445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baba%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21131445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sato%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21131445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kanegae%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21131445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirai%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21131445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saito%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21131445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goto%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21131445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kurahashi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21131445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shafieian%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25580742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25580742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25580742
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shin%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22323302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cho%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22323302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22323302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Han%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22323302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khalmuratova%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22323302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20SW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22323302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jeon%20SY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22323302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Min%20YG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22323302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Min%20YG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22323302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22323302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rhee%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22323302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22323302
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shyamsundar%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24716610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McAuley%20DF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24716610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ingram%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24716610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gibson%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24716610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O'Kane%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24716610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McKeown%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24716610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McKeown%20ST%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24716610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Edwards%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24716610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taggart%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24716610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elborn%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24716610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Calfee%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24716610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matthay%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24716610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O'Kane%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24716610
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sonnylal%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23525012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23525012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23525012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tam%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23525012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sreeram%20VR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23525012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ponticos%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23525012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Norman%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23525012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Agrawal%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23525012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abraham%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23525012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Crombrugghe%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23525012

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Factor-1a in disease pathogenesis. Am J Respir Crit Care Med 176:1108-1119,
2007.

Uchida T, Rossignol F, Matthay MA, Mounier R, Couette S, Clottes E, Clerici
C. Prolonged hypoxia differentially regulates hypoxia-inducible factor (HIF)-1
alpha and HIF-2 alpha expression in lung epithelial cells: implication of natural
antisense HIF-1 alpha. J Biol Chem 279: 14871-8, 2004.

Willis BC, Liebler JM, Luby-Phelps K, Nicholson AG, Crandall ED, du Bois
RM, Borok Z. Induction of epithelial-mesenchymal transition in alveolar epithelial
cells by Transforming Growth Factor-B1. Potential role in idiopathic pulmonary
fibrosis. Am J Pathol 166:1321-1332, 2005.

Wang Y, Folkesson HG, Jayr C, Ware LB, and Matthay MA. Alveolar epithelial
fluid transport can be simultaneously upregulated by both KGF and beta-agonist
therapy. J Appl Physiol 87: 1852-1860, 1999.

Yang M-H, Wu K-J. TWIST activation by hypoxia inducible factor-1 (HIF-1).
Implications in metastasis and development. Cell Cycle 7: 2090-96, 2008.

Zeisberg M, Neilson EG. Biomarkers for epithelial-mesenchymal transitions. J
Clin Invest 119: 1429-37, 2009.

Zhou G, Dada LA, Wu M, Kelly A, Trejo H, Zhou Q, Varga J, Sznajder JI.
Hypoxia-induced  alveolar  epithelial-mesenchymal  transition  requires
mitochondrial ROS and hypoxia inducible factor 1. Am J Physiol Lung Cell Mol
Physiol 297:L1120-L1130, 2010.

147



Figure legends

Figure 1: Experimental protocol and characterization of rat primary
alveolar epithelial cells. A. At day 0, rat AEC were isolated and seeded on semi-
permeable filters, and hMSC (passage n, with 2 < n < 5) were seeded on plastic
dishes. At day 1 (24h after AEC isolation), rat AEC on filters cultured alone or co-
cultured with hMSC (bottom of the wells) were exposed to either normoxia (21% O32)
or hypoxia (1.5% Og) for up to 12 days. Note that for 12-day co-cultures, hMSC were
replaced after 6 days of exposure by “fresh” hMSC from the same donor (passage
n+1), seeded at the same density as for day 0. B. Representative gel showing the
expression of surfactant protein A (sftpat), B (sftob) and C (sftoc) mRNA transcripts
by RT-PCR at day 0, 1, 3 and 6 in primary rat AEC grown under normoxic condition.
C. Expression of AQP5 protein by Western blot at day 1, 3 and 6 in primary rat AEC

grown under normoxic condition.

Figure 2: Effects of hypoxia on alveolar epithelial cell phenotype. At day 1
after isolation, rat AEC monolayers were exposed to a normoxic (21% Oz2) (gray bars)
or a hypoxic (1.5% Oz2) (black bars) atmosphere for 6 or 12 days. A: Representative
immunostainings of E-Cadherin (red) (first column), ZO-1 (green) and TTF-1 (red)
(second column), ZO-1 (red) and vimentin (green) (third column), ZO-1 (red) and a-
SMA (green) (fourth column) after 6 days of exposure (original magnification X 400).
Nuclei were stained with DAPI (blue) except for ZO-1/TTF-1 stainings. B:
Representative immunoblots showing the expression of E-cadherin, TTF-1 and AQP-
5 in AEC. The intracellular protein B-actin was used as a loading control.
Densitometric signals were normalized for the corresponding B-actin signal (n=10
separate experiments for E-Cadherin, n=3 for AQP-5, n=7 for TTF-1). C:
Representative immunostainings of ZO-1 (green) and TTF-1 (red) (first column),
vimentin (green) (second column) and a-SMA (green) (third column) after 12 days of
normoxic or hypoxic exposure (original magnification X 400). Nuclei were stained
with DAPI (blue) except for ZO-1/TTF-1 stainings. D: Representative immunoblots
showing the expression of E-cadherin, TTF-1, vimentin, o-SMA and B-actin in
nomoxic/hypoxic AEC. Densitometric signals normalized for the corresponding (-

actin signal (n=4-5 separate experiments). Statistical significance was calculated
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from the raw data by paired t test. *, ***: significantly different from normoxic value
(p<0.05 and p<0.001, respectively). NS: not significant.

Figure 3: Effect of hypoxia on human mesenchymal stem cell phenotype.
Human MSC grown on plastic were exposed for 6 days to normoxia (21% Oz2) or
hypoxia (1.5% Og2), either alone or in co-culture with rat AEC. A: Morphological
appearance of hMSC by light microscopy (hematoxylin staining; original
magnification X 100). B: Expression of hMSC surface markers by flow cytometry (n=3
separate experiments). C: Representative immunoblots showing the expression of a-

SMA, vimentin and B-actin.

Figure 4: Effect of co-culture with hMSC on hypoxia-induced alterations of
alveolar epithelial cell phenotype. At day 1 after isolation, rat AEC monolayers on
transwell filters were maintained in normoxia (21% Oz2) (gray bars), or exposed to
hypoxia (1.5% Oz2) either alone (black bars) or in co-culture with hMSCs at the bottom
of the wells (hatched bars) for 6 or 12 days. In some experiments, AEC were
incubated with hMSC conditioned media (hMSC-CM) throughout hypoxic exposure.
A: Transepithelial electric resistance (Rt) values across AEC monolayers after 6
days of exposure (n=13 filters per condition from 6 independent experiments). B:
Representative immunostainings of E-cadherin (nuclei stained with DAPI), and ZO-1
(green) and TTF-1 (red) in AEC monolayers after a 6-day exposure (original
magnification X 400). C: Representative immunoblots showing the expression TTF-1
and B-actin. Densitometric signal for TTF-1 normalized for the corresponding p-actin
signal (n=5 separate experiments). D: Transepithelial electric resistance values after
a 12-day exposure (n=15 filters per condition from 9 independent experiments). E:
Representative immunostainings of ZO-1 (green) and TTF-1 (red) in AEC
monolayers after a 12-day exposure (original magnification X 400). F: Representative
immunoblots showing the expression TTF-1, E-Cadherin (E-cadh), Vimentin (Vim)
and B-actin, and densitometric signals normalized for the corresponding B-actin
signal (n=4-6 separate experiments). Statistical significance was calculated from the
raw data by one-way ANOVA. *, **, ***: significantly different from normoxic value
(p<0.05 and p<0.01 and p<0.001, respectively) and #: significantly different from
hypoxic value (p<0.05). NS: not significant.
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Figure 5: Effect of hMSCs on Hypoxia-Inducible Factor expression in
alveolar epithelial cells. Rat AEC monolayers on transwell filters were maintained in
normoxia (21% Oz2) (gray bars), or exposed to hypoxia (1.5% Oz2) either alone (black
bars) or in co-culture with hMSCs at the bottom of the wells (hatched bars) for
various exposure times (2h, 3h, 24h or 48h) as indicated. A and B: expression of
HIF1-a, HIF2-a and B-actin in AEC exposed to normoxia (gray bars) or hypoxia for 2
and 3 h in the absence (black bars) or presence (hatched bars) of hMSC co-culture
(representative immunoblots in panel A, densitometric quantification of HIF1-a
normalized for B-actin signal in panel B). C and D: expression of HIF1-a and p-actin
in AEC exposed to normoxia or hypoxia for 24 and 48 h in the absence or presence
of hMSC co-culture (representative immunoblot in panel C, densitometric
quantification at 24h in panel D). E and F: expression of HIF2-a and B-actin in AEC
exposed to normoxia or hypoxia for 24 and 48 h in the absence or presence of hMSC
co-culture (representative immunoblot in panel E, densitometric quantification at 24h
in panel F). Results represent means + SE (n=4-5 separate experiments). Statistical
significance was calculated from the raw data by one-way ANOVA. *, ** ***
significantly different from normoxic value (p<0.05, p<0.01 and p<0.001,

respectively).

Figure 6: Effect of hMSC on transcription factors involved in hypoxia-
induced EMT in alveolar epithelial cells. Rat AEC monolayers on transwell filters
were maintained in normoxia (21% Oz) (gray bars), or exposed to hypoxia (1.5% O2)
either alone (black bars) or in co-culture with hMSCs at the bottom of the wells
(hatched bars) for various exposure times (2h to 48h) as indicated. A: Time-course of
the expression of SNAILT mRNA transcripts as assessed by qRT-PCR (n=3); B:
Representative immunoblots showing the expression of SNAIL1 and B-actin in AEC
after 2 and 3h of exposure, and densitometric quantification of SNAIL-1 signal
normalized for the corresponding B-actin signal (n=3). C: Relative expression of
ZEB1 mRNA transcripts in AEC at 24h as assessed by gRT-PCR (n=5-11). D:
Relative expression of TWIST1 mRNA transcripts in AEC at 48h (n=5-9). *, ***:
significantly different from normoxic value (p<0.05 and p<0.001, respectively) and ##:
significantly different from hypoxic value (p<0.01) (one-way ANOVA).
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Figure 7: Effect of hMSC on profibrotic factor expression in alveolar
epithelial cells. A: Rat AEC monolayers on transwell filters were maintained in
normoxia (21% Oz2) (gray bars), or exposed to hypoxia (1.5% Oz2) either alone (black
bars) or in co-culture with hMSCs at the bottom of the wells (hatched bars) for 24h or
48h exposure times as indicated, and relative expression of TGF1 mRNA transcripts
in AEC at 24h was assessed by qRT-PCR (n=4-10). B: Concentration of free TGFf1
in apical medium of AEC at 24h as assessed by ELISA (n=3). C: Relative expression
of CTGF mRNA transcripts in AEC at 48h (n=4-9). D: Representative immunoblots
showing the expression of CTGF and B-actin in AEC after 24 and 48h of hypoxic
exposure (experiments were repeated twice with similar results). E to G: rat AEC
were exposed for 48h (E-F) or 6 days (G) to normoxia or hypoxia in the absence or
presence of 10uM SB431542 (SB), an inhibitor of ALK5, a TGFp1 type | receptor
kinase. TWIST1 (E) and CTGF (F) mRNA transcripts were quantified at 48h (n=4-5),
and immunostaining of TTF-1 (green) was performed after 6 days (G) (n=3). **, ***:
significantly different from normoxic value (p<0.01 and p<0.001, respectively) and ##,
###: significantly different from hypoxic value (p<0.01 and p<0.001, respectively)
(one-way ANOVA).

Figure 8: Effect of KGF on hypoxia-induced EMT in alveolar epithelial
cells. A: Rat AEC monolayers on transwell filters were maintained in normoxia (21%
Oz2) (gray bars) or exposed to hypoxia (1.5% O32) for 24h in the absence (black bars)
or in the presence of increasing concentrations of rhKGF (final concentration in
culture medium: 125, 250 or 500 pg/ml) (hatched bars) as indicated and relative
expression of TGFB1 mRNA transcripts was assessed by qRT-PCR (n=3-5). B and
C: Relative expression of TWIST1 mRNA transcripts (n=4-9) and of CTGF mRNA
transcripts in AEC at 48h (n=4-9) in the absence or presence of rhKGF (250 pg/ml).
D. Representative immunoblots showing the expression TTF-1 and B-actin after a 6
day-exposure to normoxia or hypoxia in the absence or presence of rhKGF (250
pg/ml). Densitometric quantification of TTF-1 signal normalized for the corresponding
B-actin signal (n=4). E: Relative expression at 48h of TWIST1 mRNA transcripts in
hypoxic AEC treated with hMSC-CM depleted in KGF (hMSC-CM + anti-KGF) or not
depleted (hMSC-CM + 1gG) (n=3). **, ***: significantly different from normoxic value
(p<0.01 and p<0.001, respectively) (one-way ANOVA). #, # #, # # #: significantly

different from hypoxic value (p<0.05, p<0.01 and p<0.001, respectively).
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Table 1. Sequence and length of primers used for quantitative real-time

PCR
Sequence name
Forward primer Reverse primer
(bp)
SNAIL1 (120) GCTCCTCACTGCCAGGATTC CTGCCTTCCATCAGCCATCT
SNAILZ (90) CATTAGAACACACACTGGGGA TGCAGATGTGCCCTCAGGTT
AA
ZEB1 (90) CCGTAAGTTCAAGTGCACCG GTGGGACTGCCACTGTGGAT
TWIST1 (108) CTACGCCTTCTCCGTCTGGA CAATGACATCTAGGTCTCCGGC
CTGF (100) CCTAGCTGCCTACCGACTGG CTTAGAACAGGCGCTCCACT
TGFB1 (146) TGAGTGGCTGTCTTTTGACG TGGGACTGATCCCATTGATT
ACCGTGAAAAGATGACCCAG
B-actin (74) A CACAGCCTGGATGGCTACGT
SPA (135) CCTGGAGAACGTGGAGACAA GCTGAGGACTCCCATTGTTTG
SPB (76) TGATTCCAAGGGTGTGCTG CAGATGCCACCCACCACC
SPC (92) ATGGAGAGCCCACCGGATTA ACCACGATGAGAAGGCGTTT
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6.2. Schéma de 1’étude
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6.3. Résumé des résultats

Ce travail a permis de mettre en évidence les modifications phénotypiques des cellules
épithéliales alvéolaires soumises a une hypoxie chronique, ainsi que 1’effet préventif des
cellules souches mésenchymateuses dans un modele de co-culture in vitro sans contact, afin

d’étudier les effets paracrines mis en jeu.

Lorsque les CEA sont en situation d’hypoxie, on observe une stabilisation rapide des
facteurs de transcription HIF-1a et HIF-20, ainsi que la transcription et I’expression de
facteurs de transcription impliqués dans la TEM, a savoir SNAIL, TWIST1 et ZEB1. De plus,
on constate I’augmentation de I’expression et/ou la sécrétion de médiateurs pro-fibrosants tels
que le TGF-B1 et le CTGF, connus pour induire la TEM. Des modifications phénotypiques
importantes surviennent lorsque I’hypoxie devient chronique (entre 6 et 12 jours). Les
résistances trans-épithéliales (Rtg) diminuent, signifiant la perte de 1’étanchéité¢ de
I’épithélium formé in vitro. La perte progressive d’expression des marqueurs épithéliaux
(TTF1, AQPS, ZO-1 et E-cadhérine) est couplée a ’apparition, elle-méme progressive, de
marqueurs mésenchymateux (a-SMA et vimentine) observée en immunofluorescence et

quantifiée en western blot.

Ces modifications phénotypiques sont prévenues tout ou partie par la co-culture avec les
CSM humaines. L’expression des médiateurs pro-fibrosants TGF-p et CTGF et des facteurs
de transcription pro-TEM ZEBI1 et TWISTI sont réduites. SNAIL n’est cependant pas modulé
dans les CEA par la co-culture en présence de CSM. L’utilisation d’un inhibiteur du récepteur
du TGF-p rétablit I’expression de TTF1 apres 6 jours d’hypoxie, et inhibe la transcription de
CTGF et de TWIST1. Le recombinant humain du keratinocyte growth factor (rhKGF) a une
concentration équivalente a celle retrouvée dans le milieu conditionné des CSM permet de
réprimer D’expression du TGF-B1 et de ses cibles TWISTI et CTGF dans les CEA
hypoxiques. Le milieu conditionné déplété en KGF n’est pas capable d’induire la diminution

de la transcription de TWIST1 en hypoxie.

Ainsi, les CSM humaines permettent de protéger les CEA contre les modifications
phénotypiques évocatrices de TEM en hypoxie chronique, par un mécanisme inhibant la voie

du TGF-B1 probablement dii en partie a la sécrétion de KGF par les CSM.
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6.4. Discussion

6.4.1. Critique et limite du modele utilise

Lors de ces travaux, les CEA en culture ont été soumises a un environnement hypoxique
fixé a 1.5% d’0,. Cette valeur correspond a une pression partielle en oxygene dans le milieu
de culture de 45 mmHg. Le choix de ce niveau d’hypoxie repose d’une part sur les données de
la littérature, ou de nombreuses cultures cellulaires ont été réalisées de cette maniére. D’autre
part, de telles valeurs de PO, peuvent vraisemblablement étre observées dans les alvéoles
pulmonaires des patients au cours des €pisodes d’exacerbations aigu€s de FPI, mais aussi dans

d’autres atteintes du parenchyme pulmonaire tel que le SDRA.

Une limite importante de ce travail est 1’utilisation en co-culture de CEA de rats avec des
CSM humaines. L’utilisation de ces dernicres était justifiée par le fait que ce seront des CSM
humaines qui seront potentiellement utilisées dans les essais de thérapie cellulaire chez les
patients atteints de SDRA ou de FPI. Plusieurs travaux réalis€s in vivo ont bien montré le rdle
bénéfique de 1’administration de CSM humaines dans divers modeles murins d’atteinte

pulmonaire (Ortiz 2003, Rojas 2005, Moodley 2009, Li 2015). Les especes murines et

I’Homme possedent dans leurs génomes de fortes homologies de séquences, ce qui permet de

valider les expériences réalisés chez ces animaux, ainsi que nos modeles in vitro.

Les CSM humaines ont été isolées a partir de dons de moelle osseuse, puis caractérisées et
purifiée dans le laboratoire de thérapie cellulaire de 1’hopital St Louis (Paris). Les criteres de
définition des CSM sont scrupuleusement respectés tout au long de leur culture (Dominici

2006, Keating 2012). Parmi les principales propriétés des CSM, figurent la faible expression

de molécules du complexe d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I et II a leur surface et
I’absence d’expression de molécules co-stimulation des lymphocytes T (CD40, CD80 et
CD86) permettant leur administration allogénique, faisant d’elles des candidates idéales pour

des thérapeutiques innovantes en thérapie cellulaire (pour revue Weiss 2011, Weiss 20135,

Antunes 2014). Nous avons vérifi¢ que les CSM n’adoptaient pas un phénotype de

myofibroblastes dans nos cultures en hypoxie, par immunofluorescence (marquage de 1’a-
SMA et de la vimentine) et par western blot apres 6 jours de culture. Ce maintien des
caractéristiques phénotypiques est cohérent avec le fait que les CSM évoluent dans la moélle
osseuse dans un environnement hypoxique de maniere physiologique, avec des niveaux

d’oxygene allant de 1 a 7% (Fehrer 2007).
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La culture de CEA primaires isolées de tissu pulmonaire humain aurait été préférable a
celle de CEA de rat. Notre laboratoire a pu réaliser des extractions de CEA humaines a partir
de poumons de donneurs non retenus pour la transplantation, selon les recommandations de
I’agence de la biomédecine. Cependant, malgré le suivi du protocole fourni par le Pr Matthay
de I'université de San Francisco, le rendement de I’isolement cellulaire était relativement
faible, et la viabilité insuffisante des PII ainsi obtenus n’a pas permis I’étude de la TEM qui
demande des temps de culture prolongés. Dans de nombreuses études, la culture de cellules
primaires de rats a été utilisée comme substituts des CEA humaines. Les CEA de rat, et plus
particuliérement les PII, possedent, a I’instar des cellules humaines, une faible capacité
proliférative a un stade physiologique, la capacité a établir des jonctions intercellulaires et a
former un tapis cellulaire en culture, recréant ainsi un épithélium en culture in vitro. Ces
caractéristiques sont difficiles a retrouver dans des lignées cellulaires. La lignée A549
fréquemment utilisée présente des défauts majeurs, a savoir une capacité de prolifération
élevée (temps de doublement de 48h), une capacité moindre a former des jonctions
intercellulaires, avec une résistance trans-épithéliale 2-3 fois moins importante que dans des

cultures primaires (Kobayashi 1995), rendant problématique I’étude de la TEM. De plus, les

cellules A549 dérivent d’un carcinome bronchiolo-alvéolaire, et leur phénotype cancéreux est

peu adapté a 1’étude de la TEM dans le contexte de fibrogénése.

Un des problemes rencontré lors de cultures primaires est la contamination éventuelle par
les fibroblastes pulmonaires lors de I’isolement. Leur présence en grand nombre conduirait a
une mauvaise interprétation des résultats impliquant la TEM. Pour limiter ce risque, nous
avons utilisé des rats jeunes (125 g, soit agés d’environ 5 semaines) car nous avons constaté
que le risque de contamination fibroblastique était plus ¢élevé avec 1’utilisation de rats plus
agés. De plus, de la cis-hydroxy-L-proline a été systématiquement ajoutée au milieu de
culture pendant les 48 premieres heures de culture. Cette molécule est un analogue de la
proline, qui inhibe la syntheése de collagéne par les fibroblastes et leur prolifération (Kao
1977). Ces différentes précautions ont permis de garantir une pureté cellulaire satisfaisante
atteignant plus de 92% (testé par marquage des corps lamellaires par la phosphine 3R), les
contaminants étant principalement des macrophages. Les marqueurs mésenchymateux tels
que a-SMA ou vimentine n’ont été qu’exceptionnellement détectés par Western blot ou
immunofluorescence a 4 ou 6 jours de culture (Figure 1A), et lorsque c’était le cas, les
cultures ont été exclues de I’étude en raison d’une probable contamination fibroblastique lors

de I’1solement.
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Dans ce travail, nous avons étudié des marqueurs épithéliaux et mésenchymateux. La
diminution ou disparition des premiers et 1’apparition des seconds évoquent une TEM.
Néanmoins, les propriétés myofibroblastiques n’ont pas été étudiées ici. En particulier, nous
n’avons pas évalué I’impact de ces changements phénotypiques sur la motilité¢ des cellules et
leur production de collagene, données qui permettraient de « renforcer » la notion de TEM, au
moins in vitro, comme cela a pu €tre rapporté dans de précédentes études (Willis 2005, Yang

2013).

Enfin, nos expériences montrant 1’effet bénéfique du KGF sur la prévention de la TEM
dans les CEA induite en hypoxie, nous avons testé 1’effet du milieu conditionné de CSM
déplét¢ en KGF. De maniére intéressante, ce milieu n’était plus capable d’induire la
diminution de la transcription de TWIST1 en hypoxie, mettant ainsi en avant son role
essentiel dans la prévention de la TEM par les CSM. Il aurait cependant été préférable de
garder le modele de co-culture avec I’utilisation de CSM ne produisant plus de KGF.
Cependant, la méthode de siRNA employée lors de plusieurs tentatives afin d’inhiber
I’expression de KGF n’était pas optimale entre nos mains, la sécrétion de KGF déterminée en

ELISA n’étant diminuée environ que de 50 a 60%.

6.4.2. Influence de I’Hx chronique sur le phénotype des CEA

La mesure des résistances trans-épithéliales (Rtg) permet d’évaluer le caracteére plus ou
moins serré des jonctions intercellulaires dans des monocouches de cellules cultivées sur filtre
semi-perméable. En condition normoxique, les Rte de CEA en monocouches atteignent un pic
a Jo (1635 + 395 Q.cm2), témoignant du caractere serré des jonctions, puis décroissent
progressivement pour atteindre des valeurs voisines de 600 Q.cm2 a J13 de culture, ce qui
reste acceptable. La caractérisation phénotypique des CEA primaires de rat en culture en
condition normoxique a montré que ces cellules conservaient au cours du temps 1’expression
de marqueurs épithéliaux typiques des PII (expression des transcrits des protéines du
surfactant SPA, SPB et SPC jusqu’a au moins J6, expression nucléaire de TTF-1 jusqu’a J13).
Cependant, les cellules exprimaient également des marqueurs typiques de PI, tels que I’AQPS,
détectable a partir de J3 apres 1’isolement. Ce phénomene, précédemment rapporté dans la

littérature (Borok 1997, Willis 2005), indique que les CEA primaires de rat adoptent

progressivement en culture un phénotype intermédiaire avec des caractéristiques de PII et de

PI, mais restent clairement des cellules épithéliales.
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En hypoxie, les valeurs de Rtg chutent drastiquement apres 6 jours, et plus encore apres 12
jours. Cette diminution des Rte en hypoxie s’accompagne de profondes modifications
morphologiques, avec des cellules qui perdent progressivement leur aspect polygonal.
L’expression des marqueurs €pithéliaux est modulée de maniére différentielle dans le temps.
L’expression du facteur de transcription nucléaire TTF-1 et de ’AQPS5 est rapidement
diminuée (entre 4 et 6 jours), tandis qu’il faut attendre un temps plus long (12 jours) pour
observer une franche diminution de I’E-cadhérine et la disparition de ZO-1. Les marqueurs
mésenchymateux (vimentine, a-SMA), quant a eux, apparaissent apres une hypoxie longue

(12 jours), en méme temps que 1’extinction des marqueurs épithéliaux.

6.4.3. Mécanismes de la TEM en hypoxie
6.4.3.1. Role de I’hypoxie et implication de la voie HIF

Dans nos expériences, les facteurs de transcription induits par I’hypoxie HIF1-a et HIF2-a
sont rapidement stabilisés en hypoxie. Dés les 2 ou 3 premieres heures d’hypoxie, les 2
isoformes sont détectables en Western blot, bien que HIFI-a le soit plus rapidement.
L’expression de HIF2-o est transitoire et disparait lors d’une hypoxie prolongée de 48h,
contrairement a HIF1-a qui reste stabilis¢ bien qu’a un niveau plus faible. Le role de
I’hypoxie (et notamment de HIF) dans I’induction de la TEM a été¢ montré dans un modéle de
fibrogenese rénale (Higgins 2007). Son role a été assez peu analysé dans des modeles
d’agression pulmonaire mais cependant son influence a ét€¢ mise en évidence dans des lignées
de cellules épithéliales chez différentes especes (A549 chez I’ Homme, RLE-6TN chez le rat,
MLE 12 chez la souris) (Zhou 2009). L’induction de la TEM par HIF a été montrée en
hypoxie, mais aussi lors de ’administration de chlorure de cobalt (CoCl2), un inhibiteur des
PHD (Zhang 2013). Le role de HIF1-a dans 1’induction la TEM a été montré au cours de la
fibrose rénale expérimentale chez la souris et également dans des cellules tumorales,
permettant ainsi la progression de la maladie ou la dissémination de tumeurs (Zhang 2013,
Higgins 2007). D’autre part, HIF2-a est impliqué dans la TEM, la croissance tumorale et

participe ainsi a la progression tumorale au niveau du poumon (Kim 2009b).

Parmi les nombreux génes comportant un domaine de réponse a I’hypoxie (domaine HRE),
certains sont impliqués dans la TEM, et représentent donc des cibles potentielles de HIF. Le
profil d’expression de HIFI1-a est corrélé a I’expression de SNAIL, I’E-cadhérine, la N-

cadhérine et la vimentine (Luo 2011, Zhang 2013). TWISTI est sous la dépendance de HIF1-
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o mais aussi de HIF2-a (Yang 2008a, Liu 2014). De plus, les médiateurs pro-fibrosants TGF-
B1 et CTGF peuvent étre induits par HIF-a (Norman 2000, Hung 2012, Higgins 2004, Finger
2014, Xiang 2015).

6.4.3.2. Autres facteurs de transcription impliqués dans

la TEM

Nous avons étudié les différents facteurs de transcription impliqués dans ce phénomene.
De¢s les premieres heures d’hypoxie, on constate une augmentation de 1’expression de SNAIL,
sans modification de sa transcription. Lorsque I’hypoxie est prolongée cependant, son
expression revient a un niveau basal. Le facteur de transcription SNAIL réprime 1’E-cadhérine
(Cano 2000). De facon intéressante, la surexpression de SNAIL (et de SLUG) est observée en
ARN et en protéine dans les A549 traités au TGF-B, comme dans les CEA isolées de

poumons de souris 7 jours apres avoir été traitées a la bléomycine (Jayachandran 2009).
L’utilisation de siRNA dirigés contre SNAIL et SLUG a mis en évidence le role pro-TEM de
ces facteurs de transcription. En outre, chez les patients atteints de FPI, on note une

surexpression de SNAIL, sans que sa transcription ne soit augmentée (Jayachandran 2009).

Dans nos expériences, ZEB1 et TWISTT1 sont induits plus tardivement que SNAIL a 24h et
48h d’hypoxie, respectivement. TWIST1 n’est pas surexprimé dans les CEA issus de patients

atteints de FPI, mais a été retrouvé dans les foci fibroblastiques (Pozharskaya 2009, Lomas

2012). 11 a par ailleurs été rapporté que I’expression de ZEB1 dans les CEA de patients

atteints de FPI était corrélée au déclin de la fonction respiratoire (Park 2014).

L’¢étude de ces facteurs de transcription a été réalisée dans notre étude de maniere globale,
sans analyser I’impact de chacun de manicre indépendante. L’activation de ces facteurs est
complexe, avec de nombreuses voies d’activation et de régulation, ainsi qu’une coopération

entre ces facteurs entrainant une boucle de régulation positive (Lamouille 2014). Néanmoins,

nous retrouvons bien la cinétique précédemment rapportée dans la littérature, avec d’abord

I’activation de SNAIL, puis celle de ZEBI1 et enfin celle de TWIST1.
6.4.3.3. Les facteurs pro-fibrosants

Le TGF-B1 et le CTGF sont des inducteurs des facteurs de transcription décrits ci-dessus

(pour revue Nieto 2002, Dave 2011). La transcription et sécrétion apicale du TGF-B1 est

augmentée des les 24 premiceres heures d’hypoxie, tandis que cette augmentation est relevée
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plus tard a 48h concernant le CTGF. Ce résultat est cohérent du fait que le CTGF soit une
cible transcriptionnelle du TGF-B (Grotendorst 1997, Bonniaud 2005b). Dans notre modele,

les concentrations de TGF-B1 activé dans le milieu apical des CEA en hypoxie sont de 1’ordre
de 50 pg/ml. Ces concentrations sont 20 a 100 fois moins élevées que les concentrations de
TGF-B1 recombinant humain utilisées dans les modeles de TEM induite par le TGF-B1
utilisant également des CEA de rats en culture primaire (Willis 2005). Néanmoins, elles sont
comparables aux concentrations mesurées dans le milieu de culture de CEA de rat exposées
48h a I’hypoxie par Zhou et al (Zhou 2009). Dans cette étude, I’utilisation d’un inhibiteur du
TGF-BR1 (le SB431542) suffisait a réprimer la TEM en hypoxie (Zhou 2009), soulignant le
role clé de la voie du TGF-B1 dans la TEM induite par I’hypoxie. Dans des expériences
complémentaires, nous avons montré que le traitement des CEA hypoxiques par le SB431542
inhibait la transcription de TWIST1 et de CTGF, et prévenait la perte du marqueur épithélial
TTF1 observée a J6. La concentration observée de TGF-B1 serait ainsi, tout du moins dans

notre modele en hypoxie, suffisante pour déclencher la TEM par un mécanisme autocrine.

6.4.4. Role paracrine des CSM

Cette étude met en avant des propriété€s intéressantes des CSM. En effet, de par leurs
capacités sécrétoires, les CSM permettent de préserver le phénotype épithélial des CEA. Cette
inhibition de la TEM passe par la diminution de I’expression de TGF-B1 et de CTGF, et des
facteurs de transcription TWIST1 et ZEB1, alors que la stabilisation de HIF et la transcription

de SNAIL ne sont pas modulées.

Les CSM sécretent de tres nombreux médiateurs. Nous nous sommes intéressés
particuliecrement au KGF, dont le réle bénéfique pour les CEA a déja été rapporté dans

plusieurs études (Lee 2009a, Goolaerts 2014, Zhu 2014, Li 2015). Dans notre modele, la

concentration de KGF dans le milieu conditionné des CSM s’¢élevait a des valeurs moyennes
de 273 pg/ml. Les expériences réalisées avec du KGF recombinant humain a ces
concentrations montrent que celles-ci sont suffisantes pour diminuer la sécrétion apicale de
TGF-B1 et prévenir la TEM (maintien des Rtg et de I’expression de TTF-1 et de ZO-1,
inhibition de la transcription de TWIST1). A DI’inverse, 1’utilisation de milieu conditionné
déplété en KGF ne parvient plus a réprimer la transcription de TWIST1. Le KGF semble donc
étre un facteur nécessaire pour inhiber la TEM induite par I’hypoxie. Cependant, d’autres

médiateurs paracrines sont sans doute également impliqués. En effet, le KGF recombinant ne
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supprime pas I’induction de ZEB1 en hypoxie alors que la co-culture avec les CSM le fait,

suggérant la participation d’autres facteurs paracrines dans I’effet bénéfique des CSM.

Le role bénéfique du KGF est décrit dans de nombreux modéles d’agression alvéolaire in
vivo et ex vivo (agression par 1’hyperoxie, induction de SDRA ou de fibrose...) (Panos 1995,

Yano 1996, Guery 1997, Lee 2009a, Sakamoto 2011, Lee 2013b, Li 2015). De maniere

intéressante, 1’administration de KGF posséde un effet bénéfique en prévention avant une
agression, mais est ¢galement efficace lorsque 1’administration est effectuée sur des poumons
déja 1ésés. Cet effet protecteur est également mis spécifiquement en évidence dans les CEA in
vitro, en restaurant 1’activité du transport transépithélial de sodium et en limitant leur

apoptose (Goolaerts 2014, ci-dessous).

Le KGF est connu comme inducteur de plusieurs voies de survie (AMPK, ERK1/2, JNK,
p38) (Qiao 2008). La voie JNK (c-jun N-terminal kinase) est suggérée comme étant
antagoniste de la voie du TGF-B1 (Wu 2009). 1l a également été rapporté que 1’administration
de KGF dans la peau inhibait la production de TGF-B1 (Pereira 2007). Le mécanisme par
lequel le KGF pourrait inhiber I’expression de TGF-B1 dans les CEA n’est cependant pas
clairement connu. Une hypothése pourrait étre I’implication des ROS dans ce phénomeéne.
L’hypoxie en effet induit la production anormale de ROS par le complexe III de la chaine
respiratoire mitochondriale, ROS qui peuvent s’accumuler dans le cytosol (Chandel 1998,

Duranteau 1998, Chandel 2000). Ces especes, toxiques pour la cellule, pourraient intervenir

dans I’induction de la TEM (Felton 2009), et plus particuliecrement dans la TEM induite par
I’hypoxie (Zhou 2009). L’implication des ROS est confirmée par le fait que 1’utilisation
d’antioxydants (NAC, glutathion, Euk-134) inhibe la sécrétion de TGFB1 par les CEA et la
TEM, notamment au cours de 1’hypoxie (Felton 2009, Borok 1991, Zhou 2009). Par ailleurs,

les ROS peuvent activer le TGF-f latent dans le milieu extracellulaire, entrainant ainsi
I’induction d’une TEM (Jobling 2006). De facon intéressante, dans plusieurs types cellulaires,
le KGF présente une activité antioxydante. Le KGF permet en effet de réduire I’accumulation
de ROS, en augmentant ’activité et/ou I’expression d’enzymes antioxydantes telles que la

catalase, les SOD, la Gpx et la Peroxiredoxine (Kovacs 2009, Frank 1997, Beer 2000,

Chowdhury 2014). De plus, le KGF induit I’expression du facteur de transcription Nrf-2,

connu pour stimuler I’expression d’enzymes impliquées dans la détoxification des ROS
(Braun 2002). Ce facteur permet de réguler 1’état redox de la cellule, et de prévenir la fibrose

pulmonaire chez la souris (Cho 2004, Kikuchi 2010). De maniere intéressante, Nrf-2 pourrait

étre impliqué dans la pathogenese de la FPI (Artaud-Macari 2013, Walters 2008, Hecker
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2014). De facon intéressante, nous avons constaté que le milieu conditionné des CSM
diminuait I’accumulation des ROS en hypoxie dans les CEA primaires de rat en augmentant
I’activité de certaines enzymes antioxydantes (ci-dessous). On peut donc émettre I’hypothése
que le KGF pourrait inhiber la sécrétion de TGFB1 dans les CEA de rat hypoxiques via une

stimulation des défenses antioxydantes et une réduction des ROS.
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7.Effet des CSM sur 1’apoptose des CEA induite
par ’hypoxie

7.1.  Hypothese de travail et objectifs

L’apoptose accrue des CEA, notamment des CEA de type 2, est un phénomene
pathologique observé aussi bien au cours du SDRA que de la FPI, bien que les voies
apoptotiques impliquées soient en partie différentes dans ces deux pathologies (pour revue

Chambers 2015, pour revue Matthay 2014). L’hypoxie alvéolaire est susceptible de

déclencher I’apoptose des CEA via deux voies de signalisations. D’une part, [’hypoxie
entraine la stabilisation du facteur de transcription HIF-a, induisant ainsi 1’expression de
nombreux genes, dont certains codent des protéines pro-apoptotiques telles que Bnip3L
(Krick 2005). D’autre part, ’hypoxie entraine une production accrue d’espéces réactives a

I’oxygene (ROS) (Chandel 1998) dont ’accumulation est délétere pour les cellules (pour

revue Hamanaka 2009). En effet, cette augmentation de ROS occasionne de nombreux

dommages dans les cellules, et peut conduire a leur apoptose (pour revue Kim 2015). De
maniere intéressante, un déséquilibre de la balance entre facteurs oxydants et anti-oxydants
est détectée dans le sang et les lavages broncho-alvéolaires (BAL) chez les patients atteints de

FPI ou de SDRA (Borok 1991, Teramoto 1995, Rahman 1999, Lenz 1999, Bowler 2003).

Lors d’expériences préliminaires in vitro, nous avons constaté que I’hypoxie prolongée
induisait une diminution progressive du nombre de CEA primaires de rat cultivées sur support
semi-perméable, et que cette perte cellulaire était en partie prévenue par la co-culture avec des
CSM humaines [Figure 34]. Ces données expérimentales suggerent que la co-culture avec des
CSM pourrait limiter la mort cellulaire des CEA au cours de I’hypoxie, en réduisant leur

apoptose.
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Fig 34. Evolution du nombre de CEA en fonction du temps, du taux d’oxygéne en présence
ou non de CSM. Nombre de noyaux (marqués au DAPI) par champ (x400) de CEA de rats
cultivées seules sur support semi-perméables apres une exposition de 72h ou 96h a la
normoxie (Nx) ou a I’hypoxie (Hx, 1,5% O>), ou co-cultivées dans les mémes conditions avec

des CSM humaines (Nx CC et Hx CC) (M2 Shalini Sivarajah).

Nous avons donc émis I’hypothése que les CSM humaines pourraient exercer leur effet
bénéfique en limitant de maniére paracrine 1’apoptose des CEA induite par 1’hypoxie,

favorisant ainsi la réparation alvéolaire apres Iésion.
Les objectifs de cette étude in vitro ont été :

» de mettre en évidence le rdle anti-apoptotique paracrine des CSM humaines sur les

CEA de rats en hypoxie

» d’étudier les voies de signalisations apoptotiques déclenchées en hypoxie dans les

CEA et I’'impact du milieu conditionné des CSM humaines sur ces voies

» d’identifier des facteurs solubles sécrétés par les CSM susceptibles d’étre impliqués

dans leur effet cytoprotecteur

Ces travaux sont en cours de relecture par les auteurs avant soumission. J’ai pu exposer
oralement les principaux résultats lors de différents congres, notamment aux Journées de
Recherche Respiratoire (J2R) en 2013 ou a I’European Respiratory Society international

congress (ERS) 2015.
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Abstract

Acute or chronic alveolar injuries provoke massive apoptosis of alveolar epithelial
cells (AEC) that compromises an efficient repair of the alveolar epithelium and leads to
lung diseases such as ARDS or IPF. These disorders are commonly associated with local
alveolar hypoxia aggravating their progression through the stimulation of AEC
apoptosis. Administration of allogenic mesenchymal stem cells (MSC) has been shown to
limit lung inflammation and fibrosis in murine models of alveolar injury, through a still
poorly understood paracrine mechanism. We studied whether MSC could protect AEC
from hypoxia-induced apoptosis and the mechanisms involved. Rat primary AEC were
exposed for 4-48 hrs to normoxia or hypoxia (1.5% 02) in the presence or absence of
human MSC conditioned medium (hMSC-CM). hMSC-CM significantly reduced hypoxia-
induced apoptosis of AEC. Such an anti-apoptotic effect was also obtained with ROS
scavenger N-acetylcystein or HIF-1a inhibitor YC-1. hMSC-CM decreased the protein
expression of HIF1la and HIF2a and their pro-apoptotic target Bnip3 in hypoxic AEC.
hMSC-CM also reduced ROS accumulation and ROS-associated DNA damages in hypoxic
AEC by enhancing the activity of antioxidant enzymes and prevented the induction of
CHOP, a pro-apoptotic factor induced by ROS signaling. The paracrine effect of hMSC
was partly dependent on KGF and HGF secretion. hMSC prevent via a paracrine effect

hypoxia-induced apoptosis of AEC by modulating hypoxic and ROS signaling.

Key words

Mesenchymal stem cells, alveolar epithelial cells, apoptosis, hypoxia, Keratinocyte

Growth Factor, Hepatocyte Growth Factor
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Introduction

Alveolar epithelium homeostasis is critical for pulmonary function and requires an
efficient repair process in response to acute aggression or recurrent microinjuries.
Alveolar epithelial cells (AEC) are often altered during lung injury, undergoing massive
apoptosis. Their proliferation and differentiation play a key role in the repair process,
but inefficient or aberrant repair can occur and lead to the development of pulmonary
disorders such as idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) or acute respiratory distress
syndrome (ARDS). IPF is characterized by the accumulation of fibroblasts and an
excessive extracellular matrix deposition in alveolar septa, resulting in a re-arrangement
of the pulmonary parenchyme architecture that may compromise a correct ventilation of
alveoli (Chambers 2015). In ARDS, damages of endothelium and epithelium barriers
result in increased permeability of the alveolo-capillary barrier leading to edema fluid
accumulation that cannot be cleared efficiently (Matthay 2014). As a consequence, these
lung diseases are commonly associated with local alveolar hypoxia events (Tzouvelekis
2007) that may aggravate their progression. Indeed, we and others have shown that
hypoxia promotes AEC apoptosis (Krick 2005, Bouvry 2006) and AEC epithelial-
mesenchymal transition (EMT) (Zhou 2009), and therefore, hypoxia may participate to
the physiopathology of lung fibrosis.

The main cellular responses to hypoxia are triggered by hypoxia-inducible factors
(HIF). These heterodimer transcription factors consist of an Oz-regulated HIF-a subunit
and an Oz-insensitive HIF-1[3 subunit, whose activity relies on the stabilization of the a-
subunit in response to low Oz tension (Wang 1995, Ivan 2001). Overall, genes targeted
by HIF help cells to adapt to hypoxic stress and to maintain homeostasis. However, HIF
activation can also lead to initiation of pro-death pathways through the expression of
Bcl-2 family members such as Bnip3 and Bnip3L (Guo 2001, Krick 2005). Another O2-
sensing mechanism resides in the electron transport chain of mitochondria and was
shown to modulate signaling pathways through the generation of reactive oxygen
species (ROS) (Chandel 2000,). Under normoxic condition, about 2% of Oz consumed by
mitochondria is incompletely reduced, leading to the generation of superoxide radicals.

Cells possess a set of anti-oxidant enzymes acting in synergy to remove ROS and to
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maintain the redox state stable (Nordberg 2001). During hypoxia, transfer of electrons
to Oz is impaired at the level of Complex III, resulting in a paradoxical increased
production of ROS (Chandel 2000, Guzy 2005,) that is deleterious for the cells (Circu
2010).

There is currently no efficient treatment for ARDS or IPF. However, the use of
mesenchymal stem cells (MSC) represents a very promising therapeutic approach.
Indeed, the administration of allogenenic MSC has been shown to limit lung
inflammation, fibrosis and mortality in various murine models of alveolar injury (Ortiz
2003, Gupta 2007). How MSC mediate their beneficial effects remains unclear but it is
unlikely that it occurs through differentiation into AEC (Kotton 2005). There is
increasing evidence indicating they promote lung repair through their ability to secrete
a large variety of molecules such as immuno-modulating and anti-inflammatory
cytokines (Nauta 2007, Ortiz 2007), or growth factors with anti-apoptotic (Ray 2003,
She 2012, Fan 2000, Zhang 2008) or anti-oxidant properties (Valdes-Arzate 2009).
However, little is known about the potential paracrine impact of exogenous MSC on AEC

biology.

Here, we investigated in vitro whether human MSC could prevent apoptosis in
primary AEC stressed by hypoxia, as well as the mechanism(s) involved. We show that
human MSC conditioned medium (hMSC-CM) prevents rat AEC from hypoxia-induced
apoptosis. Our data indicate that hMSC-CM protective effect relies on its capacity to
modulate hypoxic signaling cascades in AEC by i) limiting HIF-1a and HIF-2a subunits
accumulation, and ii) reverting ROS accumulation and redox imbalance. Consequently,
expression of the pro-death proteins Bnip3 and CHOP is strongly down-regulated, while
Bcl-2 expression is increased. Finally we show that this protective paracrine effect is

partly dependent on keratinocyte and hepatocyte growth factors.
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Materials and methods

Ethic Statement

All animals used in experiments reported in this publication were housed and
handled by persons qualified by institutional committee according to University Paris 13

and the French Agriculture Department (agreement #B-93-008-01).

Isolation of AEC

I[solation of alveolar epithelial cells (AEC) was adapted from Planes et al. (Planes
2002). Briefly, lungs from pathogen-free male Sprague-Dawley rats (200-300 gr) were
perfused and lavaged, then instilled with 8 ml of solution of elastase (4 U/ml;
Worthington) for 15 min then instilled a second time with 7 ml elastase for 10 min.
Lungs were minced in a solution containing 1 mg of DNAse (Roche Diagnostics). After
addition of fetal calf serum (FCS) (Sigma), free cells were separated from lung tissue by
sequential filtration through sterile 100 pm and 30 pm nylon mesh. Cells were
centrifuged 8 min at 115 g, resuspended in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) (Gibco), and deposited on Petri-dishes plates. Non-adherent AEC were
harvested one hour later and resuspended in DMEM. The percentage of alveolar type 2
cells as assessed by phosphine 3R staining of lamellar bodies was 2 92% of freshly
isolated cells, and cell viability was > 95%. AEC were seeded at the bottom of plastic well
plates (Corning), and grown in DMEM containing 25 mM D-glucose, 10 mM HEPES, 23.8
mM NaHCO3, 1 mM sodium pyruvate, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml
streptomycin, 10 pg/ml gentamycin, and 10% FCS in a 5% CO2 - 95% air atmosphere.
The medium was changed 48h hours later and replaced with medium containing 5%
FCS. Fifty separate AEC isolations and cultures were performed in this study,

corresponding to 150 rats.

Isolation and culture of human mesenchymal stem cells

Human mesenchymal stem cells (hMSC) were isolated and purified from iliac crest
bone marrow during bone marrow graft processing for allogeneic transplantation of
consenting donors as described earlier (Arnulf 2007). hMCS were grown in minimum

essential medium o (a-MEM) supplemented with 2 mM L-glutamine, 100 U/ml
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penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 10 pg/ml gentamycin, 10% FCS and 1nM bFGF
(Invitrogen). Human MSC used in this study were obtained from twelve healthy donors,

and were used at passages 2 to 7.

hMSC conditioned medium preparation

In order to test the paracrine effect of hMSC on AEC death hMSC conditioned
medium (hMSC-CM) was used. hMSC at 80% confluence were grown in DMEM
containing 5% FCS for 24 hrs. Then, the supernatant was recovered, centrifuged at
15’000 g for 20 min, snap frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C. Conditioned
medium from normal human lung fibroblasts (NHLF; Lonza) was also prepared

following the same protocol.

Recombinant growth factors and hMSC condioned medium depletion

Recombinant human keratinocyte growth factor (rhKGF) (R&D systems) and
hepatocyte growth factor (rhHGF) (R&D systems) were added to AEC culture medium
according to the concentrations of KGF and HGF measured by ELISA (R&D systems) in

hMSC conditioned medium.

Conversely, hMSC conditioned medium was depleted for KGF or HGF using
proteinG/agarose beads (Sigma) coated with anti-KGF or anti-HGF monoclonal
antibodies (R&D systems) or with anti-IgG antibodies (as a control). hMSC conditioned
medium was incubated at 4°C overnight on wheel with antibodies-conjugated beads,

then centrifuged to remove the beads. Depletion efficiency was assessed by ELISA.

Exposure to hypoxia

Culture of cells under hypoxic conditions was performed in a hermetic and
humidified chamber (Saint Bernard Technologies, AYDAT) equilibrated with a gas
mixture containing 1.5% Oz - 5% COz - 93.5 % N2 (oxygen tension in culture media: 45
mmHg), and kept at 37°C for increasing periods of time (from 4 to 48 hours). Control
normoxic cells were maintained in a 21% 02 - 5% CO2 - 74% N2 humidified incubator for

the same periods of time (oxygen tension in culture media: 140 mmHg).
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Chemical treatments

In some experiments, cells were treated with 5 mM N-acetyl-L-cysteine (NAC),
(Sigma-Aldrich) to prevent the accumulation of radical oxygen species (ROS) and to
investigate their possible involvement in the deleterious effects of hypoxia. In other
experiments, cells were incubated with 10 pM 3-(5'-hydroxymethyl-2'-furyl)-1-benzyl-
indazole (YC-1) (Y102, Sigma-Aldrich), a compound that both decreases HIF1-a mRNA
transcription and HIF1 transcriptional activity (Chun 2001, Kim 2006, Li 2008).

Flow-cytometry assessment of apoptosis

Cells were seeded in 12-well plates (Corning). Following experimental treatments,
cells were washed twice with PBS. After rapid trypsinization, cells were incubated in
DMEM with 10% FCS for 15 min to restore membrane integrity and then centrifuged for
3 min at 1300 rpm. Apoptotic cells were identified by detection of APC annexin-V
binding (BD Pharmingen) on a flow cytometer (FACS Canto II, BD Biosciences). To
exclude necrotic cells, cells were double-stained with 2pg/ml propidium iodide

(Invitrogen).

Caspase 3 /7 activity

AEC were scrapped in lysis buffer (50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NacCl, 0,1% SDS, 10%
glycerol, 1 mM AEBSF, 5 mM EDTA, 10 uM pepstatin, 0,8 uM aprotinin). Cell lysates were
sonicated, then centrifuged 30 min 4°C at 15’000 g, and protein content was determined
using the Bradford method. Caspase activity was determined using 5ug extract and

caspase glo 3/7 kit according to the manufacturer’s instructions (Promega).

Antibodies

Rabbit anti-HIF1-a (NB100-479) and anti-HIF2-a (NB100-122) were purchased
from Novus Biologicals) and used at 1:500 and 1:1000, respectively. Rabbit anti-catalase
(#219010, Merck Millipore), anti-GPx1 (ab59546, Abcam), anti-SOD1 (Enzo life
Sciences) and anti-SOD2 (Enzo life Sciences) were used at 1:1000, 1:10000, 1:5000, and
1:7500, respectively. Mouse anti-B-actin (SC47778) and anti-CHOP (SC-575) were
purchased from Santa Cruz Biotechnology and used at 1:2000 and 1:500, respectively.

Rabbit anti-Phospho-Histone H2AX (Ser139) (CS 2577, cell signaling) was used at 1:400.
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Mouse anti-Bnip3 (B7931, Sigma-Aldrich) and rabbit anti-f-actin (A2103, Sigma-
Aldrich) were used at 1:1000 and 1:10000, respectively. Secondary HRP-conjugated
goat anti-rabbit (sc-2004, Santa Cruz Biotechnology) and rabbit anti-mouse antibodies

(Jackson Laboratories) were used at 1:10000.

Immunoblotting analysis

Cells were grown in 6-well plates (Corning). Following appropriate treatments, cells
were scraped on ice in phosphate-buffered saline (PBS). After centrifugation 5 min at
350 g at 4°C, the pellet was resuspended in lysis buffer (75 mM Tris pH 6.8, 2% SDS,
10% glycerol, 1.2 mM NaVO3, 1.2 mM PMSF, 1x protease inhibitors cocktail), and
subjected to sonication. Cell lysates were cleared by centrifugation 30 min at 15’000 g at
4°C, and protein concentration was determined using Bradford assay (Bio-Rad
Laboratories). Typically, 30-100ug of proteins were separated by SDS-PAGE and
transferred onto nitrocellulose membrane (GE Healthcare). Membranes were blocked in
TBS/Tween (150 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 7.4, 0.1% Tween 20) containing 5% (w/v)
dry milk powder and then incubated with primary antibodies (diluted in blocking
solution) overnight at 4°C. Following washes with TBST, blots were incubated for 1 hr at
room temperature with secondary antibodies. Immunoreactive bands were revealed
with the ECL Luminata kit (Millipore) or West kit (Thermoscientific) visualised on an
image capture system (Chemidoc MP, Biorad), and quantified with Image-lab software

(Bio-rad). Levels of protein of interest were normalized to respective (3-actin control.

Quantitative Real-Time PCR

Total RNAs were extracted from AEC using the RNeasy mini kit (Qiagen). Reverse
transcription was performed using a specific iScript cDNA synthesis kit (170-8890, Bio-
rad), with the following procedure: 25°C 5 min, 42°C 30 min and 85°C 5 min in a thermal
cycler (TC-512, Techne). Sequences of primers (Eurogentec) used for quantitative real-
time PCR (qRT-PCR) were as follows: rat HIF-1o, AGAGTCAAGCCCAGAGTCAC (forward)
and TGGGACTGTTAGGCTCAGGT (reverse), rat HIF-2a, AGCCCTACGGGGTTAAGGAA
(forward) and CCGAGCTGCTCCTTTTCTTC (reverse), rat Bnip3, TCTCACTTAGTCGAG-
CCGC (forward) and GTGCAGACACCCAAGGATCA (reverse), rat Bnip3L, TCTCACTTAG-
TCGAGCCGC (forward) and TGGATGGAAGACGAGGAAGGA (reverse), rat [-actin
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ACCGTGAAAAGATGACCCAGAT (forward) and CACAGCCTGGATGGCTACGT (reverse).
qRT-PCR was performed using the following cycling parameters : activation 95°C for 15
min, denaturation 95°C for 15 sec, and annealing/extension 60°C for 1 min (40 cycles)
on a RT-PCR system (StepOne Plus, Applied Biosystems). CT values were analyzed using
the comparative CT (ddCT) method as described by the manufacturer (Applied
Biosystems). The amount of target (2-4CT) was obtained by normalizing to endogenous

reference gene (B-actin) sample.

Detection and quantification of reactive oxygen species

Cells were seeded on 96-wells plates. Before hypoxia treatment, cells were rinsed
twice with PBS, then incubated with 10 uM 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate
(H2DCFDA) (Molecular Probes) for 30 min at 37°C in dark. Cells were then washed,
refeed with medium and exposed to hypoxia for 24 hrs. Intracellular ROS oxidize the
non-fluorescent H2DCFDA, yielding a fluorescent product H2DCF. The fluorescence of
the probe was measured by a fluorimeter (Multiskan FC, thermo-scientific). Values were
expressed as fold increase of fluorescence intensity (arbitrary units, a.u.) relative to

values obtained at time O hr.

Antioxidant enzyme activities

AEC were scrapped in a lysis buffer (75 mM Tris pH 7.4, 1 mM PMSF, 1 mM DTPA, 1x
protease inhibitor cocktail (Thermo scientifics)). Cell lysates were sonicated, then
centrifuged 10 min 4°C at 15’000 g, and protein content was determined using the
Bradford method.

Catalase activity was measured as described previously by Beers and Sizer (Beers
1952). Cell lysates were diluted in a reaction buffer (20 mM KH2P04, 30 mM NazHPO4),
and a 30% H20:2 solution was added to the samples (0.15% v/v). Catalase activity was
assessed with a spectrophotometer by recording the decay of H202 at 240 nm, and
expressed in Ucat/mg.

GPx activity was determined using specific kit (Sigma-Aldrich), according to
manufacturer’s instructions. GPx activity was assessed with a spectrophotometer by

recording the decay of NADPH absorbance at 340 nm, and expressed in UGPx/mg.
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SOD activity was measured as described previously by Marklund (Marklund 1974).
Briefly, cell lysates were diluted in a reaction buffer (50mM Tris, 1mM DTPA, buffered to
pH 8.2 with 1.6M cacodylic acid), and a solution of 10mM pyrogallol was then added.
The level of pyrogallol oxidation, which is inhibited by SOD, was measured by
spectrophotometry at 410 nm. SOD activity was determined as the percentage of

inhibition of pyrogallol oxidation, and expressed in USOD/mg.

Glutathione assay

AEC glutathione levels were determined using the GSH-Glo Glutathione Assay kit
from Promega. The luminescence-based assay is based on the conversion of a luciferin
derivative into luciferin in the presence of glutathione, catalyzed by glutathione S-
transferase (GST). The signal generated in a coupled reaction with firefly luciferase is
proportional to the amount of glutathione present in the sample. For AEC, 125’000 cells
were plated per well in 96-well plates. The luminescence was measured by a
luminometer (Bio-tek). The assay result is normalized using GSH standard solution
provided with the kit. Values were expressed as the ratio of GSH to GSSG to illustrate the

cellular redox balance.

Statistical Analysis

Each experiment was performed at least 3 times. Data are given as mean values +/-
SEM. Statistical comparison between different treatments was performed using a paired
t-test for comparisons between 2 groups, or when appropriate, a one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by the Tukey post-hoc test with Prism® (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). Differences with p value < 0.05 were considered

statistically significant.
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Results
Human MSC conditioned medium protects alveolar epithelial cells from

hypoxia-induced apoptosis

Exposure of primary rat AEC to severe hypoxia (1.5% O:z for 24h to 48h) rapidly led
to apoptosis. Indeed, analysis by flow cytometry of cells stained with annexin V and
propidium iodide, indicated that hypoxia increased basal apoptosis of primary AEC from
6% to 11% and 14% after 24h and 48h exposure, respectively (Fig. 1A, p < 0.001).
However, culture of AEC with hMSC conditioned medium (hMSC-CM) limited the
deleterious effect of hypoxia (Fig. 1A), apoptosis of AEC being reduced to 8.2% and
12.2% after 24h and 48h exposure, respectively (p < 0.001 and p < 0.05, respectively).
Similar results were observed when apoptosis was evaluated through the measurement
of caspase 3/7 activity (Fig. 1B). Hypoxia induced a 3.5-fold increase in caspase 3/7
activity (p < 0.001), which was limited to a two-fold increase in the presence of hMSC-
CM (p < 0.01). Interestingly, this protective effect was lost when hMSC-CM was heat-
inactivated (Fig. 1C), suggesting it mainly depends on protein factors. In addition,
culture of hMSC under normoxia or hypoxia did not impact the efficacy of conditioned
medium (data not shown). By contrast, culture of AEC in the presence of conditioned
medium prepared from normal human lung fibroblasts (NHLF-CM) had a more limited
beneficial effect on hypoxic AEC (Fig. 1D). Taken together, these results show that hMSC

partially prevent AEC from hypoxia-induced apoptosis through a paracrine mechanism.

Human MSC conditioned medium downregulates the HIF pathway and

expression of the pro-apoptotic protein Bnip3

Next, we aimed at identifying the pathways involved in hypoxia-induced AEC
apoptosis and in the hMSC-mediated cytoprotective effect. We first focused on the HIF
pathway, which was previously shown to be pro-apoptotic (Krick 2005). HIF-1a and
HIF-2a protein levels were significantly increased upon 4h exposure to hypoxia (Suppl.
Fig. S1A and S1B) and a strong accumulation of both HIF-la and HIF-2a proteins
remained in primary AEC exposed to hypoxia for 24h (p < 0.001) (Fig. 2A and 2B). A
decrease in HIF-1a mRNA transcript levels after 24h of hypoxia was noticed, whereas
levels of HIF-2a transcripts remained unchanged (suppl. Fig. S1C, S1D), as previously
described (Uchida 2004). Interestingly, treatment of AEC with YC-1, a compound which
inhibits both HIF1-a mRNA transcription and HIF-1a transcriptional activity (Chun
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2001, Kim 2006, Li 2008), partly reduced HIF-1a protein expression (Suppl Fig. S1E),
and strongly reduced the apoptotic effect of hypoxia (Fig. 2C), supporting a role for the
HIF pathway in this process.

We then analyzed the impact of hMSC-CM on HIF-1a and HIF-2a proteins levels.
Incubation with hMSC-CM had no significant effect on HIF-a proteins upon short (4h)
hypoxic exposure (Suppl. Fig. S1A and S1B). However, AEC exposed to hypoxia for 24h
in the presence of hMSC-CM displayed a two-fold reduction in HIF-1a (Fig. 2A) and HIF-
2a (Fig. 2B) protein levels as compared with hypoxic control (p < 0.01 and p < 0.05,
respectively), with no change in HIF-1a or HIF-2a mRNA transcript levels (suppl. Fig.
S1C-S1D). These data suggest that hMSC-CM may protect AEC from hypoxia-induced

apoptosis through the modulation of HIF-a accumulation.

We next studied the expression of Bnip3, a target of HIF-a previously reported to
induce apoptosis (Guo 2001). As shown in Fig. 2D, Bnip3 protein was hardly detectable
in normoxic AEC, but was significantly increased after 24h of hypoxia. In contrast,
incubation of hypoxic AEC with hMSC-CM strongly reduced Bnip3 expression (Fig. 2D). A
similar result was observed when hypoxic AEC were treated with YC-1, an inhibitor of

the HIF pathway (Fig. 2E).

Human MSC conditioned medium decreases hypoxia-induced ROS accumulation

and inhibits the expression of the pro-apoptotic transcription factor CHOP

Production of reactive oxygen species (ROS) by mitochondria during hypoxia
represents another important hypoxic mechanism that may impact AEC function
(Schumacker, 2011). In order to investigate whether AEC produced more ROS in
response to hypoxia, cells were exposed to the H2DCFDA probe which becomes
fluorescent (H2DCF) upon oxidation. After exposure to hypoxia for 24h, AEC displayed a
higher level of fluorescence for H2DCF, indicating an increase in ROS production (Fig.
3A, p < 0.01). Interestingly, the effect of hypoxia was reversed by hMSC-CM and by
treatment of cells with N-acetyl-cysteine (NAC) anti-oxidant (p < 0.01 and p < 0.001,
respectively) (Fig. 3A). Supporting this result, the ratio between reduced (GSH) and
oxidized (GSSG) glutathione was strongly shifted towards GSSG in hypoxic AEC (Fig. 3B),
but this shift was attenuated when hypoxic cells were cultured in the presence of hMSC-
CM (Fig. 3B). In addition, phosphorylation of histone H2AX on serine 139 (noted

YH2AX), a well-known indicator of DNA damage, was significantly increased following
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exposure to hypoxia (Fig. 3C). This increase was significantly blunted by incubation of

hypoxic AEC with hMSC-CM (Fig. 3C).

We next tested the effect of the anti-oxidant NAC on hypoxia-induced apoptosis. As
shown in Fig. 3D, treatment with NAC significantly limited apoptosis in hypoxic AEC. The
accumulation of ROS has been shown to result in the generation of apoptotic signals
through the induction of the transcription factor CHOP (Zinszner 1998). Therefore, we
analyzed its expression by qRT-PCR and western blot. As shown on Fig. 4, CHOP
expression was rapidly induced at the mRNA level and the protein level in AEC exposed
to hypoxia for 4h, and this induction was totally suppressed when cells were treated
with NAC (Fig. 4A and 4B). Also, incubation of AEC with hMSC-CM completely prevented
the hypoxia-induced increase in CHOP protein expression (Fig. 4C). Interestingly, the
expression of the anti-apoptotic protein Bcl2, which is down-regulated by CHOP, was
decreased under hypoxic condition but was completely restored by hMSC-CM treatment
(Fig. 4D). Taken together, our results strongly suggest that hMSC may protect AEC from
hypoxia-induced apoptosis through the modulation of the oxidant/anti-oxidant balance

in AEC.

hMSC conditioned medium increases anti-oxidant enzyme activities in hypoxic

AEC

We analyzed whether hMSC-CM modulates expression and activity of anti-oxidant
enzymes in AEC exposed to hypoxia for 24h. As shown on Fig. 54, superoxide dismutase
(SOD) activity decreased under hypoxic conditions (p < 0.05), and culture of AEC with
hMSC-CM prevented this decrease (p < 0.05). Glutathione peroxidase (GPx) activity
remained unchanged upon hypoxia but was significantly increased by hMSC-CM (p <
0.01; Fig. 5B). Finally, Fig. 5C shows that catalase (CAT) activity did not change in
hypoxic AEC but was markedly increased in the presence of hMSC-CM (p < 0.01). Except
for SOD1 isoform, neither hypoxia nor hMSC-CM significantly impacted the protein
levels of anti-oxidant enzymes (Suppl. Fig. S2ZA - S2D), indicating that hMSC-CM

stimulates directly their activity without changing their expression levels.
KGF and HGF are involved in the protective effect of hMSC

Finally, we aimed at characterizing the molecular mechanisms involved in the

beneficial effect of hMSC-CM. Since heat inactivation of hMSC-CM abolished its
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protective properties (Fig. 1C), we focused on protein factors. Among the numerous
proteins secreted by hMSC, keratinocyte growth factor (KGF) and hepatocyte growth
factor (HGF) are known to display anti-apoptotic effects (She 2012, Zhang 2008) and to
stimulate anti-oxidant enzymes (Valdes-Arzate 2009, Kovacs 2009). Therefore, AEC
were treated with recombinant human KGF (rhKGF) or HGF (rhHGF) at concentrations
similar to what was found in hMSC-CM. Mean concentrations of KGF and HGF in hMSC-
CM as assessed by ELISA were: 202 +/- 45 pg/mL and 2315 +/- 889 pg/mL, respectively
(n = 9). Interestingly, addition of rhHGF (2,5 ng/mL) or rhKGF (250 pg/mL) in cell
medium significantly protected AEC from hypoxia-induced apoptosis, although this
effect was partial (p < 0.05, Fig. 6A and 6B, respectively). Moreover, when both factors
were combined, no cumulative effect could be observed (suppl. Fig. S3). These
protective effects were lost when rhKGF and rhKGF were heat inactivated (Fig. 6A and
6B). Next, hMSC-CM was depleted in each of these factors using anti-HGF or anti-KGF
antibodies coated columns and the efficiency of depletion was checked by ELISA. While
depletion of KGF was complete, that for HGF was partial inasmuch as approximately 1/3
of the original rhHGF concentration (= 800 pg/mL) remained in the hMSC-CM after the
procedure. Fig. 6C shows that depletion of KGF did not abolish the protective effect of
hMSC-CM. Similar result was observed when hMSC-CM containing reduced levels of HGF
was used (» 800pg/ml) (data not shown). Finally, to investigate whether KGF and HGF
have beneficial effects on redox balance, GSH/GSSG assays were performed in rhKGF
and rhHGF-treated hypoxic AEC (Fig. 6D). GSH/GSSG ratio was significantly decreased in
untreated AEC as compared with normoxic AEC, but not in AEC incubated with either
rhKGF or rhHGF. Taken together, these results indicate that KGF and HGF (in
combination with other factors) are involved in the beneficial effect of MSC and probably

act through similar pathways modulating the cell redox balance.
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Discussion

Lung fibrosis, because of distal lung remodeling, and ARDS, due to pulmonary
edema, can lead to local alveolar hypoxia (Tzouvelekis 2007, Matthay 2014). The lack of
oxygen may contribute to AEC apoptosis (Krick 2005, Bouvry 2006) and epithelial-
mesenchymal transition (Uzunhan 2015) that can compromise an efficient alveolar
repair. Administration of allogenic MSCs has been shown to produce beneficial effects in
vivo in rodent models of pulmonary fibrosis and acute lung injury (Ortiz 2003, Gupta
2007) by paracrine mechanisms still not completely understood. In this in vitro study,
we investigated whether hMSCs could exert an anti-apoptotic effect on primary AECs as
well as the cellular mechanisms involved. The major findings of this study can be
summarized as follows: 1) hMSCs partly prevent AECs from hypoxia-induced apoptosis,
through paracrine mechanisms, involving epithelial growth factors such as KGF and
HGF; 2) hMSC-CM reduces HIF-1la and HIF-Za protein accumulation occurring in
hypoxic conditions, as well expression of Bnip3, a pro-apoptotic target of HIF-1a; 3)
hMSC-CM prevents the accumulation of ROS and the alteration of cellular redox balance
observed in hypoxic AEC through the stimulation of anti-oxidant SOD, CAT, and GPx
enzyme activities; 4) hMSC-CM protects AECs from ROS-dependent DNA damages and
from expression of the pro-apoptotic factor CHOP and enhances the expression of anti-

apoptotic factor Bcl-2.

Hypoxia-induced apoptosis has been addressed in AECs and other models, and a role
for the HIF pathway has been evoked in several reports (Krick 2005, Althaus 2006,
Wang 2012). In contrast to previous studies performed on A549 cell line, we found that
HIF-1a protein expression remained stable in primary AEC cultures exposed to 24 hours
hypoxia (Uchida 2004). Here, treatment of hypoxic AECs with HIF-1a inhibitor YC-1
partly reversed hypoxia-induced increase in HIF-1la protein expression, and strongly
reduced apoptosis of AECs. This strongly suggests the involvement of HIF1-a in AECs
apoptosis, although we cannot completely rule out the role of HIF-2q, as YC-1 might also
affect HIF-a function through binding to its transactivation domain (Li 2008). HIF-1«a
has been proposed to induce apoptosis through at least two mechanisms, namely, the
stabilization of p53 tumor suppressor, and the modulation of pro-apoptotic Bcl-2
proteins. We did not observe any accumulation of p53 nor of its pro-apoptotic target

Bnip3L, under hypoxic conditions (data not shown). Indeed, it seems that p53
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stabilization rather requires conditions of severe hypoxia in combination with nutrient
deprivation (Pan 2004). In contrast, the expression of Bnip3 protein was induced in
hypoxic AECs, as previously observed in cardiomyocytes or in neurons (Wang 2012,
Althaus 2006). Although closely related to Bnip3L, Bnip3 is not regulated by p53.
Interestingly, YC-1 treatment reversed Bnip3 accumulation suggesting a role for HIF-1a
in Bnip3 expression as observed earlier (Althaus 2006), and supporting a predominant
involvement of HIF-1a in AEC apoptosis. However, HIF-2a might also be involved in AEC

apoptosis through induction of TRAIL and Caspase 7 (Turchi 2008).

Very elegant studies performed by the group of Schumacker revealed that hypoxia
paradoxically results in the generation of mitochondrial reactive oxygen species (ROS)
in mammalian cells (Chandel 1998, Guzy 2005). Here, we found that ROS accumulate in
hypoxic primary AECs, resulting in redox imbalance and in DNA damages. Interestingly,
treatment of AECs with anti-oxidant NAC reversed ROS accumulation and redox
imbalance, and significantly reduced hypoxia-induced apoptosis, indicating a critical role
of mitochondrial ROS in this process. ROS play a major role as mediators of apoptosis in
the extrinsic and intrinsic pathways (Circu 2010). In the present study, we showed that
hypoxia results in the induction of CHOP, a pro-apoptotic transcription factor involved
in the endoplasmic reticulum stress response. Indeed, the expression of CHOP in
hypoxic AECs was blunted by antioxidant treatment with NAC. CHOP was previously
shown to induce Bax-dimerization and translocation from the cytosol to mitochondria,
leading to cell apoptosis through the mitochondrial pathway (Gotoh 2004).
Interestingly, our data show that CHOP up-regulation was associated with down-
regulation of the anti-apoptotic Bcl-2 protein (which prevents the translocation of Bax to
the mitochondria), as observed earlier (McCullough 2001). ROS may also induce AEC
apoptosis through other mechanisms. For instance, mitochondrial ROS were reported to
activate apoptosis signaling SAPK/JNK in AEC (Soberanes 2009). Activation of
SAPK/JNK promotes cytochrome c release (Kharbanda 2000), and mediates expression
of pro-apoptotic TNF-a, FasL. and Bak factors (Fan 2001). ROS may also promote
apoptosis indirectly through activation of the HIF pathway. Indeed, ROS were shown to
stabilize HIF-a subunit (Chandel 2000, Schroedl 2002). In line with this observation, our
experiments revealed that incubation of AECs with NAC partly reduced hypoxia-induced
accumulation of HIF-1a but not that of HIF-2¢, (suppl Fig. S4).
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In the present study, the protective effect of hMSC-CM was apparent on both
branches of the hypoxia signaling response, preventing both HIF-1a/HIF-2«
stabilization and ROS accumulation, and thereby blunting induction of their pro-
apoptotic targets Bnip3 and CHOP. One should emphasize that this anti-apoptotic effect
of MSCs on AECs was present despite the species difference between cells (human MSCs
versus rat primary AECs). Rat primary AECs were used in this study as a surrogate of
human AECs, which are very difficult to isolate. Unfortunately, human AEC cell lines such
as A549 have a cancerous origin and display cancerous characteristics, which was not
appropriate to study apoptosis in the context of acute lung injury or pulmonary fibrosis.
Noteworthy, most factors secreted by MSCs show considerable homology across species
and the beneficial paracrine effect hMSCs has been previously demonstrated in vivo in
rodent models as well as in vitro on rodent cells (Islam 2012, Ortiz 2007, Goolaerts
2014, Uzunhan 2015). Although the species difference constitutes a limitation of our
study, our model still represents a valuable tool for studying in vitro the crosstalk

between AEC and MSCs.

How hMSC-CM affects HIF-a protein stability remains to be elucidated. The group of
Semenza identified the receptor of activated protein kinase C (RACK1) as a HIF-1a -
interacting protein that promotes PHD/VHL-independent proteasomal degradation of
HIF-1a (Liu 2007). Similarly, the glycogen synthase kinase GSK3, or the forkhead
transcription factor FOXO04, could down-regulate HIF-a by a pVHL-independent
mechanism (Fliigel 2007). Inhibition of diacylglycerol kinase abrogates HIF-a
accumulation, via stimulation of PHD activity and HIF-a-pVHL interaction (Aragones
2001, Temes 2005). MSC could modulate HIF-a by promoting pVHL dependent and
independent proteosomal degradation. In addition to modulating the HIF pathway,
hMSC-CM did also reduce hypoxia-induced ROS accumulation in hypoxic AECs. Our data
indicate that hMSCs acted through the stimulation of superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) anti-oxidant enzymes activities.
Because hMSC-CM had no impact on protein expression of these enzymes (suppl. Fig2),
we speculate hMSC-CM directly regulates their activity, including delivery and
accessibility of their cofactors. For instance, SOD activity depends on copper delivery,
which is regulated by XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) and GSH (Brady 2010). This

antioxidant effect of hMSCs on AECs is certainly an important finding, owing to the
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deleterious role of oxidative stress in distal lung disease including ARDS and pulmonary

fibrosis (Tasaka 2008).

Deciphering which factors secreted by hMSCs are able to mediate their
cytoprotective effect represents a major challenge. Here, we found that KGF and HGF,
two epithelial growth factors secreted by hMSCs, contribute to the anti-apoptotic effect
of hMSC-CM inasmuch as recombinant hKGF or hHGF were able to reduce hypoxia-
induced AEC apoptosis. Interestingly, conditioned medium prepared from normal
human lung fibroblasts (NHLF) displayed lower levels of KGF and HGF and was less
efficient in protecting AEC from hypoxia-induced apoptosis. Noteworthy, we have
previously shown in hypoxic AECs that hMSC-mediated up-regulation of vectorial
sodium transport and inhibition of epithelial-mesenchymal transition were partly
related to the secretion of KGF by hMSCs (Goolaerts 2014, Uzunhan 2015). KGF and HGF
are likely to mediate their anti-apoptotic effect through the same pathway, as they did
not show synergic effect when added together in the culture medium (suppl. Fig3). HGF
and KGF have been shown to protect cells from apoptosis through various mechanisms.
One possible mechanism could be the induction of antioxidant pathways in hypoxic
AECs. Indeed, HGF has been shown to stimulate glutathione reductase and to increase
GSH/GSSG ratio through NF-kB pathway (Valdés-Arzate 2009). Also, NF-kB activation is
associated with induction of XIAP (Stehlik 1998) and may therefore stimulate SOD
activity in response to HGF. In several cell types, KGF reduces ROS accumulation, by
promoting anti-oxidant activities, such as catalase and SOD (Kovacs 2009, Liu 2011). In
epithelial cells, KGF stimulates p21-activated protein kinase 4 (PAK4) activity, which
prevents oxidant-induced apoptosis (Lu 2003). Accordingly, we observed that
incubation of hypoxic AECs with either KGF or HGF partially prevented the hypoxia-
induced decrease in GSH/GSSG ratio. However, HGF and KGF could also protect cells
from apoptosis through activation of the PI3K/Akt pathway (Fan 2000, Ray 2003) and
expression of XIAP via Akt signaling (Takeuchi 2005).

Of note, hMSC-CM completely depleted in KGF (or partially depleted in HGF) still
displayed an anti-apoptotic effect, suggesting that neither KGF nor HGF were necessary
to prevent hypoxia-induced apoptosis. One can speculate that the absence of KGF in
hMSC-CM could be compensated by the presence of HGF (and vice versa), on condition
that the two growth factors share the same cellular pathways in AECs. This may also
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suggest that either other factors secreted by hMSCs are involved and need to be
identified. Moreover, hMSC-CM protective effect was partial as it did not reverse
completely the percentage of apoptotic hypoxic AEC to the level of normoxic ones. We
are currently investigating if hMSCs develop direct contacts with AECs via the formation
of nanotubes or gap junction and transfer cytoplasmic material or mitochondria as
observed in other models (Domhan 2011, Plotnikov 2010). Also, hMSCs have been
shown to secrete microvesicules containing proteins, mRNA and miRNA (Bruno 2012).
These MSCs-derived microvesicules are able to protect tubular cells from tubular injury-
induced apoptosis (Bruno 2012). It was reported microvesicules exert anti-apoptotic
and anti-oxidative effects after lung injury (Zhu 2014). Also, lymphocytes-derived
microvesicules carry antioxidant enzymes, such as SOD isoforms and catalase, and are

able to scavenge ROS directly (Soleti 2012).

In conclusion, this study provides evidence that hMSCs exert a cytoprotective anti-
apoptotic effect towards AECs stressed by hypoxia by reducing HIF-a stabilization and
ROS accumulation, partly related to the secretion of epithelial growth factors such as
KGF and HGF. Alveolar hypoxia is frequently encountered in the course of distal diseases
such as ARDS or acute exacerbation of IPF, and hypoxia-induced apoptosis of AECs most
likely represents an important deleterious feature in the pathophysiology of these
diseases. Therefore, the paracrine anti-apoptototic role of hMSCs most likely contributes
to the beneficial effects of hMSCs administration observed in various in vivo models of

lung injury associated with alveolar hypoxia.
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Figure legends

Fig. 1 Bernardet al 2016
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Fig. 1: hMSC conditioned medium (hMSC-CM) protects AEC from hypoxia-induced
apoptosis.

(A, C, D) Cells were seeded in 12-well plates. After 2 days, cells were exposed to
normoxia (21% 02) or hypoxia (1.5% 02) for 24h to 48h in the presence or absence of
native (A) or heat inactivated (C) hMSC-CM, or NHLF conditioned medium (cm-NHLF;
D). After rapid trypsinization to detach cells from wells, apoptotic cells were quantified
by flow cytometry for APC-conjugated annexin-V binding. To exclude necrotic cells, cells
were double-stained with propidium iodide. (B) Cells were seeded in 6-well plates. After
2 days, cells were exposed to normoxia (21% 02) or hypoxia (1,5% 02) for 24h in the
presence or absence of hMSC-CM. AEC were scrapped in lysis buffer and apoptosis was
followed by measurement of caspase activity using caspase glo™ 3/7 kit. The values are
the means + SEM of at least five independent experiments. * P < 0.05, ** P < 0.01 and ***
P < 0.001, significantly different from normoxia control value. + P < 0.05, t1 P < 0.01 and
111 P < 0.001, significantly different from hypoxia control value. ¥ P < 0.05, significantly

different between two conditions.
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Fig. 2 Bernardet al 2016
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Fig. 2: Hypoxia-induced apoptosis of AEC involves the HIF pathway.

(A, B, D, E) Cells were seeded in 6-well plates. After 2 days, cells were exposed to
normoxia (21% 02) or hypoxia (1.5% 02) for 24h in the presence or absence of hMSC-
CM (A, B, D) or YC-1 (E). Protein extracts were prepared and western-blot performed to
analyse HIF-1a (A), HIF-2a (B), and Bnip3 (D and E) protein expression. 3-actin served
as loading control. Densitometric analysis of HIF-1a, HIF-2a and Bnip3 bands was
performed relative to B-actin bands. The values are the means + SEM of at least four
independent experiments (A to D). (E) One representative experiment of a total of two
experiments is shown. (C) Cells were seeded in 12-well plates. After 2 days, cells were
exposed to normoxia (21% 02) or hypoxia (1.5% 02) for 24h in the presence (10uM) or
absence of the hypoxia-inducible factor alpha inhibitor YC-1. After rapid trypsinization
to detach cells from wells, apoptotic cells were quantified by flow cytometry using APC
annexin-V binding. To exclude necrotic cells, cells were double-stained with propidium
iodide. The values are the means + SEM of six independent experiments. * P < 0.05 and
% P < 0.001, significantly different from normoxia control value. + P < 0.05, 1t P <

0.01t1t and P < 0.001, significantly different from hypoxia control value.
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Fig. 3 Bernard et al. 2016
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Fig. 3: h(MSC-CM protects AEC from an increased deleterious ROS production induced
by hypoxia.

(A) Cells were seeded in 96-well plates. After 2 days, cells were incubated with
H2DCFDA for 30min, and then exposed to normoxia (21% 02) or hypoxia (1.5% 02) for
24h in the presence or absence of hMSC-CM or N-acetyl-cystein (NAC). The oxidized
fluorescent H2DCF probe was measured by a plate reader. (B) Cells were seeded in 96-
well plates. After 2 days, cells were exposed to normoxia or hypoxia for 24h in the
presence or absence of hMSC-CM. The medium was then removed from wells, and 50ul
of GSH-Glo™ Reagent was added. The GSH-Glo™ Assay reaction was stopped after 30
minutes by adding an equal volume of reconstituted Luciferin Detection Reagent, and
after a 15-minute-incubation, luminescence was measured. (C) Cells were seeded in 6-
well plates. After 2 days, cells were exposed to normoxia (21% 02) or hypoxia (1.5%
02) for 24h in the presence or absence of hMSC-CM. Protein extracts were prepared and
western-blot performed to analyse yH2AX. [B-actin served as loading control.
Densitometric analysis of YH2AX bands was performed relative to (-actin bands. (D)

Cells were seeded in 12-well plates. After 2 days, cells were exposed to normoxia (21%
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02) or hypoxia (1.5% 02) for 24h in the presence or absence of NAC. After rapid
trypsinization to detach cells from wells, apoptotic cells were quantified by flow
cytometry using APC annexin-V binding. To exclude necrotic cells, cells were double-
stained with propidium iodide. The values are the means + SEM of 3 (A), 4 (C),6 (B) or 7
(D) experiments. * P < 0.05, ** P < 0.01, and *** P < 0.001, significantly different from
normoxia control value. + P < 0.05, 11 P < 0.01 and 111 P < 0.001, significantly different

from hypoxia control value.
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Fig. 4 Bernardet al. 2016
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Fig. 4: Hypoxia-induced expression of the pro-apoptotic CHOP factor is abolished by
hMSC-CM.

Cells were seeded in 12-well (A) or 6-well (B - D) plates. After 2 days, cells were
exposed to normoxia (21% 02) or hypoxia (1,5% 02) for 4h or 8h in the presence or
absence of NAC or hMSC-CM. A) RNA extracts were prepared in order to follow CHOP
mRNA levels by quantitative real-time PCR. (B - D) Protein extracts were prepared and
western-blot performed to analyse CHOP and Bcl-2 protein expression. 3-actin served as
loading control. Densitometric analysis of CHOP and Bcl-2 bands was performed relative
to B-actin bands. The values are the means + SEM of three (C) or four (A, B, D)
independent experiments. *P < 0.05 and ** P < 0.01, significantly different from
normoxia control value. + P < 0.05 and 1t P < 0.01, significantly different from hypoxia

control value.

204



Fig.5 Bernardet al 2016
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Fig. 5: hMSC-CM increases antioxidant enzymes activities in AEC.

Cells were seeded in 6-well plates. After 2 days, cells were exposed to normoxia (21%
02) or hypoxia (1,5% 02) for 24h in the presence or absence of hMSC-CM. Protein
extracts were prepared to measure total SOD activity (A), GPx activity (B), and catalase
activity (C) by spectrophotometry. The values are the means + SEM of at least three
independent experiments. *P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P < 0.001, significantly different
from normoxia control value. T+ P < 0.05 and 1t P < 0.01, significantly different from

hypoxia control value.
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Fig. 6 Bernardet al 2016
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Fig. 6: Cytoprotective effect of hMSC involves paracrine factors, including KGF and
HGF.

Cells were seeded in 12-well plates. After 2 days, cells were exposed to normoxia (21%
02) or hypoxia (1,5% 02) for 24h in the presence or absence of recombinant human
HGF (A), of recombinant human KGF (B), of hMSC-CM depleted or not for KGF (C). After
rapid trypsinization to detach cells from wells, apoptotic cells were quantified by flow
cytometry using APC annexin-V binding. To exclude necrotic cells, cells were double-
stained with propidium iodide. (D) Cells were seeded in 96-well plates. After 2 days,
cells were exposed to normoxia or hypoxia for 24h in the presence or absence of hMSC-
CM. The medium was then removed from wells, and 50ul of GSH-Glo™ Reagent was
added. The GSH-Glo™ Assay reaction was stopped after 30 minutes by adding an equal
volume of reconstituted Luciferin Detection Reagent, and after a 15-minute-incubation,
luminescence was measured. The values are the means * SEM of at least four
independent experiments. * P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P < 0.001, significantly different

from normoxia control value. T+ P < 0.05 and 1t P < 0.01, significantly different from

hypoxia control value. ¥ P < 0.05 and ¥¥ P < 0.01.
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Supplemental figures

Suppl Fig.S1 Bernardet al. 2016
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Suppl Fig. S1: Expression of HIF-1a and HIF-2« in hypoxic AEC.

(A, B, E) Cells were seeded in 6-well plates. After 2 days, cells were exposed to
normoxia (21% 02) or hypoxia (1,5% 02) for 4h (A, B) or 24h (E) in the presence or
absence of hMSC-CM (A, B) or YC-1 (E). Protein extracts were prepared and analysed for
HIF-1a (A, E) or HIF-2a (B) protein expression. (-actin served as loading control.
Densitometric analysis of HIF-1a and HIF-2a bands was performed relative to [-actin
bands. The values are the means + SEM of at least four independent experiments. (C - D)
Cells were seeded in 12-well plates. After 2 days, cells were exposed to normoxia (21%
02) or hypoxia (1,5% 02) for 24h in the presence or absence of hMSC-CM. RNA extracts
were prepared in order to follow HIF-la (C) and HIF-2a (D) mRNA levels by
quantitative real-time PCR. The values are the means * SEM of five independent
experiments. * P < 0.05 and ** P < 0.01, significantly different from normoxia control

value. . T P < 0.05, significantly different from hypoxia control value.
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Suppl Fig. S2: Effect of h(MSC-cm on SOD, GPx, and catalase expression in AEC.

Cells were seeded in 6-well plates. After 2 days, cells were exposed to normoxia (21%

02) or hypoxia (1,5% 02) for 24h in the presence or absence of hMSC-CM. Protein

extracts were prepared to analyze SOD1 (A), SOD2 (B), GPx (C), and catalase (D)

proteins expression by western blot. $-actin served as loading control. Densitometric

analysis of SOD1, SOD2, GPx, and catalase bands was performed relative to [-actin

bands. The values are the means + SEM of at least three independent experiments. *P <

0.05, significantly different from normoxia control value.
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Suppl Fig.S3 Bernardet al. 2016
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Suppl Fig. S3: Involvement of HGF and KGF in the protective effect of hMSC.

Cells were seeded in 12-well plates. After 2 days, cells were exposed to normoxia (21%
02) or hypoxia (1.5% 02) for 24h in the presence or absence of a combination of rhHGF
(2.5ng/ml) and rhKGF (250pg/ml). After rapid trypsinization to detach cells from wells,
apoptotic cells were quantified by flow cytometry using APC annexin-V binding. To
exclude necrotic cells, cells were double-stained with propidium iodide. The values are
the means * SEM of four independent experiments. * P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P <
0.001, significantly different from normoxia control value. + P < 0.05, significantly

different from hypoxia control value. ¥ P < 0.05.
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Suppl Fig. S4 Bernardet al 2016
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Suppl Fig. $4: NAC partly reduced hypoxia-induced accumulation of HIF-1a.

(A) Cells were seeded in 6-well plates. After 2 days, cells were exposed to normoxia
(21% O2) or hypoxia (1,5% Oz) for 24h in the presence or absence of NAC. Protein
extracts were prepared and western-blot performed to analyse HIF-la protein
expression. B-actin served as loading control. Densitometric analysis of HIF-1a bands

was performed relative to 3-actin bands. ** P < 0.01, 1 P < 0.05.
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7.2. Schéma de 1’étude
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Fig 35. Schéma du protocole de ’étude 2.
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7.3. Résumé des résultats

Ce travail a consisté en la caractérisation de I’effet protecteur des cellules souches
mésenchymateuses (CSM) sur les cellules épithéliales alvéolaires (CEA) soumises a des
conditions d’hypoxie. Plus particulierement, le réle paracrine des CSM a été étudié. Pour cela,
seul le milieu conditionné réalisé a partir de CSM humaines (mc-CSMh) a été utilis€ comme

milieu de culture des CEA.

L’hypoxie sévere entraine une diminution du nombre de CEA en culture au cours du
temps, avec une perte cellulaire en hypoxie plus importante de 50% environ apres 4 jours de
culture, comparée a la culture en condition de normoxie. L’apoptose est un phénoméne
intervenant dans la mort cellulaire, qui est significativement augmentée aprés 24h d’hypoxie,
et qui continue apres 48h d’hypoxie. L hypoxie entraine une stabilisation des facteurs de
transcription HIF-1a et HIF-2a, une augmentation de la transcription et de 1’expression de
Bnip3, une cible pro-apoptotique de HIF-la. D’autre part, I’hypoxie entraine une
accumulation de ROS, associée a une diminution du ratio GSH/GSSG, témoin de 1’état
d’oxydation cellulaire, et a une augmentation du YH2AX, marqueur de réparation de I’ADN
en réponse a des cassures doubles brin. L’expression des enzymes antioxydantes n’est pas
modulée par I’hypoxie, bien qu'une tendance a la diminution de 1’expression de SODI soit
observée. L’activité enzymatique des SOD est diminuée en hypoxie, lorsque celles des GPx et
de la catalase sont augmentées. La transcription et I’expression de CHOP sont induites de
maniere précoce et transitoire en hypoxie, quand Bcl-2, une de ces cibles anti-apoptotique,

voit son induction diminuer apres 24h d’hypoxie.

La culture des CEA en présence de 1’inhibiteur de HIF, YC-1, ou en présence de la NAC,
puissant antioxydant, limite 1’apoptose des CEA en hypoxie, indiquant que ces deux voies

hypoxiques sont impliquées.

Le mc-CSMh permet de prévenir la mort des CEA par apoptose, jusqu’au 4™ jour de
culture en hypoxie. La stabilisation de HIF-1a et HIF-2a dans les CEA est diminuée par le
mc-CSMh, comme 1’expression de Bnip3. Par ailleurs, le mc-CSMh limite ’accumulation des
ROS en hypoxie, en augmentant notamment 1’activité totale des SOD, de la catalase et des

GPx sans pour autant moduler I’expression de ces enzymes.

L’ajout de thKGF ou de rhHGF dans le milieu de culture suffit a diminuer 1’apoptose des
CEA en hypoxie. De maniere intéressante, 1’utilisation de mc-CSMh déplété en KGF garde
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son effet anti-apoptotique. La déplétion en HGF n’étant efficace qu’a ~60%, il est plus
difficile de tirer une conclusion. Par ailleurs, ces facteurs de croissance semblent prévenir la

diminution du ratio GSH/GSSG observée en hypoxie.

Ces différents résultats montrent que les CSMh sont capables de prévenir I’apoptose des
CEA en hypoxie, par des mécanismes paracrines impliquant les facteurs KGF et HGF et

modulant les signalisations hypoxiques.
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7.4. Discussion

7.4.1. Choix du support de culture

Dans cette étude, nous avions dans un premier temps réalisé nos cultures de CEA sur filtres
Transwell® afin d’évaluer la perte cellulaire par comptage cellulaire. Par la suite, pour étudier
I’apoptose, nous avons décidé de réaliser les cultures sur fond de plastique pour des raisons
techniques. La culture des pneumocytes sur filtres semi-perméables est plus adaptée, dans le
sens ol ce mode de culture permet la mise en place de transports ioniques transépithéliaux
efficaces. Cependant, dans les cultures de CEA en fonds de puits, on observe, apres quelques
jours de culture, la formation de cystes, domes hémisphériques emplis de liquide. Ces
structures apparaissent lorsque la pression exercée par le fluide accumulé au niveau basal
devient supérieure a la force d’adhérence entre la cellule et le plastique, et traduit de ce fait
I’établissement de jonctions serrées entre les CEA, et la formation in vitro d’un épithélium

fonctionnel (Mason 1982).

Par la suite, afin d’étudier les voies de signalisations apoptotiques mises en jeu, nous

avons, par soucis de cohérence, gardé ce modele de culture en fond de plastique.

7.4.2. Choix de la durée d’exposition a I’hypoxie

L’impact de I’hypoxie sur la mort cellulaire a été étudié¢ dans un premier temps en réponse
a des durées d’exposition allant de 24h a 96h. Nous avons commencé par observer un effet
protecteur du milieu conditionné de CSM des 24h d’exposition, mais également a 48h et a

96h [Figure 36].

214



3 ctrl
E3 mc-CSMh

nom de cellules /champ

Fig 36. Effet du milieu conditionné de CSM sur la viabilité des CEA en culture.
* 1 significativement différent de la condition normoxie pour le temps donné

1 : significativement différent de la condition hypoxie

*:p<0.05,%*: p<0.01, ***: p < 0.001

F:p<0.05 7 :p < 0.0l 1 p < 0.00]

Une des limites au fait d’effectuer des hypoxies longues de 96h est que nous devons
changer le milieu de culture au bout de 48h. Ceci implique également de rompre I’hypoxie,
conduisant a des événements d’hypoxie/ré-oxygénation susceptibles d’influencer le cours de
nos expériences. Ainsi, par la suite, I’effet protecteur du milieu conditionné de CSM sur
I’apoptose précoce des CEA a été analysé en réponse a une exposition de 24h et 48h
d’hypoxie. Cependant, nous avons également souhaité¢ étudier I’effet de la NAC, un agent
antioxydant et le comparer a celui des CSM. Or, Pefficacité de la NAC étant de 24h, le milieu
de culture doit étre changé toutes les 24h. Ainsi, pour les expériences qui ont suivi, nous nous

sommes restreints a une durée d’hypoxie maximale de 24h.

7.4.3. Préparation du milieu conditionné de CSM

Afin d’étudier I’effet paracrine des CSM, nous avons utilisé du milieu conditionné (mc-
CSM) préparé uniquement avec des CSM cultivées en condition normoxique. En effet, du

milieu conditionné réalisé en condition hypoxique exerce un effet anti-apoptotique identique
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[Figure 37]. Cependant, il est intéressant de noter que les concentrations de HGF et KGF
retrouvées dans les milieux conditionnés réalisés en condition normoxique et hypoxique sont
similaires. Pour des raisons pratiques, le choix a ainsi été fait de n’utiliser que du mc-CSMh

réalisé en condition normoxique.
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Fig 37. Effet du milieu conditionné réalisé en condition normoxique ou hypoxique sur
Papoptose des CEA en hypoxie.

* : significativement différent de la condition normoxie pour le temps donné
T : significativement différent de la condition hypoxie

*:p<0.05, ¥**:p<0.001, ¥t : p <0.001

Bien que le milieu conditionné préparé en condition normoxique ou hypoxique ait le méme
effet protecteur in vitro, il semblerait que des différences puissent apparaitre in vivo. En effet,
dans un modele murin de fibrose induite par la bléomycine, Lan et son équipe se sont apercus
que le milieu conditionné avait un meilleur effet protecteur, lorsque ce dernier était préparé en
condition hypoxique (Lan 2015). De maniere intéressante, des CSM hypoxiques sont
retrouvées, résidantes dans le poumon 21 jours apres instillation intratrachéale (Lan 2015). Au
niveau du sécrétome des CSM murines utilisées, I’expression de HGF, des enzymes anti-
oxydantes HO-1 et catalase est augmentée lorsque la culture est effectuée en condition

hypoxique.
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Par ailleurs, le mc-CSMh peut présenter une efficacité variable tant sur I’apoptose que sur
les autres parametres cellulaires étudiés. Différents éléments peuvent expliquer cette
variabilité :

» Le nombre de CSM comptées au laboratoire apres recueil du milieu conditionné
peut varier jusqu’a ~30%, malgré le fait d’attendre, visuellement, d’avoir une
confluence estimée a 80% avant la mise en condition. Cette différence peut
entrainer une variabilité de concentration des facteurs retrouvés dans le mc-CSMh.

Ainsi, la concentration de HGF notamment varie sensiblement selon les cultures

(2315 +/- 889 pg/ml).

» Le passage des CSM pourrait étre un facteur limitant I’effet protecteur en hypoxie.
Bien que les dosages de facteurs de croissance ne soient pas différents selon le
nombre de passage des CSM, nous avons eu tendance a constater un effet moins net

avec le temps.

» Certains lots de CSM étaient peu efficaces dans nos expériences, quel que soit le

passage utilisé.

7.4.4. Implication et modulation de la voie HIF

De maniere surprenante, lors de la premiere étude, nous avons constaté que la co-culture
des CEA en présence de CSM ne modulait pas ’expression de HIF-1a et de HIF-2a. La
modulation de ces facteurs de transcription passe par des facteurs paracrines sécrétés par les
CSM. Sachant que, dans la premiere étude, la sécrétion de TGF-f était modulée par le thKGF,
d’une manic¢re dose-dépendante, nous pouvons suggérer que, de la méme maniere, la
réduction de I’accumulation de HIF-a soit corrélée a la concentration des facteurs présents

dans le milieu conditionné.

Le mc-CSM ayant un effet sur la stabilit¢ de HIF-o totalement opposé dans les cellules
A549, une lignée de cellules épithéliales broncho-alvéolaires [Figure 38], nous n’avons pas pu
utiliser cette lignée pour une étude fonctionnelle de HIF dans I’apoptose des CEA en hypoxie.
Ainsi, afin d’étudier I’'implication de la voie HIF, nous avons utilisé un inhibiteur de HIF-a, le
YC-1. Cette molécule diminue in vitro I’accumulation de la protéine HIF-10, en se fixant sur

un domaine de dégradation spécifique (Chun 2001, Kim 2006b), et inhibe également le

domaine de transactivation (CAD) de HIF-a (Li 2008). In vivo, le YC-1 inhibe I’angiogen¢se
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induite par HIF-1a dans les cellules tumorales (Yeo 2003). Dans notre étude, 1’effet anti-
apoptotique du YC-1 est majeur. Cependant, nous n’avons observé aucune diminution de la
transcription de Bnip3, geéne induit par HIF-1a bien qu’une baisse de 1’expression de la
protéine Bnip3 semble se produire (n = 2). Dans notre étude, le YC-1 a peu d’effet sur
I’expression de HIF-1a. Tsui montre que le YC-1 induit une diminution de 1’expression de
HIF-1a aprés 2h d’incubation avec le CoCl2, une molécule induisant la stabilisation de HIF-a,
utilisée comme mimétique de I’hypoxie, mais I’effet du YC-1 ne perdure pas a 24h (Tsui
2013). Ceci pourrait expliquer que I’on n’observe plus de modulation de la transcription de
Bnip3 a 24h, bien que I’expression de la protéine soit diminuée (régulation qui se ferait donc
dans les premiéres heures d’hypoxie). Par ailleurs, des résultats comparables sur Bnip3 ont été
obtenus avec le mc-CSMh. II est donc probable que d’autres facteurs entrent en jeu, afin de

limiter ’expression de cette protéine pro-apoptotique.

Expression de HIF1a dans les CEA
N

Expression de HIF1a dans les A549

& »
@ &3,

Fig 38. Effet du milieu conditionné sur ’expression de HIF-1 et de HIF-2 dans les A549.
T : significativement différent de la condition hypoxie

T:p<0.05

Les mécanismes conduisant a la stabilisation de HIF-a par le mc-CSMh restent a définir.
Le groupe de Semenza a identifié le récepteur de la protéine kinase C (RACK1), une protéine
interagissant avec HIF-a et entrainant sa dégradation par le protéasome de maniere O> et
pVHL-indépendante (Liu 2007). L’expression de RACKI1 est stimulée par le facteur de
transcription NF-xB, lui-méme induit par le KGF (Choi 2003, pour revue Gough 2011). Les
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CSM pourraient donc stimuler I’expression de RACK1, induisant ainsi une déstabilisation des
facteurs HIF en hypoxie. Par ailleurs, des facteurs de croissance, comme I’IGF ou I’EGF,
induisent, via la voie PI3K/Akt, I’expression du facteur de transcription FOXO4, et de
la glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) conduisant a la dégradation de HIF-o de maniere
pVHL-indépendante (Tang 2003, Flugel 2007).

Les CSM pourraient d’autre part rétablir la dégradation de HIF en réactivant les PHD. En
hypoxie, I’augmentation de [D’activité de la kinase diacylgélycérol (DGK) participe a
I’inhibition de 1’activité des PHD (Aragones 2001). L’utilisation d’un inhibiteur de cette

enzyme rétablissant I’accumulation de HIF-1a, on peut supposer un effet similaire exercé par
les facteurs paracrines sécrétés par les CSM (Temes 2005). D’autre part, I’hypoxie diminue
dans les CEA D’activité des superoxydes dismutases (SOD). Le mc-CSMh permet de rétablir
leur activité a un taux basal en normoxie, et augmente également fortement I’activité de la
catalase en hypoxie. De maniere intéressante, la détoxification des ROS par ces enzymes
conduit a la production d’oxygéne. Cet oxygeéne pourrait participer a la réactivation partielle

des PHD, entrainant ainsi une dégradation partielle des sous-unités HIF-a.

7.4.5. Implication et modulation de la voie des ROS

Notre étude suggere fortement que les CSMh exercent un effet cytoprotecteur anti-
apoptotique vis-a-vis des CEA en limitant I’accumulation de ROS en hypoxie. Cet effet passe
par une majoration de I’activité¢ d’enzymes antioxydantes, sans modulation de leur expression.
Une baisse d’activité en hypoxie a été observée uniquement pour les SOD. Cette diminution
pourrait résulter de 1’oxydation de certains résidus se trouvant dans le site catalytique. En
effet, "oxydation d’une tyrosine de la SOD2 ou de I’histidine de la SOD1 modifie la

conformation du site catalytique, empéchant I’entrée du ligand (Goldstone 2006, Moreno

2011). De fagon intéressante, le mc-CSMh augmente de 20 a 60% 1’activité des enzymes anti-
oxydantes (catalase, GPx et SOD totale) en hypoxie. L’activit¢ SOD mesurée ici regroupe
I’activité combinée des formes SODI1 et SOD2. Des données préliminaires indiquent que le
mc-CSMh agirait essentiellement en augmentant 1’activité de la SOD2 (Dr Florence Jeny et
Dr Nicolas Dard, données non publiées). Une stimulation des défenses antioxydantes par les

CSM a été mise évidence par d’autres groupes.
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Par exemple, 1’administration de CSM favorise ’activit¢ de la catalase, des GPx et
I’activité SOD totale des tissus hépatiques ou rénaux apres ischémie-reperfusion ou dans un

modele de toxicité hépatique (Zhuo 2013, Burra 2012).

Le mc-CSMh n’ayant aucun effet sur I’expression de ces enzymes anti-oxydantes, la
modulation de leurs activités pourrait faire intervenir des modifications post-traductionnelles
ou reposer sur 1’acces des cofacteurs aux enzymes. Concernant la SODI1, cette enzyme a
besoin de former un pont disulfure entre les ions cuivre et zinc. Une protéine chaperonne, la
« copper chaperone for SOD » (CCS) permet de faciliter I’apport de cuivre et la formation de

la forme active de la SODI1 (pour revue Furukawa 2006). De facon intéressante,

I’ubiquitinylation de la CCS par XIAP stimule son activité, sans induire sa dégradation par le
protéasome (Brady 2010). Ainsi, en induisant ’expression de XIAP, les CSM pourraient

stimuler de maniére indirecte I’activité superoxyde dismutase.

Concernant la SOD2, son activité est modulée en fonction de son niveau d’acétylation.
Cette modification post-traductionnelle touchant notamment la lysine K68, modifie de
maniere réversible 1’acces au site actif de I’enzyme, réduisant 1’affinité de 1’anion superoxyde
et du manganese pour la SOD2. Une enzyme déacétylase, la sirtuine 3 (Sirt 3), permet ainsi

d’augmenter I’activité enzymatique de la SOD2 (Chen 2011).

Le bon fonctionnement des enzymes anti-oxydantes repose sur le renouvellement de leurs
cofacteurs sous forme réduite. Ainsi, ’activité de la GPx est dépendante de son cofacteur, le
glutathion, sous forme réduite (GSH). Ce GSH, oxydé lors de la réaction enzymatique de la
GPx, est réduit a nouveau griace a la glutathion réductase (GR), qui catalyse une réaction
d’oxydo-réduction utilisant le NADPH comme cofacteur. Par ailleurs, le NADPH protege

I’heme de la catalase de 1’oxydation par I’H>O», causant son inactivation (Kirkman 1999). Le

maintien ou I’augmentation du pool de NADPH semble donc fondamental pour maintenir
Iactivité de la GR, et donc P’activité de la GPx. L’isocitrate déshydrogénase (ICDH) est une
enzyme responsable en grande partie de la production de NADPH. Sa surexpression est
corrélée a une augmentation du taux de NADPH, de GSH, a une diminution des dommages
liés aux ROS, ainsi qu’a une réduction du taux d’apoptose (Kim 2007). D’autre part, Sirt3

stimule I’activité de I’ICDH et augmente le pool de NADPH (Someya 2010).

D’un point de vue cellulaire, il serait intéressant de se pencher plus particulierement sur les
peroxysomes, organelles cytoplasmiques particulierement présentes dans les CEA. Parmi de

nombreuses fonctions métaboliques, les peroxysomes dégradent les ROS grace aux enzymes
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anti-oxydantes qu’elles renferment, telles que la catalase, la SOD1, I’'ICDH, des oxydases ou

des peroxyrédoxines (Karnati 2009, Yoshihara 2001, pour revue Walbrecq 2015). La

biogénese et le métabolisme sont altérés dans les fibroblastes de patients atteints de FPI
(Orugaj 2015). La perte de fonction des peroxysomes pourraient également étre avérée dans

les CEA en situation d’hypoxie, et prévenue par les CSM.

Ainsi, a plusieurs niveaux, les facteurs présents dans le mc-CSMh sont susceptibles
d’améliorer 1’activité des enzymes anti-oxydantes, limitant ainsi les dommages cellulaires, et

pouvant intervenir sur la voie délétere liée a HIF-a.

Les dommages induits par les ROS perturbent la fonction des organites intracellulaires,

dont le réticulum endoplasmique (RE).

7.4.6. Le stress du réticulum endoplasmique

L’accumulation de ROS dans les cellules conduit & une mauvaise conformation des
protéines et a leur accumulation au niveau du RE, aboutissant a ce qui est appelé
communément un stress du réticulum endoplasmique. La réponse cellulaire a ce stress repose
sur I’activation de facteurs de transcription afin de réduire la synthese protéique et de rétablir
I’homéostasie. Cependant, ces facteurs peuvent également induire 1’expression de protéines

pro-apoptotiques et conduire a la mort des cellules par apoptose.

Au laboratoire, Adnan Naguez a montré que dans les CEA, I’hypoxie était un inducteur
fort des voies de réponses « Unfolded Protein Response » (UPR) notamment via 1’activation
des facteurs ATF4, ATF6 et XBP1. Ces trois facteurs de transcription induisent notamment
I’expression de la protéine pro-apoptotique « CCAAT-enhancer-binding protein homologous
protein » (CHOP). CHOP est un facteur de transcription qui stimule ’expression de la

protéine pro-apoptotique Bim, ainsi que le récepteur de mort DRS (Puthalakath 2007, Chen

2007). Par ailleurs, CHOP inhibe la transcription du gene codant la protéine anti-apoptotique

Bcl-2 (McCullough 2001). Les travaux présentés dans cette these suggerent fortement que
I’apoptose des CEA induite par ’hypoxie résulte en partie d’un stress du réticulum. En effet,

le mc-CSMh empéche I’induction de CHOP et la baisse de Bcl-2 observées en hypoxie.
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7.4.7. Role paracrine des CSM

A Tl’instar de 1’étude précédente, les CSM exercent des effets bénéfiques sur les CEA en
situation d’hypoxie, par un mécanisme paracrine. Les médiateurs impliqués modulent la voie

HIF et la voie des ROS, afin de prévenir en partie les effets délétéres de I’hypoxie.

Dans 1’¢étude précédente, nous avons discuté de 1’effet protecteur du KGF et de son action
anti-oxydante. Ce facteur de croissance épithélial joue un rdle anti-apoptotique dans les CEA,
notamment en prévenant les dommages liés aux ROS générés par I’hyperoxie (Buckley 1998,
Ray 2003). Nous mettons en avant dans notre étude in vitro I’effet anti-apoptotique du KGF

sur les CEA en situation d’hypoxie.

Des études montrent également un effet protecteur du HGF dans différents modeles
d’agressions alvéolaires, dont dans des modeles de fibrose induite par la bléomycine

(Yaekashiwa 1997, Dohi 2000). Le réle du HGF dans la modulation des ROS dans les CEA

n’est pas défini. Cependant, dans des cellules épithéliales rénales, le HGF prévient 1’apoptose

via notamment 1’activation de la voie de survie PI3K/Akt (Yo 1998, Fan 2000, Ozaki 2003).

Dans des cellules rénales, le HGF réduit I’apoptose liée a I’accumulation d’H20O», en induisant

I’expression de ’heme oxygénase HO-1 (Radhakrishnan 2005). Enfin, le HGF est susceptible

d’induire I’expression d’enzymes anti-oxydantes, comme la SOD1, la catalase, et augmente le
ratio GSH/GSSG intracellulaire, en activant les voies PI3K/Akt et NF-xB (Valdes-Arzate
2009).

L’implication de ces facteurs de croissance épithéliaux dans les voies de signalisation
hypoxiques pourrait faire 1’objet d’une future étude. Sur la base de la littérature et de nos
résultats, on peut fortement supposer leur implication dans la modulation des ROS

accumulées en hypoxie.

Une étude sur les voies de signalisation (voie Jnk, PI3K-Akt, MAPK, NF-«xB) induites par
le KGF ou le HGF serait intéressante a conduire dans les CEA en situation d’hypoxie, afin de
mieux comprendre le role de ces facteurs de croissance dans la prévention de 1’apoptose, et

leur implication au niveau de la voie HIF et de la voie des ROS.
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8.Discussion génerale et perspectives

Afin d’utiliser les CSM ou certains de leurs facteurs sécrétés en thérapie, il est
indispensable de comprendre leurs effets sur les cellules saines et malades, ainsi que les
mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu. Les deux études in vitro présentées dans ce
mémoire mettent en évidence un effet cytoprotecteur paracrine des CSM humaines vis-a-vis
des CEA soumises a un environnement hypoxique. Dans la premiere étude, nous montrons
que I’hypoxie induit une modification phénotypique progressive des CEA au cours de
I’hypoxie chronique. La perte de marqueurs épithéliaux au profit de marqueurs
mésenchymateux évoque une TEM, d’autant plus que des facteurs de transcription et des
médiateurs liés a ce phénomene sont rapidement induits en hypoxie. Dans la deuxieme étude,
nous avons exploré les voies de signalisation hypoxiques menant a la mort cellulaire des CEA
en hypoxie. L apoptose induite par I’hypoxie repose d’une part sur 1’activation de la voie HIF
et de D’expression de protéines pro-apoptotiques comme Bnip3, et d’autre part sur
I’accumulation de ROS, en partie due a une diminution des capacités anti-oxydantes des CEA,
et entrainant 1’expression rapide de protéines pro-apoptotiques (CHOP), et la répression de
I’expression de protéines anti-apoptotiques (Bcl-2). Dans ces deux modeles, un effet
bénéfique des CSM sur les CEA a été montré, permettant de prévenir la TEM d’une part et de
réduire 1’apoptose d’autre part. De manicre intéressante, un effet paracrine des CSM est
suffisant pour induire cette cytoprotection. La premiere étude met en évidence |’effet
bénéfique du KGF sécrété par les CSM via la modulation de la voie du TGF-1 inductrice de
TEM. La seconde étude montre une modulation par le milieu conditionné des CSM de deux
voies de signalisation induisant I’apoptose en hypoxie, la voie HIF et la voie des ROS, qui
dépend au moins en partie du KGF et de ’HGF. La notion de cytoprotection exercée par les
CSM sur les CEA agressées apporte un nouvel éclairage conceptuel sur les mécanismes de

I’effet bénéfique des CSM observés dans les modeles animaux d’agressions alvéolaires.

L’approche strictement in vitro que nous avons utilisée est évidemment réductrice puisque
seule la contrainte hypoxique a été étudiée, ce qui est loin de reproduire 1’ensemble des
désordres observés dans le milieu alvéolaire lors de pathologies complexes telles que le
SDRA ou la FPI. Les résultats encourageants observés in vitro demandent a étre reproduits
dans des modeles in vivo plus intégrés prenant en compte I’environnement alvéolaire,
I’influence des médiateurs sécrétés de maniere locale et le dialogue intercellulaire entre les

CEA et les cellules voisines. La matrice extra-cellulaire, qui joue un role important dans
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I’activation du TGF-p, constitue également un parametre a prendre en compte (Kim 2006a). A
coté de la co-culture de deux types cellulaires in vitro tres simplifiée, et des expériences in
vivo sur poumons entiers souvent complexes a analyser, il existe une technique permettant de
conserver la micro-anatomie du poumon, de préserver en partie le dialogue avec les cellules
environnantes, le tout dans une matrice extracellulaire préservée. Cette technique repose sur la
culture de tranches de poumon, ou « Precision-Cut Lung Slices » (PCLS). Ces tranches
peuvent étre étirées afin de reproduire par exemple un modele de 1ésions pulmonaires induites
par la ventilation, et des techniques couramment utilisées sont adaptables (par exemple les

mesures d'apoptose, de stress oxydant...) (Perlman 2007, Davidovich 2013, Sauer 2014). On

peut ainsi envisager de mettre au point avec ce systéeme des modeles d’agression des CEA
(par le LPS, par la bléomycine par exemple) permettant de tester de maniere plus intégrée

I’effet protecteur paracrine et aussi juxtacrine des CSM.

En effet, nous n’avons pour I’instant pas étudié I’effet juxtacrine potentiel des CSM sur les
CEA. Or, certains travaux suggerent que le transfert de matériel cellulaire entre CSM et CEA
pourrait intervenir et participer a 1’effet protecteur des CSM. Ainsi, Islam a récemment
montré que le transfert de mitochondries des CSM vers les CEA dans un modele expérimental
d’agression alvéolaire induite par le LPS d’E. coli permettait d’améliorer 1’état énergétique
des CEA (Islam 2012). L’utilisation de co-cultures avec contact cellulaire (de part et d’autre

d’un filtre semi-perméable) pourrait ¢galement permettre 1’étude des mécanismes juxtacrines.

Nos travaux ont permis de mieux comprendre 1’effet paracrine des CSM en utilisant une
approche de type « médiateur candidat » basée sur les données de la littérature, et se sont
focalisés sur deux facteurs de croissance épithéliaux treés importants pour les CEA de type I,
le KGF et I’'HGF. Ces deux facteurs de croissance apparaissent particuliecrement intéressants
dans le contexte de la FPI ou il a été montré un défaut de production d’HGF et de KGF par les
fibroblastes du poumon fibrotique avec perturbation du dialogue entre fibroblastes et CEA de

type II (Marchand-Adam 2003, Marchand-Adam 2005). Ainsi, on peut imaginer qu’au cours

d’une éventuelle thérapie cellulaire, les CSM exogeénes pourraient en quelque sorte pallier la
déficience des fibroblastes résidents en termes de production de facteurs de croissance
nécessaires au fonctionnement normal des CEA. Toutefois, I’approche « médiateur candidat »
est assez réductrice, et il est plus que vraisemblable que les CSM exogenes agissent comme
vecteurs de nombreux autres facteurs via leur sécrétome. Dans nos expériences, le KGF et
I’HGF sécrétés par les CSM dans le milieu sont en partie responsables des effets paracrines
observés, mais lorsqu’ils sont administrés sous forme de protéines recombinantes, aucun de
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ces deux facteurs n’est capable de reproduire a lui seul tous les effets du milieu conditionné.
Une étude plus globale du sécrétome des CSM en condition de normoxie et d’hypoxie en
utilisant des techniques de type Luminex ou des techniques protéomiques serait tres utile.
L’analyse des sécrétomes de fibroblastes pulmonaires sains et pathologiques (par exemple
issu de poumons fibrotiques), leur culture a différents taux d’oxygene, la comparaison avec le
sécrétome des CSM, pourraient révéler des médiateurs paracrines important dans la protection
phénotypique et physiologique des CEA en situation de stress hypoxique. L’étude de la
réparation épithéliale apres lésion, en présence ou non de fibroblastes ou de CSM permettrait
¢galement d’approfondir nos connaissances sur le dialogue entre ces différents types

cellulaires dans la régénération de 1’épithélium 1ésé (Akram 2013).

Un autre aspect potentiellement intéressant serait 1’étude du réle des microvésicules
libérées par les CSM. En effet, le milieu conditionné des CSM est constitué de deux
fractions que I’on peut séparer par ultracentrifugations : une fraction non microvésiculaire
contenant des facteurs solubles, et une fraction microvésiculaire constituée d’exosomes
libérés par des CSM contenant des protéines, des ARNm et des microARN. Ces
microvésicules sont susceptibles de fusionner avec les cellules voisines qui incorporent leur

contenu (Bruno 2012, Cantaluppi 2012). II a été récemment montré dans un modele murin

que I’administration intratrachéale de microvésicules libérées par les CSM humaines limitait
I’cedéme pulmonaire et 1I’inflammation induits par 1’endotoxine d’E. coli (Zhu 2014). L’effet
bénéfique des microvésicules de CSM était en partie dii au fait qu’elles contenaient des
ARNm du KGF susceptibles d’étre traduits dans les cellules hotes, permettant in fine la
libération de KGF dans le milieu alvéolaire. Dans des expériences préliminaires (M2 de
Rahma Terfous sous la direction du Dr Nicolas Dard, 2015), nous avons observé que la
fraction microvésiculaire du milieu conditionné des CSM humaines était capable de limiter
I’apoptose des CEA exposées a ’hypoxie, de méme que la fraction non microvésiculaire. Le

contenu de la fraction microvésiculaire reste a caractériser.

Un des points majeurs de nos études est le fait que les CSM modulent les deux versants de
la signalisation hypoxique, la voie HIF d’une part, et la voie des ROS mitochondriaux d’autre
part. La voie HIF est activée dans les CEA dans différents modéles animaux d’agression

alvéolaire aigué (Koury 2004, Feinman 2010) ainsi que dans les CEA de patients atteints de

FPI et de souris traitées par la bléomycine (Tzouvelekis 2007, Weng 2014). Certaines cibles

de HIF comme la deoxycytidine kinase (DCK) pourraient jouer un rdle dans la progression de
la FPI (Weng 2014). Dans notre étude sur 1’apoptose, il est vraisemblable que 1’effet
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inhibiteur des CSM sur I’expression de HIF-a soit au moins en partie di & la diminution de
I’accumulation de ROS au cours de I’hypoxie. En effet, nous avons constaté qu’un traitement
des CEA hypoxiques par I’anti-oxydant NAC réduisait I’expression de HIF-la. La
modulation du niveau de ROS par les CSM apparait donc comme un élément essentiel. Les
especes réactives de 1’oxygene sont retrouvées a des taux élevés chez les patients atteints de

pneumopathies interstitielles diffuses, ainsi que dans des modeles animaux (Kuwano 2003,

pour revue Kinnula 2008, pour revue Kim 2015). Elles vont induire des dommages directs a la
cellule via ’oxydation de I’ADN, la carbonylation des protéines ou la peroxydation des
lipides, pouvant amener a 1’apoptose cellulaire. D’autre part, les ROS participent a la TEM,
notamment en induisant avec HIF-a 1’expression de TGF-B (Zhou 2009). Leur réle semble

nécessaire dans le déclenchement de la TEM en hypoxie (Felton 2009, Zhou 2009). Cette

hypothese est renforcée par le fait que les anti-oxydants (NAC ou Euk-134) préviennent la
TEM dans les CEA cultivées en hypoxie ou en présence de TGF-B. Sur le plan clinique,
I’étude PANTHER-IPF portant sur la thérapie par I’anti-oxydant NAC chez des patients

atteints de FPI ne semblait pas apporter d’effet bénéfique (IPECRN, Martinez 2014 et al.).
Cependant, une étude post-hoc analysant certains marqueurs génétiques a montré que la
mutation d’alleéles codant TOLLIP et MUCSB, deux acteurs de la réponse immunitaire,
affectait la réponse des patients a 1’anti-oxydant. Selon leur génotype, les patients ayant recu
de la NAC avaient, comparés aux patients témoins, une probabilité significativement
augmentée ou diminuée de survie (Oldham 2015). Cette sensibilité pourrait intervenir au
niveau des CEA, en protégeant ainsi 1’épithélium alvéolaire des dommages liés au ROS - dans
le cas des patients répondeurs au traitement par I’antioxydant (Neagos 2015). Des études
randomisées sont actuellement en cours pour tester 1’effet thérapeutique de la NAC associée a
la Pirfénidone. Dans ce contexte, 1’effet anti-oxydant paracrine des CSM sur les CEA et
éventuellement sur d’autres cellules telles que les fibroblastes pourrait constituer un élément
thérapeutique particuliecrement important dans les pathologies du poumon profond. Il serait
certainement tres utile d’explorer les mécanismes cellulaires impliqués dans la réponse anti-

oxydante de certains médiateurs libérés par les CSM, comme par exemple le KGF ou ’HGF.

Une des limites concernant 'utilisation des CSM exogenes a visée thérapeutique dans les
pathologies du poumon profond chez I’Homme concerne le devenir potentiel de ces CSM sur
le site 1ésionnel qui est mal connu. Nos résultats montrent qu’in vitro, I’exposition prolongée
des CSM a I’hypoxie ne modifie pas leur phénotype, en particulier n’induit pas de

transformation vers un phénotype myofibroblastique, ce qui est plutdt rassurant. In vivo,
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aucune transformation maligne des CSM dans les différents modeles de pathologies
pulmonaires étudiés n’a été rapportée, mais ces études péchent certainement par leur trop
courte durée d’observation. Il semble cependant que la durée de vie des CSM sur le site
lIésionnel pulmonaire soit relativement courte, de I’ordre de quelques jours tout au plus.
Actuellement, 1’utilisation des CSM autologues et/ou allogéniques en thérapie cellulaire
commence a étre testée chez ’Homme au cours du SDRA et de la FPI, essentiellement sous

forme d’études cliniques de phase I visant a vérifier la bonne tolérance et la sécurité¢ de

I’administration des CSM (Wilson 2015, Chambers 2014). Les premiers résultats en termes de
sécurité sont rassurants, mais il faut maintenant définir précisément le nombre de CSM a
administrer et la meilleure voie d’administration. L’utilisation en injection unique de CSM
pour traiter le SDRA, une pathologie aigué de développement brutal et de relativement courte
durée d’évolution, parait logique étant donné la forte mortalité de ce syndrome. L’utilisation
des CSM dans le traitement de la FPI est plus problématique car la FPI est une maladie
chronique et progressive d’évolution généralement lente. Nos résultats suggerent qu’il
pourrait étre particuliérement intéressant d’utiliser les CSM lors des épisodes d’exacerbations
aigués de la maladie, qui comportent une majoration de I’hypoxie alvéolaire et de
I’inflammation pulmonaire et qui sont associés a une mortalité élevée. Cependant, il n’est pas
certain que I’utilisation de CSM autologues dans la FPI soit appropriée, compte tenu
notamment de 1’age avancé des patients atteints de FPI. En effet, il a ét€ montré une variation
du profil de sécrétion des CSM selon 1’age des donneurs. La capacité de protection des CSM
isolées a partir de patients agés est diminuée, leurs propriétés anti-inflammatoires et
migratoires sont fortement réduites, en partie expliquée par une diminution de 1’expression de
récepteurs aux chimiokines (Bustos 2014). Aussi, l’utilisation de CSM allogéniques serait

sans doute plus indiquée au cours de la FPIL.

En conclusion, ce travail de These contribue a mieux comprendre le réle de I’hypoxie dans
les pathologies du poumon profond et les interactions entre les différents types de cellules
alvéolaires, et permet d’approfondir nos connaissances sur les cellules souches
mésenchymateuses afin de les utiliser en clinique de la meilleure facon possible, au bénéfice

des patients.
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